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Purificacao de amilases de malte de Zea mays

Purification of amylases from Zea mays malt

Joana Paula Menezes BIAZUS!, José Carlos Curvelo SANTANA??,
Roberto Rodrigues de SOUZA!, Elias Basile TAMBOURGI*

Resumo

Neste trabalho realizou-se a purificacdo das enzimas o e p-amilases de malte de milho combinando os processos de adsor¢ao em leito
expandido com o fracionamento por etanol. Alimentaram-se 5 mL de uma solugio a 2% de malte de milho em tampao fosfato 0,05 M apH 5
em uma coluna contendo as resinas de troca idbnica Amberlite IRA 410, em leito fixo de 4 cm fluidizado para 8 cm. A eluigdo foi promovida
com NaCl 0,25M com 14 mL/minuto de vazio descendente e o material eluido foi fracionado com dlcool etilico nas concentracdes de
40-70%, 50-80% e 60-90% (v/v) a 20 e 30 °C. A recuperagao da atividade e o fator de purificagao foram de 95% e 23 vezes, respectivamente,
na primeira etapa. A melhor condigao de fracionamento das enzimas foi apresentada a 50-80% de dalcool e 20 °C, e o fator de purificagao
ficou acima de 100 vezes.

Palavras-chave: adsorcio em leito expandido; precipitagio; amilases; malte de milho; dlcool etilico; resina de troca iénica.

Abstract

In the present work the purification of a and B-amylase enzymes of maize malt was carried out by expanded bed adsorption and ethanol
fractionation downstream processes. 5 mL of 2% maize malt solution in 0.05 M phosphate buffer at pH was injected into a chromatographic
column containing Amberlite 410 ion-exchange resin, on a 4 cm fixed bed fluidized to 8 cm. 0.25 M NaCl solution at 14 mL/ minuto of
descending flux was used for promotion of the elution, the eluted matter was fractioned by 40-70, 50-80 and 60-90% ethyl alcohol concentration
at 20 and 30 °C. Activity recovery and purification factor were of 95% and 23 times, respectively, in the first step. 50-80% alcohol concentration

at 20°C was the best condition, in which a purification factor of more than 100 times was achieved.
Keywords: expanded bed adsorption; precipitation; amylases; corn malt; ethyl alcohol; ion-exchange resin.

1 Introdugéo

Tipicamente, o processo de purificagido de uma proteina é
composto por multiplas etapas cuidadosamente definidas que
tém como fundamento a distingdo das proteinas com base na
sequéncia de aminoacidos, no conteddo de carboidratos e de
lipidios na estrutura tridimensional, e na sua atividade biologica.
Estes processos sdo mais conhecidos como processos de pré-
purificagdo. Nos tltimos anos,,foi dada atengdo consideravel ao
desenvolvimento das entdo chamadas operag¢des integradas de
processos, das quais os trés passos mais cldssicos sdo: separagio
solido-liquido, concentragio e isolamento primério de produtos,
que sdo fundidas em uma s6 unidade de opera¢ao (ALMEIDA;
KURTEMBACK, 2002; SANTOS, 2001).

Os processos semelhantes levam a uma redugéo do niimero
de operagdes unitarias necessaria ao processo de purificagio
e, desta maneira, prometem nao s6 uma alta recuperagio,
mas também uma economia superior na obtencdo destes
produtos. Um método que se destaca nesta ultima classe de
operagdes unitarias é de uso comum em unidades de bancada

e chama-se adsor¢do em leito expandido (ALE) (ALMEIDA;
KURTEMBACK, 2002; SANTOS, 2001).

A ALE proporciona a alimenta¢do de material biolégico
diretamente do meio origindrio (bruto) pela coluna cromatografica,
ja que seu leito é expandido, o que reduz os custos com outros
processos de pré-purificagio (DAINIAK et al.,, 2002; ROY et al,,
1999; SANTOS, 2001; TOLEDO et al., 2007).

A precipitagdo é uma das operagdes mais adotadas para
a purificagdo de proteinas tanto de origem microbiana como
animal ou vegetal. E uma das principais técnicas utilizadas para
a separagdo de proteinas de uma mistura em virtude da sua
simplicidade e tem sido empregada hd décadas. Tradicionalmente
¢ considerada como um método de concentragio e utilizada
antes da aplica¢do de métodos de maior resolugio na purificagio
(LUCCARINT; KILIKIAN; PESSOA Jr. 2005).

Uma das vantagens do uso de solventes ¢é a volatilidade, que
permite pronta recuperacéo e reciclagem ao processo, além de
possuir propriedades bactericidas. Por outro lado, a principal
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desvantagem dos solventes é a tendéncia de causarem mudancas
conformacionais nas biomoléculas e inflamabilidade, exigindo,
por vezes, baixas temperaturas de operagdo para trabalhos em
larga escala (LUCCARINT; KILIKIAN; PESSOA Jr. 2005).

Atualmente ha uma grande utilizagdo de solventes
orgénicos, principalmente o metanol, o etanol e a acetona. O
principal efeito da precipitagdo por solventes organicos é que
o poder de solvatagdo nas regides carregadas e hidrofilicas da
superficie da proteina diminui com o aumento da concentragao
do solvente e aumenta as forgas eletrostaticas de atracio entre
as moléculas de proteina. Na precipitagdo por solventes,
algumas variaveis que afetam o mencionado processo devem
ser levadas em consideracéo, dentre elas estdo a temperatura
e o pH (CARVALHO; GARCIA; WADA, 2005; LUCCARINTI;
KILIKTIAN; PESSOA Jr., 2005).

Asa-amilase (EC3.3.1.1; a-1,4 glicano, 4 - glicanohidroxilase)
e B-amilase (EC 3.2.1.1, a-1,4, glicanomaltohidrolase) sdo
enzimas que hidrolisam ligacdes a-1,4 ndo terminais de
moléculas de amilose, amilopectina, glicogénio e dextrinas,
gerando glicose, maltose, trioses e outras oses, porém nio
atuando sobre as ligagdes a-1,6. Seus pHs 6timos estdo entre
4,5 e 6,5 e suas temperaturas Otimas estdo compreendidas
entre 55 e 75 °C, enquanto que suas massas molares variam
para a a-amilase de 50 a 120 kDa e de 22 a 50 kDa para a
B-amilase, dependendo das suas origens (AGUILAR et al., 2000;
BIAZUS et al., 2006a, 2007; BLASQUEZ et al., 1998; FURUYA
et al., 1995, 1996; REGULY, 1996; WISEMAN, 1987).

As amilases podem ser obtidas de varias fontes: de alguns
micro-organismos, de cereais e até de animais. Elas sdo usadas
para hidrolisar o amido, sendo empregadas pelas industrias
alimenticias, téxteis, farmacoldgicas e principalmente nas de
alcool durante a produgio de cerveja sob a forma de malte de
cevada (cereal este, ndo produzido no Pais), e seus pregos, apos
purificagdo, podem alcangar US$ 1500,00.g™' (SIGMA, 1996).

O milho (Zea mays) ¢ um produto agricola muito difundido
no Brasil, comercializado in natura, ou pouco processado e é
vendido a baixo preco. A obten¢do das enzimas a e B-amilases
do seu malte gerariam um produto de alto valor agregado
(BIAZUS et al., 2006a, 2007; FERREIRA et al., 2007; CURVELO-
SANTANA, 2003; SEVERO Jr. et al., 2007).

O presente trabalho teve como objetivo estudar a purificagdo
de amilases de malte de milho (Zea mays), tendo, como etapas de
pré-purificacio, a adsor¢do em leito expandido (ALE) e, como
de purificagdo, o fracionamento utilizando édlcool etilico para
gerar um produto com baixo custo de obtengao, de alto valor
agregado e bom grau de pureza.

2 Materiais e métodos

2.1 Materiais

Reagentes: as sementes de milho comum foram adquiras
junto a EMBRAPA (Tabuleiros Costeiro) sediada em Aracaju-
SE. O 4cido o-fosférico PA foi adquirido junto a Synth
(Diadema-SP, Brasil), o acetato de sddio PA, o 4cido acético PA,
o 4cido dinitrosalicilico (DNS), o dlcool etilico PA e o alginato de
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sodio foram adquiridos da VETEC (Sao Paulo, Brasil), enquanto
que o azul brilhante de Comassie-G e o amido soluvel foram
adquiridos da MERCK (Berlim, Alemanha).

Fluidizador: o tampao fosfato 0,05 M a pH 5 foi usado
como promotor da fluidiza¢do do meio por ndo possuir o contra
ion da resina anidnica (Cl) e por ser este pH o citado como
proximo do 6timo das enzimas (BIAZUS et al., 2006b, 2007;
REGULY, 1996; WISEMAN, 1987). Suas propriedades fisicas
estdo apresentadas na Tabela 1, medidas por viscosimetria e
densimetria. As propriedades da agua foram encontradas na
literatura (STREETER, 1977).

Coluna de adsor¢do em leito expandido (ALE): Foi usada
uma coluna de vidro com dimensdes de 1 x 30 cm, contendo
um pistdo de altura ajustavel na parte superior e uma tela
de mesh 60 entre as jung¢des inferiores da coluna e na parte
inferior do pistdo para evitar perda de adsorventes. Uma régua
foi usada na lateral da coluna para o ajuste da altura do leito,
com alimenta¢des do tampao de fluidiza¢do e do sal na elui¢ao
fornecidas por bombas peristalticas (Figura 1).

Obtenc¢ao do malte de milho: as sementes foram selecionadas,
pesadas, lavadas, postas a absor¢do de umidade entre 40% e 45%
e colocadas em meio germinativo em escala laboratorial por
aproximadamente 4 a 5 dias. O meio germinativo foi composto
de uma camada de 1 cm de algoddo sobreposta por folhas de
papel de filtro A4, sobre as quais as sementes imidas foram postas
para germinar. A cada duas horas, as sementes eram molhadas
para ndo reduzir o seu teor de umidade, até o quinto dia, quando
foram retiradas do meio germinativo e retiradas as suas raizes
e talos. Depois, o malte foi seco a 55 °C, triturado, armazenado

Tabela 1. Propriedades fisicas dos fluidos a 22°C.

Propriedades Fluidos
Agua Tampio Fosfato
p, (kg/m?) 997.5 1011
u (kg/s.m) 9.384 x 10 9.870 x 10

Saida

Pistao

Entrada

Figura 1. Esquema da coluna de ALE usada.

219



Purificagao de amilases de malte de Zea mays

e guardado a 5 °C (BIAZUS et al,, 2005a, 2005b, 2006a, 2006b,
2006¢, 2007; CURVELO-SANTANA, 2003; FERREIRA et al,
2007; SEVERO Jr. et al., 2007; TOLEDO et al., 2007).

Particulas adsorventes: a resina de troca anidnica, Amberlite
IRA 410 com um didmetro de particula (d ) de 4.4 x 10" m, massa
especifica (p,) iguala 1120 kg.m™ e capacidade de troca de cloreto
igual a 1,3 meq Cl.mL" de resina (41,15 g Cl".g™" resina) foi
utilizada como adsorvente nos experimentos (SIGMA, 1996).

2.2 Métodos
o Ensaios enzimaticos:

A 20 mL de uma solugdo de amido soluvel a 2% em tampao
acetato 0,1 M a pH 4,8 foram adicionados 500 pL de
amostra enzimdtica, e a concentragdo de glicose gerada
foi medida apés 10 minutos de incubagdo a 30 + 2 °C
pelo método do DNS. Uma unidade de atividade
enzimatica é dada como sendo a quantidade de glicose
gerada em pmol por 1 minuto sob as condi¢des do ensaio
(AGUILAR et al., 2000; BIAZUS et al., 2007; NIRMALA;
MURALIKRISHNA, 2003; REGULY, 1996). A atividade
especifica é dada pela atividade por mg de proteina. A
concentragdo de proteina foi medida pelo método de
BRADFORD (1976).

o Purificagdo das amilases:

Adsor¢do em leito expandido: a adsor¢do das enzimas foi
realizada com o sistema em leito expandido de 4 para
8 cm de altura, a temperatura e pressdo ambientes (22 °C
el atm) e pH 5. O leito de adsorventes foi pré-equilibrado
na altura de trabalho (8 cm) com o tampao fosfato numa
velocidade de 18 cm/minuto em fluxo ascendente. Entéo,
5mlL da solu¢do de malte de milho a 2% no tampao usado
foram injetados abaixo do leito da coluna para promover a
adsor¢do das enzimas sobre a resina Amberlite IRA 410. A
eluicio foi feita pelo uso de uma solugdo de NaCl 0,25 M a
14 mL/minuto de fluxo descendente (BIAZUS et al., 2006a;
KALIL, 2000; SANTOS, 2001; TOLEDO et al., 2007).
Amostras de 5 mL foram coletadas em tubos de ensaios
nas saidas da coluna. A concentragio de proteina total e
a atividade enzimatica foram medidas nestas amostras.

Fracionamento das proteinas: O material eluido foi
fracionado com dlcool etilico e os efeitos da concentracao de
etanol a 40-70%, 50-80% e 60-90% (v/v) e da temperatura a
20 e 30 °C foram verificados. O volume do extrato enzimatico
com o solvente ndo ultrapassou aos 10 mL. Depois, estes foram
colocados em tubos e apds 24 horas (para as duas etapas da
precipitacio) os precipitados foram centrifugados a 6000 rpm,
por 20 minutos e a4 °C. Determinou-se a quantidade de proteina
total e atividade enzimdtica, tanto no precipitado quanto no
sobrenadante, entretanto, apenas o segundo foi utilizado para
efeito de célculo, ja que néo se observou a purificagdo das
enzimas na fase sélida (CARVALHO; GARCIA; WADA, 2005;
LUCCARINTI; KILIKIAN; PESSOA Jr.,2005).

Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE): a eletroforese via SDS-PAGE foi desenvolvida em uma
minicélula PROTEAN II (Bio-Rad, USA), com gel formado
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a partir de uma solu¢édo contendo 12% de gel de acrilamida,
usando como marcadores de massa molar os padrdes de
proteina do kit da Bio-Rad. As proteinas das amostras brutas
de malte de milho e do purificado por precipitagio passaram
por uma ultrafiltragdo com membrana de 10 um de didmetro
de poros, para elimina¢do da interferéncia salina e, depois,
foram separadas sobre uma camada homogénea 0,8 mm do gel
de resolugdo formado com acrilamida a 12% (p/v) e do gel de
separagdo formado com acrilamida a 4,8% (p/v) com o sistema
tampao usado por LAEMMLI (1970), em uma célula do tipo
Bio-Rad Protean II. As proteinas separadas foram visualizadas
apos fixagdo com azul brilhante de coomassie G-250 (solugdo
de fixa¢do: acido fosférico 10% (v/v) e coomassie 0,02% (p/v))
(AGUILARetal., 2000; NIRMALA; MURALIKRISHNA, 2003;
TOLEDO et al., 2007).

Rendimento da purificagdo: a eficiéncia dos processos foi
avaliada por dois pardmetros, dados pelas Equagdes 1 e 2. A
primeira é a recuperagdo da atividade enzimatica (RA) que
compara a atividade total no material purificado com a atividade
total no material bruto (dado em porcentagem) e a segunda é o
fator de purificagdo (FP) que compara a atividade enzimatica
especifica total no material purificado com a atividade enzimatica
especifica total no material bruto (BIAZUS et al., 2006a, 2007;
SANTOS, 2001; TOLEDO et al., 2007), como Equagdes 1 e 2:

_ ArividadeEnzimdtica Re cuperada 100 )
AtividadeEnzimdticalnicial

PP AtividadeEnzimdticaEspecifica Re cuperada

AtividadeEnzimdticaEspecificalnicial 2
3 Resultados e discussido

3.1 Adsorgio em leito expandido

Nas Figuras 2, 3 e 4 estdo apresentadas as curvas
cromatograficas de proteinas, atividade e atividade especifica,
respectivamente, obtidas durante a adsor¢do em leito
expandido (ALE). A adsor¢do de proteinas totais ocorreu por
1,5 minutos, enquanto que a adsor¢do de enzima oscilou até
0 quinto minuto, quando a resina foi saturada. Nos primeiros
minutos de processo (adsor¢ao), ha um baixo registro tanto da
concentragdo de proteina quanto da atividade enzimatica, até
que ocorre a satura¢do das resinas (as enzimas adsorveram na
resina até o maximo possivel) contidas na coluna e os valores
destes pardmetros chegam aos seus maximos (o que leva a
formagao do pico), embora isso ndo ocorra ao mesmo tempo,
o que demonstra uma maior afinidade da resina pelas enzimas,
ja que a adsor¢ao dessas se prolonga por 5 minutos de processo.
Ou seja, a lavagem da coluna com relagdo as proteinas totais
ocorre antes da lavagem com relagdo as enzimas de interesse
(pois estas continuam adsorvendo sobre as resinas). No malte
de milho existem diversas proteinas, entretanto, apenas as
enzimas amilases sdo de interesse. Depois, a resina é lavada e
se percebe a redugdo da concentracdo de proteinas totais e da
atividade enzimdtica. Na sequéncia, a elui¢do das enzimas é
feita com o NaCl 0,25M, fazendo com que estas se desprendam
das resinas (o que faz aparecerem os pequenos picos), sendo
assim purificadas.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 30(1): 218-223, jan.-mar. 2010
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Figura 2. Curva cromatografica das proteinas totais durante o processo
de ALE.
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Figura 3. Variagdo da atividade durante o processo cromatografico
por ALE.
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Figura 4. Comportamento da atividade por unidade (mg) de proteinas
totais durante o processo cromatografico por ALE.

A Figura 4 mostra que a resina praticamente reteve
totalmente as enzimas a e f-amilases, pois ao se compararem as
etapas de adsor¢do com a de elui¢do percebe-se que quase nao
houve passagem de material proteico com atividade durante a
adsorgdo e lavagem da coluna, ao contrario do que é observado
na elui¢ao, na qual se veem picos cromatograficos das enzimas
citadas e outras que também possuem atividades amiloliticas

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 30(1): 218-223, jan.-mar. 2010

(como: amiloglucosidase, pectinase, etc.) (REGULY, 1996;
WISEMAN, 1987).

Este fato comprova a boa afinidade existente entre a resina
usada e as amilases. Isso provavelmente esta ligado ao fato das
amilases possuirem metais em sua estrutura, como cofatores
(Ca?* para a a-amilase e Mg*" para a 3-amilase), ou seja, estas
enzimas sdo carregadas negativamente (FORGATY; KELLY,
1987; WISEMAN, 1987), e as resinas possuirem cations
derivados de amoénio em suas estruturas, os quais possuem
afinidade por anions (KALIL, 2000; MENDU et al., 2005;
SIGMA, 1996).

De acordo com Dainiak, Galaev e Matiasson (2002), Roy
et al. (1999) e Santos (2001), a expansdo do leito promove o
aumento da area superficial exposta do adsorvente no meio
fluidizado, o que promove uma maior interagdo particula-
particula e particula-liquido, possibilitando uma maior
transferéncia de massa da fase liquida para a sélida. Isso é uma
das caracteristicas mais importantes dos leitos fluidizados.

3.2 Combinagdo de processos

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores médios
obtidos durante a recuperagdo de amilases de malte de
milho, combinando-se a adsor¢do em leito expandido (ALE),
como método primario, ao fracionamento de proteinas com
etanol, como método secunddrio. Parte das proteinas das
amostras obtidas durante a elui¢do (com alta concentragio de
NaCl) foi precipitada com uma primeira adi¢ao de solvente.
Para o fracionamento, usou-se o sobrenadante da primeira
precipitacdo. Percebe-se que o indice de recuperagdo aumentou
com a redu¢do da temperatura e concentragbes médias de
etanol no fracionamento, o que corresponde as condigdes de
precipitagao em 50% de etanol e posterior fracionamento (com
adigao lenta do solvente) até 80% a 20 °C, a qual proporcionou
a melhor resolu¢éo e um fator de purificagdo maior do que as
100 vezes. Este fator de purificacdo foi de 4,5 vezes maior do
que o obtido durante o processo cromatografico.

Segundo Luccarini, Kilikian e Pessoa Jr. (2005), a resoluc¢éo
do fracionamento é melhorada quando a concentragiao de
proteina no meio é reduzida, percebe-se na Tabela 2 que o valor da
proteina foi reduzido a cerca de 40% da proteina do malte inicial.
Como as massas molares das amilases estdo entre valores médios
a altos, a resolugdo foi aumentada com a adigdo do solvente, até
que se atingiu uma concentragao em que as amilases comegaram
a precipitar e a sua purificagdo (no sobrenadante) foi reduzida.
De acordo com Carvalho, Garcia e Wada (2005) e Luccarini,
Kilikian e Pessoa Jr. (2005), a medida que se eleva a concentragdo
do solvente e se reduz a temperatura do meio, as proteinas tendem
a precipitar da menor para a maior massa molar.

A elevagdo da atividade recuperada acima do seu valor
maximo contido no malte se d4 devido a eliminac¢éo de agentes
inibidores contidos no meio original (malte de milho), o que da
uma falsa presenca de baixa atividade original no malte.

Estes inibidores sdo: os produtos originados pela hidrélise
do amido de milho durante a germinagido (glicose, maltose,
dextrinas e demais oses), proteinas inibidoras geradas pelas
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Tabela 2. Resultados obtidos para a combinagdo dos processos de ALE com precipitagdo.

Processo

Amostras

Atividade
(UL

Proteina
(mg.L")

At.Espec.
(Umg™)

Atividade
Recuperada

Fator de
Recuperagao

ALE Malte bruto

Eluido
20 °C 40-70
50-80
60-90
30°C 40-70
50-80
60-90

Fracionamento

878,5
850,7
224,5
1169,8
832,2
832,2
1409,0
0,0000

127,00
53,502
3,7464
1,6328
9,3647
4,8937
2,7923
2,5749

6,9168
159,00
59,934
716,39
88,863
170,05
504,59
0,0000

100,00
96,838
42,500

266,32

236,82

157,88

320,77

0,0000

1,0000
22,987

8,6650

103,57

12,847
24,585
72,951

0,0000

sementes durante a fase de germinacdo que fazem reduzir e
controlar a atividade amilolitica apds o quarto dia de germinagio,
bem como, até a prépria concentra¢ao de amido existente no
malte, a qual modifica a cinética da rea¢ao (BIAZUS et al,
2006a, 2006b; HALPERN, 1997; RICARDO; TEIXEIRA, 1993;
CURVELO-SANTANA, 2003).

Os resultados obtidos neste trabalho foram superiores
aos obtidos por Curvelo-Santana (2003) e por Ferreira et al.
(2007), que purificaram as amilases de malte de milho com
sistema bifdsico aquoso PEG/CaCl, ; por Biazus et al. (2007)
e por Severo Jr. et al. (2007), que purificaram as amilases de
malte de milho usando extragdo liquido-liquido e processos
de separagdo por membranas, respectivamente. O Fator de
purificagdo na condigdo 6tima da precipitagio também foi
superior aos obtidos por Aguilar et al. (2000), que purificaram
amilases de Lactobacillus manihotivorans por cromatografia em
gel; que Blasquez et al. (1998) e Furuya et al. (1995, 1996), que
purificaram amilases de A. niger por sistemas bifasicos aquosos
PEG/MgSO, e PEG/fosfato, respectivamente; que Nirmala e
Muralikrishna (2003), que purificaram amilases de malte de
milheto por cromatografia em gel; e que Toledo et al. (2007),
que purificaram amilases de A. niger por adsor¢do em leito
expandido. Seu valor foi semelhante ao obtido por Mendu et al.
(2005), que purificaram amilases de Bacillus lincheniformis
usando cromatografia de alta resolugéo.

A Figura 5 apresenta a analise via eletroforese por SDS-
PAGE com as amostras do malte de milho bruto e purificada
por ALE combinada com a precipitagdo com alcool na condigdo
de fracionamento a 50-80% a 20 °C, apds passarem por
microfiltragio com membrana de 10 um de didmetro de poros,
para eliminacdo da interferéncia salina. Nesta eletroforese,
o malte apresenta varias bandas em toda a extensdo do gel,
indicando que sua composicdo apresenta diversas proteinas.
J& para a amostra precipitada, nota-se que apenas duas
bandas sdo apresentadas mostrando que o processo foi efetivo
na purificagdo do material, ja que este apresenta atividade
enzimdtica e contém s6 duas proteinas com massas molares de
69,4 e 45,6 kDa, respectivamente.

De acordo com Aguilar et al. (2000), Mendu et al.
(2005), Nirmala e Muralikrishna (2003), Reguly (1996),
Curvelo-Santana (2003) e Wiseman (1987), estas podem ser
as enzimas desejadas, pois suas massas molares estdo entre 50-
120 kDa para a a-amilase (69,4 kDa) e entre 20-50 kDa para a
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Figura 5. Determinagao da massa molar das proteinas nas amostras
por eletroforese via SDS-PAGE. Onde S é o padrao de massa molar,
composto das seguintes proteinas: fosforilase b (94 kDa), albumina de
soro bovino (67 kDa, albumina de ovo (43 kDa), carbonidase (30 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lacto albumina (14,4 kDa). M é a
amostra de malte bruta e A é a amostra purificada por ALE e posterior
precipitagdo fracionada de 50-80% com alcool.

B-amilase (45,6 kDa). Resultados semelhantes foram obtidos por
Biazus et al. (2007), que purificaram as a e f-amilases de malte
de milho em uma coluna de extra¢io liquido-liquido, usando
os sistemas bifdsicos aquosos PEG/CaCl,.

4 Conclusoes

A purificagdo por adsor¢ao em leito expandido usando as
resinas de troca anidonica Amberlite IRA 410 mostrou-se muito
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efetiva, conseguindo recuperar mais de 96% da atividade inicial
do malte e chegando a um fator de purificagdo de 23 vezes, o
que indica uma boa afinidade desta resina com as enzimas
amiloliticas do malte de milho.

O maior fator de purificagio foi de 100 vezes, obtido durante
a etapa de precipita¢do, quando se usou um fracionamento de
50% para 80% de dlcool, a 20 °C.

Como o alcool etilico e a resina possuem pregos
baixos (quando comparados com pregos de outras resinas
cromatograficas, apresentados no catalogo da SIGMA, 1996),
pode-se concluir que este trabalho mostrou que as amilases de
malte de milho podem ser obtidas com bom grau de pureza,
bom potencial enzimatico e a baixo custo de produgdo. Assim,
é possivel agregar valor a cultura do milho pela produgio destas
enzimas em escala industrial.
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