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RESUMO

A B-Galactosidase de Aspergillus oryzae foi imobilizada covalentemente em
Sephadex G-50 revestido com polianilina (Sephadex-PANI), via glutaraldeido e disposta
em coluna vertical (2cm x 10 cm). A microscopia eletrbnica de varredura e a analise
elementar mostrou a superficie rugosa das pérolas do Sephadex alteradas e a
presenca de nitrogénio respectivamente apds o revestimento com PANI O fluxo da
coluna foi testado (0,125-1,25 mL min) e 0,8 mL min* foi estabelecido como sendo a
melhor condicdo. A atividade da coluna do derivado enzimatico (Sephadex-PANI-3-
Galactosidase) foi realizada circulando na coluna uma solugdo de ortho-nitrophenyl-3-
galactoside (ONPG; 3 mL) a um fluxo de 0,8 mL min' e o derivado enzimético
(Sephadex-PANI-3-Galactosidase) apresentou um pH 6timo (4,5) e temperatura 6tima
(50 °C) semelhante ao da enzima livre. A quantidade de enzima imobilizada e a
retencdo especifica de atividade enzimatica comparada com a enzima sollvel foram
100% e 90%, respectivamente. O derivado enzimatico foi reutilizado 10 vezes retendo
cerca de 100% da atividade inicial e armazenado por aproximadamente dois anos
mantendo 90% da sua atividade. A lactose do leite foi parcialmente convertida em
glicose e galactose ao ser circulado na coluna de Sephadex-PANI-B-Galactosidase.
Assim, a coluna do derivado enzimatico (Sephadex-PANI-3-Galactosidase) pode ser
proposta para a remocdo continua de lactose do leite. Futuramente, outras enzimas
poderdo ser covalentemente imobilizadas em colunas de Sephaedx-PANI e usadas em
aplicacdes biotecnologicas.

Palavras-chaves: imobilizacdo covalente; Sephadex; PANI, [B-Galactosidase;

Aspergillus oryzae; e hidrolise da lactose.



ABSTRACT

B-Galactosidase from Aspergillus oryzae was covalently immobilized onto Sephadex G-
50 coated with polyaniline (Sephadex-PANI), via glutaraldehyde, and arranged in a
vertical column. The scanning electron microscopy and elemental analyses showed the
rugose surface of the Sephadex beads altered and the presence of nitrogen,
respectively, after PANI coating. The activity of the Sephadex-PANI-3-Galactosidase
column (2cm x 10 cm) was assayed by circulating a solution of ortho-nitrophenyl-3-
galactoside (ONPG; 3 mL) at a flow rate of 0.8 mL min? and its optima pH and
temperature were found to be 4.5 and 50 °C, respectively, similar to those estimated for
the free enzyme. The amount of immobilized protein and retention of specific enzymatic
activity compared with the free enzyme were 100% and 90%, respectively. The
enzymatic column was reused 10-times retainning about 100% of its initial activity.
When stored for almost two years the derivative retained about 90% of its initial activity.
Milk lactose was partially converted to glucose and galactose by circulating it through
the Sephadex-PANI-3-Galactosidase column. Therefore, column of Sephadex-PANI-B-
Galactosidase can be proposed for the continuos remotion of lactose from milk.
Furthermore, other enzymes can be covalently immobilized on Sephaedx-PANI column

and applied in biotechnology.

Keywords: Covalent immobilization; Sephadex; PANI;, B-Galactosidase; Aspergillus

oryzae; and lactose hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

A aplicagdo de enzimas como biocatalizadores em processos industriais tem se
dado em industrias alimenticia, téxtil, de papel e celulose, detergentes, Oleos e
gorduras, entre outras. Além disso, cresce o numero de bioprocessos utilizados na
obtencdo de enantibmeros, sintese de intermediarios de farmacos, herbicidas e
substancias quimicas finas, como aminoacidos (ROBERTSON e STEER, 2004;
HASAN, 2006). Apesar de apresentarem inimeras vantagens e do grande potencia de
aplicacdo das enzimas, muitos dos processos ainda nao sao viaveis devido a questbes
como os custos de obtencéo e sensibilidade de algumas enzimas a altas temperaturas.
Para superar estes entraves, tem-se recorrido a imobilizacdo de enzimas que possibilita
ndo sé a implatacdo de processos continuos como a recuperacdo do biocatalisador
(BLANCO et. al., 2004). Processos economicamente importantes, tais como antibioticos
B-lactamicos, D-aminoacidos, dextrana, acucar invertido e glicose e hidrolise de
caseina, sdo exemplos da aplicacdo industrial de enzimas imobilizadas (BAILEY e
OLLIS, 1986; EGOROV et. al., 2000). Frente ao aumento da estabilidade promovido a
enzima pela imobilizacdo, outra aplicacdo que tem sido amplamente estudada € o seu
uso em reacfes promovidas em meios ndo convencionais, como solventes organicos,
sistemas bifasicos, fluidos supercriticos e meios solidos (GUPTA e ROY, 2004).

Véarias enzimas imobilizadas tém sido usadas em diferentes industrias de
alimentos (NERI et. al., 2008). B-Galactosidases (EC. 3.2.1.23) de diferentes fontes sdo
atualmente usadas na producao de leite e produtos derivados sem lactose. Esta enzima
hidrolisa a lactose nos seus componentes basicos: glicose e galactose (HAIDER e
HUSSAIN, 2009a). A hidrélise da lactose aumenta a dogura dos produtos a possibilita o
consumo deste tipo de produtos por individuos intolerantes a lactose, melhora a
gualidade dos produtos e a eficiéncia dos processos industriais (HATZINIKOLAOU et.
al., 2005).

A escolha do processo de hidrélise, em modo descontinuo (batelada ou "batch”)
ou modo continuo, depende essencialmente das caracteristicas enzimaticas, da
viabilidade econdmica do processo, do seu armazenamento e reutilizacdo (HAIDER e
HUSAIN, 2007).
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Sdo0 conhecidas e estudadas indmeras técnicas de imobilizacdo de
biocatalizadores: ligacédo superficial que pode ser classificada como ligagdo covalente
ou como nao covalente; oclusdo; Ligacdes Cruzadas e enclausuramento (AIRES-
BARROS e CABRAL, 2003). A imobilizagdo covalente de enzimas, a um suporte solido,
baseia-se na formacédo de ligacGes entre eles como a formacédo de ligacdes amida,
envolvendo os residuos dos aminoacidos da enzima e 0s grupos reativos da superficie
do suporte. Como a maioria dos suportes utilizados para a ligacdo covalente nao
apresenta grupos reativos que se liguem diretamente a proteina, torna-se necessaria a
utiizacdo de métodos de ativacdo como: diazotacdo, formacdo de derivados azida,
alquilacdo, reacdo de amidacéao, utilizacdo de reagentes de condensacao, entre outros
(ROSEVEAR, 1987). Porém, ndo deve haver o envolvimento dos aminoacidos do centro
ativo, nem alteragfes significativas na conformacdo nativa da proteina. Deste modo a
alta estabilidade dos derivados obtidos, devido a forgca da ligagdo covalente entre a
enzima e o suporte, torna 0 método atrativo.

Nos ultimos anos, varios tipos de suportes tém sido sugeridos para a imobilizagéo
de B-Galactosidases, tais como: Eupergit C (HERNAIZ e CROUT, 2000), a superficie de
grafite (ZHOU, 2003), Polisiloxano-Alcool polivinlico (NERI et. al., 2008), gelatina
(NAGANAGOUDA et. al., 2007) suporte de imunoafinidade e esferas hibridas de amido
(HAIDER e HUSSAIN, 2009). Contudo, muitos dos suportes ou matrizes testados
conduzem a uma diminuicdo da atividade enzimatica, assim como numa diminuicdo da
capacidade de ligacdo. Além disto, muitos destes suportes apresentam ainda inimeras
desvantagens: sdo caros, pouco rigidos, pouco flexiveis e susceptiveis a ataques
microbianos (GENARI, 2003).

A escolha de um suporte é uma etapa essencial na implementagdo de um sistema
reacional utilizando biocatalizadores imobilizados.

O Sephadex ™ ¢é um polimero sinteticamente derivado do polissacarideo dextrana,
com estrutura de uma rede que é amplamente utilizado na indulstria, nos processos em
larga escala, devido ao seu baixo custo, facil obtengcéo de fluxo e da sua resisténcia ao
ataque por microrganismos e a determinadas condi¢des indspitas de pH, temperatura.
Outro polimero organico cada vez mais estudado é a polianilina (PANI), um polimero

constituido por unidades repetidas de anilina, obtido através da polimerizacdo quimica
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ou eletroquimica deste monémero (NICOLAS-DEBARNOT e PONCIN-EPAILLARD,
2003) com inimeras vantagens para utilizacdo em processos de imobilizacao.

A presente proposta consiste em revestir granulos de Sephadex com PANI e
investigar a sua eficacia como suporte para a imobilizacdo covalente da B-

Galactosidase de Arpergillus oryzae, dispostos em coluna vertical e investigar as suas
propriedades.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Enzimas

As enzimas desempenham a funcdo de catalisar as reagcfes quimicas nos
organismos Vivos e proporcionam imensas oportunidades para, industrialmente, realizar
a conversdo biocatalitica de forma eficiente e econdbmica. Muitas enzimas encontram-se
disponiveis no mercado para inimeras aplicagcdes industriais em indmeros setores
como: agricola, quimico, farmacéutico, alimenticios, téxtil (BEILEN e LI, 2002). Com
excepcado de alguns RNA’'s que sdo catalisadores no seu processamento, todas as
enzimas sao proteinas que aumentam a velocidade das reacdes e sdo encontradas em
células de animais ou de vegetais bem como em microrganismos (DALLA-VECCHIA,
2004).

2.1.1. p-Galactosidase

A pB-D-Galactosidase (E.C. 3.2.1.23), lactase, ou mais formalmente f-D-
Galactosidase galactohidrolase, € a enzima responsavel pela hidrolise da lactose,
dissacarideo que ocorre naturalmente apenas no leite. A lactose frequentemente
designada B-D-galactopiranosil-(1—4)- B-D-glucopiranose, Ci2H2,011, aglcar redutor, é
composta por uma molécula de glucose ligada a uma molécula de galactose. No estado

aquoso coexiste sob duas configuracdes: o e B (Figura 1) (GANZLE, 2008).

CH,OH CH,0H CH,OH CH,OH
E _-L'|'H HJ‘ —0 ['E] s HC —o OH
/ ‘ / N /| R / |
, 'H ; 'H N
HC C|,H C HC T CH HE o . TH o
|k1H / \\‘D 4 1"‘| H K| x_[c'll _Gr’r a ‘\L_ —E
C—0 C—cC HOx
*H {H
L2 O—lactoes OH ﬂ'—l:l\."[\.'l.\t :

Figura 1 Estrutura da lactose na sua configuragdo o e f.

A p-D-Galactosidase pode ser obtida a partir de inimeras fontes: vegetais
(péssego, damasco, macd, améndoas); orgdos de animais (intestino, cérebro,

testiculos, placenta, etc.); microrganismos, tais como fungos filamentosos, bactérias e
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leveduras (ALMEIDA e PASTORE, 2001; JURADO et. al., 2002; HAIDER e HUSSAIN,
2007a).

Estas enzimas sdo amplamente empregues na industria. A sua capacidade como
biocatalizador da hidrolise da lactose do leite e soro permite a fabricacdo de produtos
com baixo teor do dissacarideo. Esta hidrolise da lactose aumenta o carater doce dos
produtos, melhora a qualidade e a eficiéncia dos processos industriais
(HATZINIKOLAOU et. al., 2005). Industrialmente, podem ser obtidos inimeros produtos
utiizando a p-Galactosidase, entre eles destacam-se: leite sem lactose, produtos
derivados de leite com baixa concentracdo de lactose, iogurtes adocicados,
concentrados para sorvetes com baixa porcentagem de lactose, xaropes alimentares e
diversos produtos adocicados, processamento na extragdo de soro doce e soro acido
(NOVALIN et. al., 2005). Recorre-se ainda a tratamento enzimatico com esta enzima na
producdo e maturacado de queijos (DIMITRELLOU et. al., 2007; PAPAVASILIOU et. al.,
2008).

Outro produto interessante desta hidrolise € a D-Galactose, monossacarideo
maioritariamente encontrado no leite e que tem inUmeras aplicacdes: intermediario na
producdo de medicagao, estabilizador em solugbes intravenosas de aplicabilidade
medicinal. Na industria alimenticia é amplamente usada como ingrediente de diversos
aclcares como a arabinose, pentitol, arabinitol, globotriose, arbitol, galactitol, xylitol e
tagatose (IBRAHIM e SPRADLIN, 2000; GRANSTROM et. al., 2004). E também usada
em meio de cultura como nutriente e indutor de fermentacfes, além disso, pode ser
usada em industrias de bebidas, na producdo de agentes contrastantes e como
substitutos de fenodis em resinas (OHLERTH e O’BRIEN, 2007; STANNARD, 2007;
DARGE, 2008).

A hidrolise da lactose torna ainda possivel o consumo de produtos e derivados
por individuos intolerantes a este agucar. A intolerancia alimentar ocorre por deficiéncia
de producdo de enzimas, que podem afetar a digestdo e absorcdo dos carboidratos,
gorduras e proteinas. Estes problemas podem ser decorrentes de erros inatos do
metabolismo ou adquiridos e afetam cerca de 70% da populacdo mundial (ANGELIS,
2005).



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

O uso da enzima na presenca de altas concentracdes de lactose faz com que
ocorra transgalactosilacdo (GAUR et. al., 2006) o que possibilita a producéo de
oligossacarideos, biomoléculas bifidogénicas que ajudam na reducdo dos niveis de
colesterol, melhoram a absor¢cdo de caélcio, entre outros beneficios (ALMEIDA e
PASTORE, 2001; ALBAYRAK e YANG, 2002; JURADO et. al., 2002; PERUGINO et. al.,
2004; NERI et. al., 2009a, 2009b).

Apesar da [-galactosidase poder ser obtida de inimeras fontes (Tabela 1),
industrialmente, sdo preferencialmente usadas, aquelas produzidas por algumas
leveduras e fungos, pela seguranca da sua utilizacdo (JURADO et. al., 2002). As -
galactosidases de leveduras sdo geralmente usadas no fabrico de produtos de pH
neutro como leite e soro de leite adocicado, ja as dos fungos sdo usadas
maioritariamente na hidrolise da lactose de produtos com pH &cido (HARJU, 1987).
Entretanto, estudos com -galactosidases de Escherichia coli demonstram que esta nao
€ aconselhavel na fabricagcdo de produtos para alimentagdo de humanos (HENG e
GLATZ, 1994; FUJIKAWA e ITOH, 1997).

A B-Galactosidase de Aspergillus oryzae, fungo filamentoso é uma enzima
extracelular amplamente estudada (NAGANAGOUDA et. al, 2007; HAIDER e
HUSSAIN, 2009a, 2009b). Apresentando vantagens em relacdo a diversos outros
microrganismos, o Aspergillus oryzae é uma das fontes mais usadas e aceitas na
industria de alimentos, tendo sido classificado como “Generally Recognized as Safe” -
GRAS (SHANKAR e MULIMANI, 2006).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-4V17CWJ-G&_user=686475&_coverDate=07%2F01%2F2009&_alid=907132749&_rdoc=26&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5037&_docanchor=&view=c&_ct=51440&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=d1cfb1d548d70bcca61c954eb44f4eb2#bbib16
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Tabela 1 Possiweis fontes para a obtengédo de B-Galactosidase. (Modificado de SHUKLA, 1975).

Péssego
Vegetais Améndoa

Algumas espécies de rosas selvagens

Intestino

Organismos animais i .
Cérebro e tecido da pele

Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis
Kluyveromyces (Saccharomyces)
Leveduras -
fragilis

Candida pseudotropicalis

Escherichia coli
) Lactobacillus bulgaricus
Bactérias ]
Bacillus sp

Streptococcus lactis

Aspergillus foetidus
Aspergillus niger
Fungos .
Aspergillus oryzae

Aspergillus phoenecis

As propriedades da B-Galactosidase, como por exemplo, a massa molecular, a

temperatura ou pH 6timo diferem, de acordo com a fonte de obtencdo (Tabela 2) e de

acordo com o método de preparacdo comercial. As condicbes 6timas de operacao sao
ainda influénciadas pelo método de imobilizacdo das enzimas e o tipo de suporte

utilizado.
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Tabela 2 Propriedades de B- Galactosidase de acordo com as diferentes fontes. (Modificado de GEKAS e
LOPEZ - LEIVA, 1985).

Fontes pH Temperatura Massa
6timo Otima molecular
(°C) (KDa)
Aspergillus niger 3.0-40 55-60 124
Aspergillus oryzae 4.5 50-55 90
Kluyveromyces fragilis 6.6 37 201
Kluyveromyces lactis 6.9-73 35 135
Escherichia coli 7.2 40 540
Bacillus circulans 6.0 60 — 65 -
Bacillus sp 6.8 65 -
Lactobacillus bulgaricus 7.0 42 — 45 -
Lactobacillus thermophilus 6.2 -7.1 55 - 57 530
Streptococcus thermophilus  6.5-7.5 55 500 - 600
Mucor pucillus 45-6.0 60 -
Thermus aquaticus 45-55 80 570

B-Galactosidases, de inumeras origens microbianas, s8o responsaveis pela
hidrélise da lactose segundo um mecanismo relativamente simples (Figura 2). Estas
enzimas possuem dois residuos de acido glutamico (Glu482 e Glu551), que atuam na
reacdo enzimatica assumindo o papel de doadores de prétons e de bases nucleofilicas
simultaneamente. Inicialmente ha a formacdo do complexo enzima-galactosil (Figura
2A) com liberagdo simultdnea de glicose (Figura 2B). Posteriormente, o complexo &
transferido para um receptor contendo um grupo hidroxila (Figura 2C). Se a solugcéo de
lactose for diluida, a 4gua € o receptor mais competitivo (preferencial em relagdo aos
acucares glicose e lactose) e assim a galactose é liberada do sitio ativo pelo que a
hidrélise da lactose é favorecida. Se, pelo contrario, a solugéo tiver altas concentracdes
de lactose, a molécula de lactose tem maior probabilidade de atuar como receptor,

ligando-se com o complexo enzima-glicosil, formando oligossacarideos (ZHOU, 2003).
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HO

Figura 2. Mecanismo da hidrolise enzimética da lactose por acéo da p-Galactosidase. (ZHOU, 2003). A)

Complexo enzima-galactosil. B) Liberacdo de glicose. C) Transferéncia do complexo para um receptor R.

O receptor R pode ser lactose, glicose ou hidrogénio, no caso especifico do receptor ser a agua.

Dada a sua importancia industrial tem-se procurado otimizar e rentabilizar a
utilizacdo da p—Galactosidase. Ambas as formas utilizadas, livres e imobilizadas tém
custos associados a serem considerados (GAUR et. al., 2006). Apesar de ser usada
preferencialmente na forma livre nas industrias de lacticinios em todo o mundo, por ser
uma enzima bastante dispendiosa, tem aumentado o interesse na sua imobilizagao.
Desta forma, tem-se investigado um processo de imobilizacdo eficiente passivel de
garantir o maximo proveito com a tdo desejada recuperacdo do imobilizado e a
minimizacdo de custos (ZHOU, 2003; PESSELA et. al., 2007). No entanto, é
extremamente dificil a obtengdo de um catalisador com caracteristicas 6timas para uso
industrial (JURADO et. al., 2002; LADERO et. al., 2001; DI SERIO et. al., 2003).

De um modo geral, as enzimas tém, essencialmente, trés propriedades
fundamentais: Estabilidade, Atividade e Especificidade (GALVAO, 2004). A estabilidade
de estrutura nativa, mantida por meio de forcas de interagcdo (pontes de hidrogénio,
ligacdes de sulfeto, interacdes apolares e idnicas e forcas de Van der Waals), garante a
capacidade biolégica da enzima. Qualquer modificacdo do ambiente reacional
(alteracdo de pH, temperatura ou presenca de solventes polares) pode danificar as

interacdes, alterando a estrutura nativa e destruindo total ou parcialmente a sua fungéao

11



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

biologica. As enzimas tém a capacidade de diminuir a energia de ativacdo necessaria
para a transformacdo do substrato em produto. A atividade, capacidade de
transformacéo do substrato em produto por diminuicdo da energia de ativacao, provoca
0 aumento da velocidade da reacdo. Esta caracteristica das enzimas reside nos seus
sitios ativos, estruturas complexas que compreendem um pequeno numero de
amino4cidos e cuja configuracdo permite alojar a molécula de substrato na posicao
correta para que os grupos funcionais realizem a catalise. Por dltimo, a especificidade
que estd relacionada com a afinidade da enzima por grupos especificos em
determinados substratos e da reciprocidade deste comportamento. Esta especificidade
multua de grupos funcionais permite o correto alinhamento do seu sitio ativo.
(MARQUEZ, 2007).

As enzimas podem ser usadas industrialmente, sob trés formas: uso livre em
batelada, em que a enzima misturada com o produto é perdida quando o hidrolisado é
pasteurizado; uso livre das enzimas, recuperadas numa fase final por membranas
impedindo que a enzima seja perdida e sob a forma imobilizada, em que a enzima é
fixada fisica ou quimicamente a um suporte soélido, impedindo a sua livre circulacao
(FODA e LOPEZ-LEIVA, 2000). Entre os fatores determinantes para o sucesso de uma

imobilizacdo eficiente estdo o método de imobilizacdo e a escolha do suporte.

2.2. Imobilizagc&o de enzimas

De acordo com a 12 Conferéncia em Engenharia de Enzimas (Henniker, Estados
Unidos, 1971), biocatalisadores imobilizados, enzimas ou células, sdo catalisadores
fisicamente confinados ou localizados em uma regido definida do espaco, com retencéo
de suas atividades cataliticas, e que podem ser utilizados repetida ou continuamente
(KATCHALSKI-KATZIR e KRAEMER, 2000).

Segundo Aires-Barros e Cabral (2003) as enzimas podem ser imobilizadas em
matrizes ou suportes naturais ou sintéticos por Interacfes fisicas (Enclausuramento,
Oclusdo) ou Interacbes quimicas (Adsorcao, Interacdo idnica, Ligacdo covalente), isto
e:

O método por encapsulamento consiste no aprisionamento de enzimas ou células
no interior de uma membrana semipermeavel. Na oclusdo o biocatalisador € confinado

ao interior da matriz sem que seja estabelecida qualquer ligacdo quimica, ndo se
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observam altera¢des estruturais ou interacdes com o centro ativo, enquanto que 0s
substratos/produtos podem escoar através da matriz.

No caso das imobilizacbes por Interacbes quimicas o biocatalisador € retido a
superficie de uma superficie sélida mediante interacdes estabelecida entre a matriz e 0
biocataliador. Uma vasta gama de interacdes abrangendo forca de Van der Waals a
ligacdes covalentes, pode ser responsavel pela retencdo do biocatalisador na matriz.
Embora algumas destas interacbes se possam estabelecer entre o biocatalisador e a
superficie ndo-modificada da matriz, a versatilidade e efetividade da imobilizacdo
superficial pode ser incrementada mediante a utilizacdo de suportes sintéticos ou
através de modificagcdes quimicas introduzidas na matriz por reagcdo com agentes
bifuncionais (glutaraldeido, carbodiimida) que permitem a ligacao covalente.

O método de imobilizacdo por adsorcdo € o método mais antigo e simples que
consiste na adsor¢cdo a um suporte sélido (nylon, celite, ceramica, vidro, entre outros)
por acdo de interagfes fracas do tipo Van der Waals, pontes de hidrogénio, hidréfobas
e eletrostaticas, sem que haja uma modificagdo prévia da matriz ou do biocatalisador.
Apesar de ser um método de baixos custos que assegura a integridade da manutencao
da conformacdo da enzima e a retencdo da atividade catalitica, é limitado dada a
reversibilidade da ligacao entre suporte e biocatalisador.

O método por Interacdo idnica se da normalmente pela utilizacdo de resinas de
trocas ibnicas como suportes de imobilizacdo permitindo o estabelecimento de
interagdes ibnicas entre 0 biocatalisador e a matriz. A forca deste tipo de interagéo
situa-se entre a adsorcdao fisica e a ligacao covalente caracterizando-se por limitacdes e
vantagens idénticas a adsorcao fisica, podendo ocorrer dessorcédo do biocatalisador a
presenca de meios reacionais com forca ibnica elevada ou em que se registrem
variagdes significativas de pH (AIRES-BARROS e CABRAL, 2003).

A imobilizacdo por ligacdo covalente consiste na formacdo de ligacGes entre os
residuos aminoacidos das enzimas e 0s grupos reativos da matriz. Por conferir grande
estabilidade funcional as enzimas € um dos métodos mais estudado e difundido
(AIRES-BARROS e CABRAL, 2003, GOMEZ et. al., 2005). Por vezes as enzimas
podem ser ligados covalentemente através de ligagdes cruzadas “cross-linking”, com

reagentes bi- ou multifuncionais, como aldeidos ou aminas e diisocianatos, da qual
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resulta a formacdo de agregados tridimensionais, insoliveis em agua. De entre os
agentes utilizados para a formacdo de ligacfes covalentes destaca-se o glutaraldeido
gque reage com 0s grupos amina dos residuos de lisina da enzima formando uma base
de Schiff (AIRES-BARROS e CABRAL, 2003).

Algumas representacdes esquematicas dos diferentes tipos de imobilizacdo de
enzima s&o ilustradas na Figura 3.

Métodos para Imobilizagdo de Enzimas
|

I 1

Encapsulagio Ligngia
| 1
| |
I Por ligagéo

Em matriz Em membrana Por adsorgio Covalente
(fisica ou idmica) I

L

o . |
r Microcdpsulas  Entre mmbranus E%

r MACTOSCOpIcas _

No suporne Por ligagio cruzada
> & ‘Fm e 0 suporte
I b s
'u@“,’ n’t"l IE) ] K

entre 4 enzima
Figura 3. Métodos de imobilizagdo de enzimas (DALLA-VECCHIA, 2004).

Um sistema de enzimas imobilizadas resulta, geralmente, na obtengdo de niveis
elevados de atividade catalitica por unidade massica ou molar, especificidade elevada e
limitacdo de reacbes secundérias (HAIDER e HUSSAIN, 2009a). Enquanto que a
enzima quando livre no meio de reacao é inativada ou descartada ap0s ter sido utilizada
uma vez, sendo economicamente inviavel a sua recuperagdo. A partir de enzimas
imobilizadas é possivel ndo s6 a implementacdo de processos continuos como também
a recuperacdo do catalisador por métodos simples de separacdo, possibilitando o
reuso. O uso destas técnicas de imobilizacdo de enzimas pode proporcionar a obtencéo
de catalisadores operacionais e termicamente mais estaveis (BLANCO et. al., 2004) e
mais seletivos (FERNANDEZ-LORENTE et. al., 2003). Assim, 0 processo tornar-se-a
tdo mais econbmico quanto mais elevado for o custo da enzima. Além disso,

imobilizando-se a enzima no meio de reacdo elimina-se a etapa de inativacdo da
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enzima, sendo possivel empregar uma maior concentracdo da mesma. Como
conseqUéncia tem-se uma redugdo no volume dos reatores e conseqientemente uma
diminuicdo do investimento fixo nas instalacbes (ROBLE, 2000; BORZANI, 2001; LIM,
2003; KOURKOUTAS et. al.,, 2004; GOMEZ et. al., 2005; SZYMANSKA et. al., 2007).

O tipo de suporte e o método de imobilizacdo variam de enzima para enzima e de
acordo com o uso pretendido e devem ser otimizados para cada sistema (BURTON,
2002; PLESSAS et. al., 2005).

Em muitos casos, a enzima imobilizada apresenta estabilidade superior a soltvel
quando adequadamente imobilizada e o produto obtido é mais puro apresentando uma
qualidade mais constante. A imobilizacdo de enzimas permite, geralmente, um controle
de todo o processo (OZDURAL et. al., 2003), sendo muitas vezes possivel a reducéo do
grau de inibicdo da reacdo pelo produto formado, o deslocamento do pH étimo ou a
mudanca das constantes cinéticas da reacdo (KOURKOUTAS et. al.,, 2004). Ocorre,
geralmente, um aumento da produtividade por unidade de enzima.

O comportamento dos reatores de enzimas imobilizadas tem sido também
estudado como um ponto critico dos processos da producéo industrial XUEMEI et. al.,
2006).

Enzimas tém sido imobilizadas para aplicagdo em biossensores (YU et. al., 2006;
SHAN et. al., 2007). Estes equipamentos sdo baseados na incorporagao de elementos
biolégicos (enzimas ou células) em uma camada sensitiva intimamente conectada com
um transdutor e tém sido amplamente aplicados em diversos campos, como
monitoramento de processos industriais, testes de deteccdo clinica e controle
ambiental. Como vantagens da utilizacdo destes equipamentos, podem ser citadas
simplicidade de uso, alta sensibilidade e habilidade para medidas em tempo real e in
loco (DONG, CHEN 2002) ou na producdo de compostos de elevado valor
acrescentado (FERNANDES et. al., 2003).

2.2.1. Suportes de imobilizagao
A aplicacdo do meétodo de imobilizacdo das enzimas depende de factores
essenciais ao processo, tais como: substratos utilizados, tipos de reacdes e as

configuracbes dos reatores, exigindo um suporte adequado para atender as
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necessidades da reacdo. O principal fator é selecionar o suporte adequado definido
como uma parte ndo catalitica da imobilizacdo de enzimas, na qual a parte catalitica
construida. Assim o método escolhido deve atender as duas necessidades: a catalitica,
relativa a produtividade, rendimento, estabilidade e seletividade e a ndo catalitica,
relativa a processos de controlo e separacdo (DALLA-VECCHIA, 2004; CAO, 2005).
Existem inUmeras caracteristicas que devem ser convenientemente consideradas
quando se escolhe o suporte por serem condicdes passiveis de afetar o processo de
producdo. Entre as caracteristicas podem destacar-se: area de superficie e porosidade,
que devem ser elevadas de modo a promover o acesso da enzima ao substrato;
presenca de grupos funcionais na superficie, uma vez que o tipo de grupo funcional e a
quantidade disponivel afetam o rendimento e a estabilidade do material, tamanho e
forma, de preferéncia particulas uniformes; resisténcia microbiana, da qual depende a
durabilidade do suporte; estabilidade mecanica e quimica, de modo a preservar as suas
caracteristicas; natureza hidrofébica e hidrofilica, garantindo a compatibilidade entre o
suporte e a fase liquida para assegurar a troca do substrato e do produto no suporte
(GALVAOQ, 2004; CAO, 2005).

Existem inimeros materiais que podem ser utilizados como suportes para a
imobilizacdo de enzimas e/ou células. Estes suportes podem ser classificados de
acordo com a sua composi¢cao quimica, em organicos ou inorganicos podendo também
ser classificados, de acordo com a sua composicdo e morfologia, em naturais e
sintéticos como apresentado na Tabela 3 (GALVAO, 2004).

Segundo GROBOILLOT et. al. (1994), a industria alimenticia tem mostrado
tendéncia na utilizacdo de polimeros ndo toxicos que formam estruturas semelhantes a
géis, como proteinas, polissacarideos e alcoois polivinlicos, em funcdo da

biocompatibilidade e aceitabilidade na producéo de alimentos.

Tabela 3. Classificacdo dos diferentes suportes de acordo com a sua composi¢ao.
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SUPORTES
Organicos Inorganicos

Naturais Sintéticos Minerais Fabricados

Polissacarideos Proteinas Poliestireno Areia Vidro (PC)
Celulose Colageno Poliacrilatos Bentonina Ceramica (PC)

Agarose Albumina Polivinilos Homeblenda Silica (PC)
Agar Gelatina Nylon Pedra-Polme  Aluminossilicato
Quitosana Seda Poliamidas Oxido de Ferro
Amido Vinil Oxido de Niquel

Policrilamidas

Os suportes sintéticos sao produzidos pela polimerizacdo de mondmeros, ou, em
alguns casos, pela combinacdo de matérias naturais, como a agarose, € mondémeros
sintéticos, como os derivados de acrilamida, metacrilato e poliestireno. Estes suportes
apresentam grande estabilidade fisica e quimica, e podem ser facilmente adquiridos
(HERMANSON, 1992).

Dentre a grande variedade de suportes para imobilizacdo de enzimas, 0s
inorgénicos apresentam uma seérie de vantagens, tais como: elevada forca mecéanica,
estabilidade térmica, resisténcia a ataque de microrganismos e de solventes organicos
(HERNANDEZ-JUSTIZ et. al., 1998). Além disso, os materiais inorganicos nao
apresentam modificacdo na sua estrutura em uma larga faixa de pressao, temperatura e
pH pelo que tornariam os suportes inorganicos mais adequados para o0 uso industrial.
Contudo alguns fatores como alto custo deste tipo de suporte e grande variedade de
grupos funcionais reativos que podem ser adicionados e/ou ativados em suportes
organicos (CASTRO, 2000; HEINZE e LIEBERT, 2001) contribuem para que a maioria
das enzimas imobilizadas, disponiveis comercialmente, sejam obtidas com suportes
organicos. Sabe-se, também, que as propriedades dos preparados de enzima
imobilizada sdo governadas pelas caracteristicas da enzima e do suporte usados

(TISCHER e KASCHE, 1999), bem como pela estratégia de imobilizacdo empregada
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(CARDIAS et. al., 1999). Essas interacbes sdo responsaveis pelas propriedades
guimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas do sistema imobilizado suporte-enzima.

Dentre o0s inUmeros tipos de suportes intensivamente estudados para a
imobilizagdo de enzimas destacam-se: siica (WANG e CARUSO, 2005); celulose
(BAGHERI et. al., 2007); suportes cromatograficos (CARDOSO, 2009); nylon-6
(AMAYA-DELGADO, 2006), quitosana, Dacron (CARNEIRO-LEAO et. al., 1994;
AMARAL et. al.,, 2006; PIMENTEL et. al., 2007), polianilina (NADRUZ et. al., 1996;
LASKA, 1999; SINGH et. al., 2006; NERI et. al., 2009a), diversas matrizes magnéticas
(BAYRAMOGLU et. al.,, 2008; KUROIWA et. al., 2008;) e combinacfes de matrizes
(COELHO et. al., 2001).

A imobilizacdo de B-Galactosidase, de diferentes origens tem sido realizada em
diversos suportes: B-Galactosidase de Kluyveromyces lactis foi imobilizada por ligacéo
covalente em agarose-tiopropil (OVSEJEVI et. al., 2004), suporte de gelatina-celulose
(NUMANOGLU e SUNGUR, 2004) e compdsitos alcool-magnéticos polisiloxano-polivinil
— mPOS-PVA (NERI et. al., 2008). B-galactosidases de Kluyveromyces fragilis foram
imobilizadas em celulose (ROY e GUPTA, 2003), de Thermus sp.(LADERO et. al,
2006; PESSELA et. al., 2007), Escherichia coli (BAYRAMOGLU, 2007) e Aspergillus
oryzae em suporte de imunoafinidade e esferas hibridas de amido (HAIDER e
HUSSAIN, 2009).

2.2.1.1. Sephadex™

Sephadex™ € o0 nome comum de granulos sinteticamente derivados do
polissacarideo dextrana, polissacarideo quimicamente neutro e inerte, portanto
compativel com as substancias encontradas na maioria dos alimentos. As suas cadeias
sao intercruzadas aleatoriamente conferindo-lhe a estrutura de uma rede (Figura 4).
Apresenta graus variaveis de porosidade e tamanhos que variam em intervalos

discretos de 20 a 300 pum.
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Figura 4. Estrutura do Sephadex™.

Os granulos de Sephadex sdo constituidos de um derivado de dextrana cujas
cadeias de glicose sdo ligadas entre si através de ligacdes glicosidicas do tipo 1— 4 e
1— 6. Seus tamanhos determinam os tipos G-20, G-50, G-75 entre outros.

Tem sido utilizado em diversas aplicacfes, nas mais diversas areas, na separagao
de misturas com base: no tamanho dos seus componentes-filtragdo molecular
(FUCHISE et. al., 2009); na carga elétrica - troca iénica (LU et. al., 2009); no principio
termodinamico da extracdo aquosa de duas fases (MACBRIDE et. al.,, 1994); na
especificidade de ligantes incorporados - cromatografia por afinidade (EMMONS et. al.,
2009) e como suporte para imobilizacdo de enzimas, antigenos, anticorpos, lectinas,
receptores, entre outros.

O seu uso corrente em industria nos processos de larga escala decorre do seu
baixo custo, da facil obtencdo de fluxo e da sua resisténcia a ataque por
microrganismos e a determinadas condi¢Ges indspitas de pH e temperatura (DWEVEDI
e KAYASTHA, 2009).
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2.2.1.2. Polianilina=PANI

Outro polimero organico que vem merecendo cada vez mais especial atengdo pela
comunidade cientifica € a polianilina — PANI (Figura 5.). Este polimero, organico e
condutor, pertence a uma classe altamente promissora de polimeros que alia as
propriedades quimicas e mecanicas dos polimeros com propriedades eletrénicas dos
metais e semicondutores. E um polimero constituido por unidades repetidas de anilina,
obtido através da polimerizacdo quimica ou eletroquimica deste monémero. O método
quimico é relativamente simples e barato quando comparado com o0 método
eletroquimico. Apesar do método eletroquimico ter inOmeras vantagens,
nomeadamente, no que se prende com o fato das propriedades elétricas dos
compositos poderem ser alteradas variando as condi¢cdes de eletrdlise e por ser uma
tecnologia “clean”, ele apresenta desvantagens uma vez que o tamanho dos filmes
compésito depende do tamanho do eletrédo. Assim, genericamente a sintese quimica é
preferencial (ANAND, 1998).

WO

Figura 5. Forma basica da PANI.

Os valores que a constante y pode assumir indicam o grau de oxidacdo do
composto, que varia de 0 a 1. Quando se tem a forma completamente reduzida (y = 1),
o polimero é chamado leucoesmeraldina; quando totalmente oxidado (y = 0), tem-se a

7

pernigranilina e quando se encontra uma forma intermediaria (y = 0,5), esta é
denominada hidrocloreto de esmeraldina, que é a forma que apresenta maior
condutividade elétrica (QUNWEI et. al., 2008).

A PANI é um polimero extremamente versatii com propriedades Unicas que
incluem uma boa estabilidade ambiental, simplicidade do processo de dopagem e
excelente reciclagem de redugcdo o que possibilita que polimeros com diferencas
significativas possam ser construidos por meios de tratamentos &cidos ou basicos

(FERNANDES et. al., 2003).
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Com enorme interesse tecnoldgico e biotecnolégico, a PANI tem, assim sido
proposta para iniUmeras aplicacdes: sensores para a deteccdo de amoénia (XU et. al.,
2007), construcado de supercapacitores (DONG et. al., 2007), despoluicdo por reducéo
de metais pesados (OLAD e NBAVI, 2007) e como suporte para ser utilizado em
processos de imobilizacdo (FERNANDES et. al., 2003; NGAMNA et. al., 2005; SINGH
et. al., 2006; NERI et. al., 2009). Além do seu baixo custo de sintese comparado aos
demais polimeros organicos frequentemente empregues em imobilizacdo, ele ainda
apresenta uma grande estabilidade térmica e de armazenamento e valores de
condutividade elétrica variados, dependendo do grau de oxidacdo e dopagem por
acidos ou &lcalis, além de propriedades eletrocrémica, com mudanca de cor de acordo
com o estado de oxidacdo (NICOLAS-DEBARNOT e PONCIN-EPAILLARD, 2003) e
interessantes propriedades oOpticas (DUTTA, DE, 2007) que possibilita que os polimeros
desta familia possam ser usados como “shutters” de calor e diodos emissores de luz em
circuitos elétricos.

A polianilina é na realidade o Unico polimero condutor cujas propriedades
eletroquimicas podem ser, controladamente, alteradas tanto por dopagem, transferéncia
de carga e/ou protonagdo. Devido a sua resposta eletroquimica reversivel no decorrer
da oxidacdo anibnica e reducdo catibnica ela € também usada como eletrodo
secundario em baterias recarregaveis e aparelhos eletrocrémicos (ANAND, 1998).
Desde o inicio o principal interesse no estudo deste polimero € comercial. A promessa
na sua utilizagdo esté relacionada, essencialmente, com a combinacdo da sua leveza,
processamento e condutividade elétrica, podendo ser aplicada em aparelhos de
estocagem de energia como as mencionadas baterias recarregaveis e capacitores. Este
tipo de polimeros podem ainda ser usados em sensores de gas e como transportadores
de medicacdo na area medicinal. A sua vasta gama de utilizag&o justifica o investimento
no estudo deste tipo de polimeros. (ANAND, 1998).

Estes polimeros apresentam, no entanto, problemas que se prendem com a
dificuldade de sintese por métodos convencionais. Existe ainda a dificuldade de
realizacdo dos ensaios enzimaticos em que a PANI atua como suporte da enzima
imobilizada resulta na perda de suporte-enzima, diminuido a precisdo de determinagéo

da atividade. Assim, alguns pesquisadores tém procurado usé-la conjuntamente com
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outra matriz (CARAMORI, FERNANDES, 2004; LUO, DUO, 2004). Desta forma aliam-
se propriedades mecéanicas da matriz as propriedades elétricas da polianilina (ANAND,
PALANIAPPAN, SATHYANARAYANA, 1998). Outro problema no uso deste tipo de
polimeros condutores é referente a ligacdo da enzima. Esses problemas podem muitas
vezes ser contornados pela ligacdo mediada pelo glutaraldeido (GAIKWAD et. al.,
2006).

O mecanismo proposto por NICOLAS-DEBARNOT e PONCIN-EPAILLARD
(2003) para a sintese do PANI ocorre pela condensacdo da anilina através de
diferentes passos. O primeiro passo correspondeu a oxidacao, transferéncia de elétrons
a partir do nivel energético 2 s do atomo de azoto com a formacéo de um radical cétion
(Figura 6). Do ponto de vista cinético, € 0 passo limitante e o catalisador (ex: Persulfato

de amonio) se fez necessério para acelerar a reacdo de autocatalise.

- -
NH; H,

Figura 6. Formagé&o do radical cation de anilina.

Este radical cation da anilina tem trés formas de ressonancia (2 n-anilina e 1 p-
anilina), tal como representado na Figura 7, sendo a forma p-anilina a mais reativa tanto

pelo seu efeito substituinte indutor como pela auséncia de impedimento estérico.
()] [-1] (3)
Figura 7. Formas de ressonancia do radical cation de anilina (1 e 3 n-anilina, 2 p-anilina).

O passo seguinte, em meio acido (ex: HCI, H,SO,), seria a reagéo entre o radical
cation (p-anilina) e a forma ressonancia chamada "cabeca a cauda" que favorece a

reacdo, que corresponde a formacao do dimero (Figura 8).

22



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

Q C>g . le.p:a..
OO

)
Ol O Ol D

it |1|||r|u|j||1l|._|'|\| wmine {FADPA)

Figura 8. Formagé&o do dimero.

Em seguida, o dimero é oxidado para formar novo radical cation (Figura 9), que
pode reagir seja com o radical cation de um mondémero ou com o radical cation de um
dimero para formar, respectivamente, um trimero ou tetrAmero que, de acordo com o

mecanismo proposto anteriormente, pode levar a polimeros maiores (Figura 10).

PADPA ——> QNH/Q%Z L @7?@1@7%2

Figura 9. Formagéo do dimero radical céation.

+. -2H .
N[i@mi_. —-<:>:rt”_], —_— QNJ[@NIl@NI
Rearranjo

o

Polimero  —g— .. — Tetramero

Figura 10. Possiwvel sintese da PANI.

7

A PANI € um polimero condutor especifico devido ao seu mecanismo de
conducao induzido tanto por oxidacado da base polileucoemeraldina ou pela protonacao

da base poliemeraldina. As duas rotas estdo esquematizadas na Figura 11.
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Base polileucoemeraldina

2e Dopagem oxidativa
2¢l (quimicaou eletroquimica).

A+ O OOt

Sal Poliemeraldina

+2 HCI .
) Dopagem é&cida
Rearranjo

OO~

Base Poliemeraldina

Figura 11. Mecanismo de dopagem &cida.

Na literatura a polianilina é suposta ser um octamero, porém a formacao de
cadeias longas tem sido mencionada (NICOLAS-DEBARNOT; PONCIN-EPAILLARD,
2003). Nos laboratérios da UFPE, a PANI tem sido usada com sucesso na imobilizacao
de antigenos e enzimas (LEITE et. al., 1996; NADRUZ et. al., 1996; COELHO et. al.,

2001).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Propor Sephadex G-50 revestido com Polianilina (PANI) como suporte para

imobilizacdo da B-Galactosidase de Aspergillus oryzae.

3.2. Objetivos Especificos

e Revestir o Sephadex G50 com PANI, mediante sintese quimica;

e Caracterizar o suporte (Sephadex G50- PANI) mediante andlises fisico-quimicas

e microscopia eletrénica;

e Imobilizar covalentemente, via glutaraldeido, p—Galactosidase ao Sephadex-

PANI;

e Determinar a retencdo de proteina e a atividade especifica do derivado

enzimatico;
e Determinar a velocidade de fluxo na coluna com o Sephadex- PANI;
e Avaliar a estabilidade do suporte quanto ao nUmero de reusos;
e Avaliar o pH 6timo e temperatura 6tima.

e Verificar a funcionalidade da coluna contendo o derivado enzimético na hidrolise

de leite.

25



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AIRES-BARROS, M. R.; CABRAL, J. M. S. Bioseparacdes in Biotecnologia:
Fundamentos e Aplicagdes. LIDEL, LISBOA, 2003.

ALMEIDA, M. M.; PASTORE, G. M. Galactooligossacarideos: Producado e efeitos
benéficos. Boletim da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 35
(1/2), p.12-19, 2001.

AMARAL, I. P. G.; CARNEIRO-DA-CUNHA, M. G.; CARVALHO JR, L. B.; BEZERRA,
R. S. Fish trypsin immobilized on ferromagnetic Dacron. Process Biochimistry, v.
44, p. 1213-1216, 2006.

AMAYA-DELGADO, L.; HIDALGO-LARA, M. E.; MONTES-HORCASITAS, M. C.
Hydrolysis of sucrose by invertase immobilized on nylon-6 microbeads. Food
Chemistry, v. 99, p. 299-304, 2006.

ANAND, J.; PALANIAPPAN, S.; SATHYANARAYANA, D. N. Conducting polyaniline
blends and composites. Progress in Polymer Science, v. 23, p. 993-1018, 1998.

ANGELIS, R. C. Alergias alimentares: tentando entender por que existem pessoas

sensiveis a determinados alimentos. Séao Paulo, Ed. Atheneu, 2005.

AZEVEDO, W. M.; SOUZA, J. M.; MELO, J. V. Semi-interpenetrating polymer
networks base don polyaniline and polyvinil alcohol-glutareldehyde. Synthetic

metals, v. 100, p. 241-248, 1998.

BAILEY, J. E.; OLLIS, D. F. Biochemical Engineering Fundamentals. 2. ed. New
York: McGrawl-Hill, 984p. 1986.

BAGHERI, M.; RODRIGUEZ, H.; SWATLOSKI, R. P.; SPEAR, S. K.; DALY, D. T;
ROGERS, R. D. lonic Liquid-Based Preparation of Cellulose Dendrimer Films as
Solid Supports for Enzyme Immobilization. Biomacromolecules, v. 9 (1), p. 381-387,

2007.

26



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

BAYRAMOGLU, G.; YILMAZ, M.; SENEL, A. U.; ARICA, M. Y. Immobilization of B-
galactosidase onto magnetic poly(GMA-MMA) beads for hydrolysis of lactose in

bed reactor. Catalysis Communications, v. 8, p. 1094-1101, 2007.

BAYRAMOGLU, G.; YILMAZ, M.; SENEL, A. U.; ARICA, M. Y. Preparation of
nanoficrous polymer grafted magnetic poly (GMA-MMA)-g-MAA beads for
immobilization of trypsin via adsorption. Biochemical Engineering Journal, v. 40, p.
262-274, 2008.

BLANCO, R. M., TERREROS, P.; PEREZ, M. F.; OTERO, C.; GONZALEZ, G.
Functionalization of mesoporous silica for lipase immobilization characterization

of the support and the catalysts. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 30,
p. 83-93, 2004.

BORZANI, W. Biotecnologia Industrial: Engenharia Bioquimica. (12 ed.), Sdo Paulo,
Edgard Blucher Ltda, v. 2, 2001.

BURTON, S. G.,, COWAN, D. A.; WOODLEY, J. M. The search for the ideal
biocatalyst. Nature Biotechnology, v. 20, p. 37-45, 2002.

CARAMORI, S. S.; FERNANDES, K. F. Covalent Immobilization of horseradish
peroxidase onto Poly(ethylene terephthalate)-Poly(aniline) composite. Process
Biochemistry, v. 39 (7), p. 883-888, 2004.

CARDIAS, H. C. T, GRININGER, C. C.; TREVISAN, H. C.; GUISAN, J. M,
GIORDANO, R. L. C. Influence of activation on the multipoint immobilization of
penicillin g acylase on macroporous silica. Brazlian Journal of Chemical
Engineering, v. 16, p. 141-148, 1999.

CARDOSO, C. L.; MORAES, M. C.; CASS, Q. B. Immobilization of the enzymes on
chromatographic supports: a tool to research of inhibitor compounds. Quimica
Nova, v. 32, p.175-187, 2009.

27


http://www.sciencedirect.com/science/journal/15667367

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

CARNEIRO-LEAO, A. M. A.; OLIVEIRA, E. A.; CARVALHO, L. B. JR. Immobilization
of protein on ferromagnetic dacron. Applied Biochemical Biotechnology, v. 31, p. 53—
56, 1991.

CAOQ, L. Immobilised enzymes: science or art? Current Opinion in Chemical Biology,
v.9, p. 217-226, 2005.

CASTRO, H. F;; Silva, M. L. C. P.; Silva, G. L. J. P. Evaluation of inorganic matrixes
as supports for immobilization of microbial lipase. Brazilian Journal of Chemical
Engineering, v. 17, p.4-7, 2000.

CASTRO, H. F.; ANDERSON, W. A. Fine chemicals by biotransformation using
lipases. Quimica Nova, v. 18 (6), p. 544-554, 1995.

CETINUS, S. A.; SAHIN, E.; SARAYDIN, D. Preparation of Cu(ll) adsorbed chitosan
beads for catalase immobilization. Food Chemistry, v. 114 (3), p. 962-969, 2009.

COELHO, R. A. L.; SANTOS, G. M. P.; AZEVEDO, P. H. S.; JAQUES, G. A,
AZEVEDO, W. M.; CARVALHO JUNIOR, L. B. Polyaniline-Dacron composite as
solid phase in ELISA for Yersinia pestis antibody detection. Journal Biomedical

Material Resources, v. 56 (2), p. 257-260, 2001.

DALLA-VECCHIA, R.; NASCIMENTO, M.G.; SOLDI, V. Synthetic applications of

immobilized lipases in polymers. Quimica Nova, v. 27, 2004.

DAVID, A. E. Immobilization of enzymes on nanoporous silica composites. Tese de
doutorado. University of Maryland, college Park, 2004.

DARGE, K. Voiding urosonography with ultrasound contrast agents for the
diagnosis of vesicoureteric reflux in children: I. Procedure. Pediatric Radiology, V.
38, p.40-53, 2008.

DEBARNOT, D. N.; PONCIN-EPAILLARD, F. Polyaniline as a new sensitive layer for
gas sensors. Analytica Chimica Acta, v. 475, p. 1-15, 2003.

28


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03088146
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235037%232009%23998859996%23913090%23FLA%23&_cdi=5037&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=0e6d81c37251578a401f134fa3fe1b70

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

DELGADO, A. L.; HIDALGO-LARA, M. E.; MONTES-HORCASITAS, M. C. Hydrolysis

of sucrose by invertase immobilized on nylon-6 micro beads. Food Chemistry, v.

99, p. 299-304, 2006.

DENG, H. T.; XU, Z K.; LIU, Z. M.; WU, J.; YE, P. Adsorption immobilization of
Candida rugosa lipases on polypropylene hollow fibre microfilters. Enzyme

Microbial Technolology, v. 35, p. 437-443, 2004.

DI SERIO, M.; MATURO, C.; DE ALTERIS, E.; PARASCANDOLA, P.; TESSER, R,
SANTACESARIA, E. Lactose hydrolysis by immobilized b-Galactosidase: The

effect of the supports and the kinetics. Catalysis Today, v. 79-80, p. 333-339, 2003.

DIMITRELLOU, D., KOURKOUTAS, Y., BANAT, LM., MARCHANT, R., KOUTINAS,
A.A. Whey cheese production using freeze-dried kefir co-culture as a starter. J.

Appl. Microbiol., v. 103, p. 1170-1183, 2007.

DOMINIQUE, N. D.; FABIENNE, P. E. Polyaniline as a new sensitive layer for gas
sensors. Analytica Chimica Acta, v. 475, p.1-15, 2003.

DONG, S.; CHEN, X. Some new aspects in biosensors. Reviews in Molecular
Biotechnology, v. 82, p. 303-323, 2002.

DONG, B.; HE, B. L., XU, C. L. LI, H. L. Preparation and electrochemical
characterization of polyaniline/multi-walled carbon nanotubes composites for

supercapacitor. Materials Science and Engineering, v. 143, p. 7-13, 2007.

DUTTA, K.; DE, S. K. Optical and nonlinear electrical properties of SnO,-
Polyaniline nanocomposites. Materials Letters 61, v. 27, p. 4967-4971, 2007.

DWEVEDI, A.; KAYASTHA A. M. Optimal immobilization of B-galactosidase from
Pea (PsBGAL) onto Sephadex and chitosan beads using response surface
methodology and its applications. Bioresource Technology, v. 100 (10), p. 2667-
2675, 2008.

EGOROV, A. M.; KUROCHKINA, V. B.; SKLYARENKO, A. V.; NYS, P. S. Enzymatic

transformation of betalactam antibiotics. Trends of development and approaches

29


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09608524
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235692%232009%23998999989%23952076%23FLA%23&_cdi=5692&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=e22e356fdcebd480bb753827de98766e

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

to practical implementation, Vestnik Moskovskogo Universiteta, v. 41 (6), p. 43-46,
2000.

EMMONS, T. L., MATHIS, K. J.; SHUCK, M. E.; REITZ, B. A, CURRAN, D. F,

WALKER, M. C.; LEONE, J. W.; DAY, J. E.; BIENKOWSKI, M. J.; FISCHER , H. D.;
TOMASSELLI, A. G. Purification and characterization of recombinant human

soluble guanylate cyclase produced from baculovirus-infected insect cells. Protein
Expression and Purification, v. 65, p. 133-139, 2009.

FERNANDES, K. F.; LIMA C. S.; PINHO, H.; COLLINS, C. H. Immobilization of
horseradish peroxidase onto polyaniline polymers. Process Biochemistry, v. 38, p.
1379-1384, 2003.

FERNANDEZ-LORENTE, G.; PALOMO, J.M.; COCCA, J.; MATEO, C.; MORO, P,
TERRENI, M.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; GUISAN, J. M. Régio-seelctive

deprotection of peracetylated sugars via lipase hydrolysis. Tetrahedron, v. 59, p.
5705-5711, 2003.

FODA, M. I; LOPEZ-LENVA, M. Continuous Production of Oligosaccharides from
Whey Using a membrane Reactor. Process Biochemistry, v. 35 (6), p. 581-587, 2000.

FUJIKAWA H.; ITOH, T. Differences in the thermal inactivation Kkinetics of
Escherichia coli B-galactosidase in vitro and in vivo. Biocontrol Science, v.2 (2), p.
73-8, 1997.

FUCHISE, T.; KISHIMURA, H.; SEKIZAKI, H.; NONAMI, Y.; KANNO, G.; KLOMKLAO,
S.; BENJAKUL, S.; CHUN, B. B. S. Purification and characteristics of trypsins from
cold-zone fish, Pacific cod (Gadus macrocephalus) and saffron cod (Eleginus
gracilis). Food Chemistry, v. 116 (3), p. 611-616, 2009.

GAIKWAD, P. D.; SHIRALE, D. J.; GADE, V. K.; SAVALE, P. A,; KHARAT, H. J;
KAKDE, K. P.; SHIRSAT, M. D. Immobilization of GOD on Electrochemically
Synthesized PANI Film by Cross-linking via Glutaraldehyde for Determination of

Glucose. International Journal of Electrochemical Science, v. 1, p. 425-434, 2006.

30


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03088146
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235037%232009%23998839996%231130095%23FLA%23&_cdi=5037&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=b52b9bf2e93124848ca19757ba0de0ca

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

GALVAO, C. M. A. Hidrélise Controlada de proteinas do soro latico usando tripsina

e Quimotripsina imobilizadas em diferentes Suportes. Tese de Doutorado.

Departamento de Engenharia Quimica. Universidade Federal de S&o Carlos
(DEQ/UFSCAR), 2004.

GANZLE, M. G.; HAASE, G.; JELEN, P. Lactose: Crystallization, hydrolysis and

value-added derivatives (Review). International dairy journal, v. 18, p. 685— 694, 2008.

GAUR, R.; PANT, H.; JAIN, R.; KHARE, S. K. Galactooligosaccharide synthesis by
immobilized Aspergillus oryzae B-Galactosidase. Food Chemistry, v. 97, p. 426-430,
2006.

GENARI, A. N.; PASSOS, F. V.; PASSOS, F. M. L. Configuration of a Bioreactor for
Milk Lactose Hydrolysis. Journal of Dairy Science, v. 86, p. 2783-2789, 2003.

GERBSCH, N.; BUCHHOLZ, R. New processes and actual trends in biotechnology.
FEMS Microbiology Reviews. v. 16, p. 259-269, 1995.

GOMEZ, A.; ALKAN, S.; TOPPARE, L.; YAGCI, Y. Immunization of invertase and
glucose oxidase in conducting H-type polysiloxane/polypyrrole block copolymers.
Reactive & Functional Polymers, v. 57, p. 57-65, 2003.

GRANSTROM, T. B.; TAKATA, G.; TOKUDA, M.; IZUMORI, K. Izumoring — A novel
and complete strategy for bioproduction of rare sugars. Journal of Bioscience and
Bioengineering, v. 97, p. 89-94, 2004.

GROBOILLOT, A.; BOADI, D. K.; PONCELET, D.; NEUFELD, R.J. Immobilization of
cells for application in the food industry. Critical Reviews in Biotechnology, v. 14, p.
75-107, 1994.

GUPTA, M. N.; ROY, I Enzymes in organic media: Forms, functions and
applications. European Journal of Biochemistry, v. 271, p. 2575-2583. 2004.

HAIDER T.; HUSAIN Q. Calcium alginate entrapped preparation of Aspergillus
oryzae B-Galactosidase: its stability and applications in the hydrolysis of lactose.

Int. J. Biol. Macromol. v. 41, p. 72-80, 2007a.

31


http://www.wiley.com/trackthrough?urlcode=456482

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

HAIDER, T.; HUSAIN, Q. Immobilization of B-Galactosidase from Aspergillus

oryzae via immunoaffinity support. Biochemical Engineering Journal, v. 43, p. 307-

314, 2009a.

HAIDER, T.; HUSAIN, Q. Immobilization of B-Galactosidase by bioaffinity on
concanavalin A layered calcium alginate-starch hybrid beads for the hidrolysis of

lactose. International Dairy Journal, v. 19, p. 172-177, 2009b.

HAIDER, T.; HUSAIN, Q. Preparation of lactose free milk by using salt fractionated
almond (Amygdalus communis) B-Galactosidase. Journal of Science of Food and

Agriculture, v.87, p.1278-1283, 2007b.

HARJU M. Lactose hydrolysis. International Dairy Federation, v. 212, p. 50-4, 1987.

HASAN, F.; SHAH, A. A.; HAMEED, A. Industrial applications of microbial lipases.
Enzyme and Microbial Technology, New York, v. 39 (2), p. 235-251, 2006.

HATZINIKOLAOU, D. G.; KATSIFAS, E.;, MAMMA, D.; KARAGOUNI|, A. D,
CHRISTAKOPOULOS, P.; KEKOS D. Modeling of the simultaneous hydrolysis-

ultrafiltration of whey per meate by a thermostable p-Galactosidase from

Aspergillus niger. Biochemical Enineering Journal, v. 24, p. 161-172, 2005.

HEINZE, T.; LIEBERT, T. Unconventional methods in cellulose functionalization.
Prog. Polym. Science. v. 26, p. 1689-1762, 2001.

HENG, M. H.; GLATZ, C. E. lon exchange immobilization of charged B-
galactosidase fusions for lactose hydrolysis. Biotechnology and Bioengineering, v.
44, p. 745-52, 1994.

HERMANSON, G. T.; MALLIA, A. K.; SMITH, P. K. Immobilized Affinity Ligand
Techniques. Academic Press, Inc., New York, 1992.

HERNAIZ, M. J.; CROUT, D. H. G. Immobilization/stabilization on Eupergit C of the

B-galactosidase from B. circulans and an a-galactosidase from Aspergillus

oryzae. Enzyme and Microbial Technology, v. 27 (1-2), p. 26-32, 2000.

32


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01410229
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235241%232000%23999729998%23200380%23FLA%23&_cdi=5241&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=2d5c14e1dc72820bceb6640a3fab40c1

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

HERNANDEZ-JUSTIZ, O.; FERNADEZ-LAFUENTE, R.; TERRENI, M; GUISAN, J. M.
Use of aqueous two-phase systems for in situ extration of water soluble

antibiotics during their synthesis by enzymes immobilized on porous supports.

Biotechnology and Bioengineering, v. 59 (1), p. 73-79, 1998.

IBRAHIM, O. O.; SPRADLIN, J. E. Process for manufacturing D-tagatose. United
States, Patent US6057135, 2000.

JURADO, E.; CAMACHO, F.; LUZON, G.; VICARIA, J. M. A new model proposed for

hydrolysis of lactose by B-Galactosidase from Kluyveromyces fragilis. Enzyme and

Microbial Technology, v. 31, p. 300-309, 2002.

KATCHALSKI-KATZIR, E.; KRAEMER, D. M. Eupergit C, a carrier for immobilization
of enzymes of industrial potential. Journal of Molecular Catalysis, v. 10, p. 157-176,
2000.

KOURKOUTAS, Y.; BEKATOROU, A.; BANAT, I. M.; MARCHANT, R.; KOUTINAS A.
Immobilization technologies and support materials suitable in alcohol beverages
production: areview. Food Microbiology, v. 21 (4), p. 377-397, 2004.

KUROIWA, T.; NOGUCH]I, Y.; NAKAJIMA, M.; SATO, S.; MUKATAKA, S.; ICHIKAWA,
S. Production of chitosan oligosaccharides using chitosanase immobilized on

amylosecoated magnetic nanoparticles. Process Biochemistry, v. 43, p. 62—69, 2008.

LADERO, M.; SANTOS, A.; GARCIA, J. L.; GARCIAOCHOA, F. Activity over lactose
and ONPG of a genetically engineered B-Galactosidase from Escherichia coli in
solution and immobilized: Kinetic modelling. Enzyme and Microbial Technology, v.
29, p. 181-193, 2001.

LADERO, M.; RUIZ, G.; PESSELA, B.C.C.; VIAN, A.; SANTOS, A.; GARCIA-OCHOA,
F. Thermal and pH inactivation of an immobilized thermostable B-galactosidase

from Thermus sp. strain T2: Comparison to the free enzyme. Biochemical
Engineering Journal, v. 31 (1), p. 14-24, 2006.

33


http://www.sciencedirect.com/science/journal/1369703X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/1369703X
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235791%232006%23999689998%23630419%23FLA%23&_cdi=5791&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=412f9b897e75d7e50de94afc996f6af7

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

LASKA, J.; WLODARCZYK, J.; ZABORSKA, W. Polyaniline as a support for urease
immobilization. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 6, p. 549-553, 1999.

LEITE, V.; DA SILVA, V. L.; AZEVEDO, W. M.; MELO, E. H. M.; LIMA FILHO, J. L.
Increasing glucose determination range by flow injection analysis (FIA) using
glucose oxidase immobilised in polyaniline. Biotechnology Techniques, v. 8, p. 133-
6, 1994,

LIM, H. L.; MACDONALD, D. G.; HILL, G. A. Hydrolysis of starch particles using
immobilized barley a-amylase. Biochemical Engineering Journal, v. 13 (1), p. 53-62,
2003.

LOWRY, O. H., ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L., RANDALL, R. J. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. Biologycal Chemistry, v. 193, p. 265-
275, 1951.

LU, Q.; BURNS, M. C.; MCDEVITT, P. J,; GRAHAM, T. L., SUKMAN, A. J;
FORNWALD, J. A.; TANG, X.; GALLAGHER, K. T.; HUNSBERGER, G. E.; FOLEY, J.
J.; SCHMIDT D. B.; KERRIGAN, J. J.; LEWIS, T. S.; KYUNG R. S.; JOHANSON, A. O.
Optimized procedures for producing biologically active chemokines. Protein
Expression and Purification, v. 65, p. 251-260, 2009.

LUO, Y. C.; DO, J. S. Urea biosensor based on PANi (urease)-Nafion® /Au

composite electrode. Biosensors and Bioelectronics, v. 20, p. 15-23, 2004.

MACDIARMID, A. G.; CHIANG, J. C.; HALPERN, M.; HUANG, W. S.; MU, S. L;
SOMASIRIL, N. L. D.; WU, W.; YANINGER, S. I Polyaniline: Interconvertion of

Metallic and Insulating Forms. Molecular. Cryst. Liq. Cryst., v. 121, p. 173-180, 1985.

MACDIARMID, A. G.; EPSTEIN, A. J. Polyanilines: A Novel Class of Conducting
Polymers. Faraday Discussions of the Chemical Society., v. 88, p. 317-332, 1989.

MAHONEY, R. R. Lactose: Enzmatic modification. In: Lactose, water, salts and
vitamins. Advanced Dairy Chemistry, v. 3, p. 77-125, 1997.

34



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

MARQUEZ, L. D. S. Producdo de acgucar invertido pelo uso de invertase

imobilizada em resinas. Dissertacdo de mestrado. Universidade Federal de

Uberlandia, 2007.

MELO, J. V.; BELLO, M. E.; AZEVEDO, W. M.; SOUSA,J. M.; DINIZ, F. B. The effect of
Glutaraldehyde on the electrochemical behaviour of polyaniline. Electrochimica

acta, v. 44, p. 2405-2412, 1999.

MIAO, S.; ROOS H. Y. Nonenzymatic Browning Kinetics in Low-moisture Food
Systems as Affected by Matrix Composition and Crystallization. Journal of Food

Science, v. 70 (2), p. 69-77, 2005.

NADRUZ, J. R. W; MARQUES, E. T. A,; AZEVEDO, W. M.; LIMA FILHO, J. L,
CARVALHO JUNIOR, L. B. Immobilized xanthine oxidase on polyaniline silicone

composite. Brazilian Journal of Medical and Biological Research. v. 29, p. 347-350,
1996.

NAGANAGOUDA, K.; PRASHANTH, S. J.; SHANKAR, S. K.; DHANANJAY, S. K,
MULIMANI, V. H. Immobilization of Aspergillus oryzae a-Galactosidase in gelatin
and its application in removal of flatulence-inducing sugars in soymilk. World
Journal Microbiol Biotechnology, v. 23, p. 1131-1137, 2007.

NGAMNA, O.; MORRIN, A.; MOULTON, S. E.; KILLARD, A. J.; SMYTH, M. R,
WALLACE, G. G. An HRP based biosensor using sulphonated polyaniline.
Synthetic Metals, v. 153, p. 185-188, 2005.

NICOLAS-DEBARNOT, D.; PONCIN-EPAILLARD, F. Polyaniline as a new sensitive
layer for gas sensors. Analytica Chimica Acta, v. 475, p. 1-15, 2003.

NERI, D. F. M.; BALCAOQ, V. M.; DOURADO, F. O. Q.; OLVEIRA, J. M. B.; CARVALHO
JUNIOR, L. B.; TEIXEIRA J. A. Galactooligosaccharides production by B-
galactosidase immobilized onto magnetic polysiloxane—polyaniline particles.
Reactive and Functional Polymers, v. 69 (4), p. 246-251, 2009a.

35


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TY0-4VDS8FN-1&_user=686475&_coverDate=04%2F30%2F2009&_alid=907157550&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5604&_sort=d&_docanchor=&view=c&_ct=26&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=d7f82dd3ba91b56312a941edcfeb1abc
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TY0-4VDS8FN-1&_user=686475&_coverDate=04%2F30%2F2009&_alid=907157550&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5604&_sort=d&_docanchor=&view=c&_ct=26&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=d7f82dd3ba91b56312a941edcfeb1abc

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

NERI, D. F. M.; BALCAO, V. M.; CARNEIRO-DA-CUNHA, M. G.; CARVALHO JUNIOR,
L. B.; TEIXEIRA J. A. Immobilization of B-galactosidase from. Kluyveromyces lactis

onto a polysiloxane-polyvinyl alcohol magnetic (MPOS-PVA) composite for
lactose hydrolysis. Catalysis Communications , v. 9 (14), p. 2334-2339, 2008.

NERI, D. F. M.; BALCAOQ, V. M.; COSTA, R. S.; ROCHA, I. C. A. P.; FERREIRA E. M. F.
C.; TORRES, D. P. M.; RODRIGUES, L. R. M., CARVALHO JUNIOR.,, L. B.; TEIXEIRA,
J. A. Galacto-oligosaccharides production during lactose hydrolysis by free

Aspergillus oryzae B-Galactosidase and immobilized on magnetic polysiloxane-
polyvinyl alcohol. FoodChemistry, v. 115 (1), p. 92-99, 2009b.

NOVALIN, S., NEUHAUS, W., KULBE, K.D. A new innovative process to produce
lactose-reduced skim milk. J. Biotechnol., v. 119, p. 212-218, 2005.

OBON, J. M.; CASTELLAR, M. R,; IBORRA, J. L.; MANJON, A. Beta — Galactosidase
Immobilization for Milk Lactose Hydrolysis: A simple experimental and modelling
study of Batch and Continuous Reactors. Biochemical Education, v. 28 (3), p. 164-
168, 2000.

OHLERTH, S.; OBRIEN, R. T. Contrast ultrasound: General principles and
veterinary clinical applications. Veterinary Journal, v. 174, p. 501-512, 2007.

OLAD, A.; NABAVI, R. Application of polyaniline for the reduction of toxic Cr (VI) in
water. Journal of Hazardous Materials, v. 147 (3), p. 845-851, 2007.

OOSTEROM, M. W.; BELLE, H. J. A.; RANTWIIL, F.; SHELDON, R. A. Immobilised b-
Galactosidase and their use in galatoside synthesis. Journal of Molecular Catalysis
A: Chemical, v. 134, p. 267-274, 1998.

OSMAN, B.; KARA, A.; UZUN, L.; BESIRLI, N.; DENIZLI, A. Vinyl imidazole carrying
metal-chelated beads for reversible use in yeast invertase adsorption. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 37, p. 88-94, 2005.

OVSEJEVI, K.; GRAZU, V.; CUADRA, K.; BATISTA-VIERA, F. Enzyme reduction on

solid phase as a tool for the reversible immobilization of yeast b-galactosidase

36


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TY0-4VDS8FN-1&_user=686475&_coverDate=04%2F30%2F2009&_alid=907157550&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5604&_sort=d&_docanchor=&view=c&_ct=26&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=d7f82dd3ba91b56312a941edcfeb1abc
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15667367
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235037%232009%23998849998%23945105%23FLA%23&_cdi=5037&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=b67aa1e891cd2df5261a972dd4936aa6

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

onto a thiol-reactive support. Enzyme and Microbial Technology, v. 35 (2/3), p. 203-
209. 2004.

OZDURAL, A. R.; TANYOLAC, D.; BOYAC, | H. MUTLU, M., WEBB, C.
Determination of apparent kinetic parameters for competitive product inhibition in
packed-bed immobilized reactor. Biochemical engineering journal, v. 14, p. 27-36,
2003.

PAPAVASILIOU, G., KOURKOUTAS, Y., RAPTI, A, SIPSAS, V., KOUTINAS, AA,
SOUPIONI, M. Freeze-dried kefir co-culture using whey. Int. Dairy J., v. 18, p. 247—-

254, 2008.

PESSELA, B. C. C.; DELLAMORA-ORTIZ, G.; BENTACOR L.; FUENTES, M.; GUISAN
J. M.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Enzyme Modulation of the catalytic properties

of multimeric B-galactosidase from E. coli by using different immobilization

protocols. Microbiological Technology, v.40, p.310, 2007a.

PERUGINO, G.; TRINCONE, A.; ROSSI, M., MORACCI, M. Oligosaccharide
synthesis by glycosynthases. Trends in Biotechnology, v. 22, p. 31-37, 2004.

PIMENTEL, M. C. B.; LEAO, A. B. F.; MELO, E. H. M.; LEDINGHAM, W. M.; LIMA-
FILHO, J. L., SVEWRIGHT, M. Immobilization of Candida rugosa lipase on

Magnetized Dacron: Kinetic study. Atrtificial Cells, Blood Substitutes, and

Biotechnology, v. 35, p. 221-235, 2007.

PLESSAS, S.; BEKATOROU, A.; KANELLAKI, M.; PSARIANOS, C.; KOUTINAS, A.
Cell immobilized in a starch—gluten—-milk matrix uable for food production. Food

Chemistry, v. 89, p. 175-179, 2005.

QUINN, Z. K. Z; CHEN, X. Q. Immobilization of B-Galactosidase on graphite
surface by glutaraldehyde. Journal of Food Engineering, v. 48, p. 69-74, 2000.

QUNWEI T.; XAOMING S., QINGHUA L.; JIHUAI W.; JIANMING L.; MIAOLIANG H.
Synthesis of oriented polyaniline flake arrays. Materials Letters, v. 63 (5), p. 540-542,

2008.

37



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

ROBERTSON, D. E.; STEER, B. A. Recent progress in biocatalyst discovery and
optimization. Current Opinion in Chemical Biology, v. 8, p. 141-149, 2004.

ROBLE, N. D.; OGBONNA, J. C.; TANAKA, H. A novel circulation loop bioreactor
with cells immobilized in loofa (Luffa cylindrical) sponge for the bioconversion of

raw cassawa starch to ethanol. Applied Microbiology Biotechnology, v. 60 (3), p. 671-
678, 2000.

ROSEVEAR, A.; KENNEDY, J. F.; CABRAL, J. M. S. Immobilized Enzymes and Cells.
Bristol: Adam Hilger, p. 248, 1987.

ROY, I|; GUPTA, M. N. Lactose hydrolysis by LactozymTM immobilized on
cellulose beads in batch and fluidized bed modes. Process Biochemistry, v. 39, p.
325-332, 2003.

SALEH, Z.; CHEN, X. D. Electrochemical immobilization of enzyme on graphite
eletrode: a new approach. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, v. 48

(1), p. 69-74, 2001.

SANTOS, A.; LADERO, M., GARCIAOCHOA, F. Kinetic Modeling of Lactose
Hydrolysis by a p-Galactosidase from Kluyveromices fragilis. Enzyme and Microbial

Technology, V. 22 (7), p. 558-567, 1998.

SINGH, S.; SOLANKI, P. R.; PANDEY, M. K., MALHOTRA, B. D. Covalent
immobilization of cholesterol esterase and cholesterol oxidase on polyaniline
films for application to cholesterol biosensor. Analytica Chimica Acta, v. 568 (1-2),
p. 126-132, 2006.

SHAN, D.; ZHU, M.; XUE, H.; COSNIER, S. Development of amperometric biosensor
for glucose based on a novel attractive enzyme immobilization matrix: Calcium

carbonate nanoparticles. Biosensors and Bioelectronics, v. 22, p. 1612-1617, 2007.

SHANKAR, S. K.; Mulimani, V. H. a-Galactosidase production by Aspergillus oryzae
in solid-state fermentation. Bioresource Technology, v. 98 (4), p. 958-961, 2007.

38


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09565663
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235223%232007%23999779991%23643522%23FLA%23&_cdi=5223&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=f82b7fdd7be94bad294f83e4887c2c65
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09608524
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235692%232007%23999019995%23633247%23FLA%23&_cdi=5692&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=59557d20267849c0f6c53acd765e6fd7

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

SHUKLA, T. P. B- Galactosidase Technology: A Solution to the Lactose Problem:
Critical Reviews. Food Technology, v. 1, p. 325-356, 1975.

STANNARD, S. R.; HAWKE, E. J.; SCHNELL, N. The effect of galactose

supplementation on endurance cycling performance. European Journal of Clinical

Nutrition. Advance online publication, October 10. doi:10.1038/sj.ejcn.1602924, 2007.

SZYMANSKA, K.; BRYJAK, J., MROWIEC-BIALON, J.; JARZEBSKI, A. B. Aplication
and properties of siliceous mesostructured cellular foams as enzymes carriers to
obtain efficient biocatalystis. Microporous and Mesoporous Materials, v. 99, p. 167-
175, 2007.

TANAKA, Y.; KAGAMIISHI, A.; KIUCHI, A.; HORIUCHI, T. Purification and properties
of beta-Galactosidase from Aspergillus oryzae. Journal Biochemistry (Tokyo), v. 77

(1), p. 241-247, 1975.

TISCHER, W.; KASCHE, V. Immobilized enzymes: crystal or carriers? Trends in
Biotechnology, v. 17, p. 326-335, 1999.

TSAKIRIS, A.; BEKATOROU, A.; PSARIANOS, C.; KOUTINAS, A. A.; MARCHANT, R;;
BANAT, I. M. Immobilization of yeast on dried raisin berries for use in dry white
wine-making. Food Chemistry, v. 87, p. 11-15, 2004.

WANG, Y.; CARUSO, F. Mesoporous Silica Spheres as Supports for Enzyme
Immobilization and Encapsulation. Chemistry Materials, v. 17 (5), p. 953-961, 2005.

XU, K.; ZHU, L.; ZHANG, A.; JIANG, G.; TANG, H. A peculiar cyclic voltammetric
behavior of polyaniline in acetonitrile and its application in ammonia vapor
sensor. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 608 (2), p. 141-147, 2007.

XUEMEI L.; QUINN, Z. K. Z.; XIAO, DONG CHEN. Pilot-scale lactose hydrolysis
using B-Galactosidase immobilized on cotton fabric. Chemical Engineering and
Processing, v. 46 (5), p. 497-500, 2006.

YU, T.; ZHANG, Y.; YOU, C.; ZHUANG , J.; WANG, B.; LIU, B.; KANG, Y.; TANG , Y.
Controlled Nanozeolite-Assembled Electrode: Remarkable Enzyme-Immobilization

39



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

Ability and High Sensitivity as Biosensor. Chemistry - A European Journal, v. 12, p.
1137-1143, 2006.

ZHOU, Q. Z. K.; CHEN, X. D.; XUEMELI, L. Kinetics of lactose hydrolysis by b-
Galactosidase of Kluyveromyces lactis immobilized on cotton fabric.
Biotechnology Bioengeenering, v. 81, p. 127-133, 2003.

40


http://www3.interscience.wiley.com/journal/26293/home

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

5. ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA: Journal of Chromatography B

O o v s o —————

41



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

Immobilization of B-Galactosidase onto Sephadex-polyaniline.

Ana L. T. S. Ferreiral, David F. M. Nerit, Givanildo O, José A. C. Teixeira, Luiz B. Carvalho

Jrt, Maria G. Carneiro-da-Cunha*”

! Departamento de Bioquimica and Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA,

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, Av. Prof Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria —
CEP: 50.670-420 — Recife, PE- Brazil.
2

IBB — |Institute for Biotechnology and Bioengineering, Centre of Biological Engineering,

Universidade do Minho, Campus de Gualtar, 4710-057 Braga, Portugal.

*Corresponding author: mgcc@ufpe.br (Carneiro-da-Cunha, MG)
Telephone: +55 81 21268547; fax: +55 81 21268576.
E-mail addresses: ana.analinda@gmail.com (Ferreira, ALTS), lbcj@hotlink.com.br (Carvalho Jr,

LB), davidfmneri@ yahoo.com.br (Neri, DFM), jateixeira@deb.uminho.pt (Teixeira, JAC)

42



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

ABSTRACT

B-Galactosidase (E.C. 3.2.1.23) from Aspergillus oryzae was covalently immobilized onto
Sephadex G-50 coated with polyaniline (Sephadex-PANI), via glutaraldehyde, and arranged in a
vertical column. The scanning electron microscopy and elemental analyses showed the rugose
surface of the Sephadex beads altered and the presence of nitrogen, respectively, after PANI
coating. The activity of the Sephadex-PANI-B-Galactosidase column (2cm x 10 cm) was assayed
by circulating a solution of ortho-nitrophenyl-f3-galactoside (ONPG; 3 mL) at a flow rate of 0.8
mL min? and its optima pH and temperature were found to be 4.5 and 50 °C, respectively,
similar to those estimated for the free enzyme. The amount of immobilized protein and retention
of specific enzymatic activity compared with the free enzyme were 100% and 90%, respectively.
The enzymatic column was reused 10-times retainning about 100% of its initial activity. Milk
lactose was completely converted to glucose and galactose by circulating it through the
Sephadex-PANI-B-Galactosidase column. Therefore, column of Sephadex-PANI-B-Galactosidase
can be proposed for the continuos remotion of lactose from milk. Furthermore, other enzymes

can be covalently immobilized on Sephaedx-PANI column and applied in biotechnology.

Keywords: Covalent immobilization; Sephadex; PANI; -Galactosidase; Aspergillus oryzae; and

lactose hydrolysis.
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1. Introduction
[B-Galactosidases (E.C. 3.2.1.23) from different origins are currently used in the production of

lactose free dairy products. These enzymes hydrolyze the sugar milk (lactose) into glucose and
galactose, which increases the solubility and the sweetness resulting in improving the
organoleptic characteristics of the dairy products from milk or whey. For the production of ice
cream and other refrigerated dairy products, positive effects on the crystallization would be
achieved after lactose hydrolysis (Novalin et. al., 2005) and allowing them to be consumed by
lactose intolerant individuals (Jurado et. al., 2002). Furthermore, galacto-oligosaccharides, non
digestible oligosaccharides that support the growth of certain bacteria in the colon (prebiotics)
can be synthesized under their catalytic action (Neri et. al. 2009a; 2009b). The immobilization of
[-Galactosidase poses as a determinant technological asset in the industry of these products
(Hatzinikolaou et. al., 2005; Haider & Husain, 2007a). The choice of the lactose hydrolysis
process, batch or continuous mode, essentially depends on enzymatic characteristics, and
economic viability of the process, as storage and reusability (Haider & Husain, 2007b).
Sephadex™, a cross-linked and intertwined dextran polymer, has been used in several
applications in the separation of mixtures based on the size of its components - molecular
filtration (Vald’es et. al. 2007; Fuchise et. al. 2009); on the electric charge - ion exchange (Lu
et. al, 2009); on the two-phase liquid extraction (Macbride et. al. 1994); on the specificity of
incorporated ligands - affinity chromatography. Also, it has been used as a support for the
immobilization of enzymes, antigens, antibodies, lectins, receptors, etc. Sephadex™ is widely
used in industries in the large scale processes due to its low cost, availability, and resistance to
microorganism attacks in unwelcome pH and temperature conditions (Dwevedi & Kayastha,

2009).
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Another interesting organic polymer is the polyaniline (PANI obtained through either by
chemical or electrochemical polymerization of aniline. PANI presents low cost compared to other
organic polymers frequently used. Furthermore, it shows a great thermal and storage stability
and various electrical conductivity values, depending on the oxidation level and acids or alkali
doping. Finally, it presents electrochromic properties, namely, changing its color accordingly to
its oxidation sate (Debarnot & Poncin-Epaillard, 2003).

In our laboratory PANI has been successfully used in the immobilization of antigens and
enzymes (Nadruz et. al. 1996; Coelho et. al. 2001; Oliveira et. al. 2008; Neri et. al. 2009b). This
work aimed to coat Sephadex G50 beads with PANI in order to investigate their ability to be used
as a support for covalent enzyme immobilization, using B-Galactosidase from Arpergillus oryzae

as a model.

2. Experimental

2.1. Chemicals.
B-Galactosidase from Aspergillus oryzae, Sephadex™ G50, ortho-nitrophenyl- -

galactoside (ONPG) were obtained from Sigma-Aldrich (Germany), whereas D-glucose was from
Vetec (Brazil). Liquid enzymatic glucose kit and biciconinic acid (BCA) were obtained from
Doles Laboratorio (Brazil) and Pierce (USA), respectively. All other reagents were of analytical

grade and used without further purification.

2.2. Sephadex hydration and polyaniline coating
Sephadex™ G50 (4g) was hydrated in 160mL of distilled water at 4 °C for 12 h under

mild stirring (90 rpm). The hydrated Sephadex (45 mL) was washed with 1M HCI and then added

to 0.5 M aniline prepared 1 M HCI (90 mL) and the mixture kept at 4 °C for about 12 h under at
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90 rpm. Afterwards, aniline polymerization was carried out in an ice bath by dropping previously
cooled 0.38 M ammonium persulfate (about one drop at five minutes interval during 30 min)
until the green color to be achieved. Finally the composite Sephadex-PANI was exhaustively

washed with distillated water until the washing solution presented no color.

2.3. B-Galactosidase immobilization
Sephadex-PANI beads were treated with 2.5% (w/Vv) glutaraldehyde for 2 h at 25 °C under

90 rpm. Activated Sephadex-PANI beads were washed with distilled water (10mL) and 0.1M
sodium acetate buffer (pH 4.5; 20mL), from now on called the buffer, and then incubated
overnight at 4 °C with B-Galactosidase (30 mL of 0.7mg/mL-1 of buffer). Afterwards, the
supernatant was recovered and the Sephadex-PANI-B-Galactosidase (enzymatic derivative) was
washed with the buffer. These washings were collected with the supernatant for protein
determination (Smith et al, 1985) using bovine serum albumin as standard. The amount of
immobilized protein was calculated by the difference between the amount offered protein for
immobilization and that found in the supernatant and the washing buffers. All the procedures
previously described were carried out in batch mode.

The enzymatic derivative (5 mL) was packed into a column (2.0 cm x 10.0 cm) and
equilibrated with the buffer. To ensure that the enzyme was covalently bonded to the support, and
that nothing was absorbed, a solution of 1M NaCl was run through the column. Finally, the
Sephadex-PANI-B-Galactosidase column was washed several times with the buffer and kept at

4°C for use.
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2.4. B-Galactosidase activities on ONPG and milk lactose.
A solution of 32 mM ONPG (3 mL) was circulated through the Sephadex G50-PANI-p-

galactosidase column (Figure 1A) at flow rates varying from 0.125 mL min? to 1.25 mL min.
Aliquots of 50 pL were collected from the effluent of the column at time intervals and added to
the wells of an ELISA plate containing 200 pL of M Na,COs;. The product released by the
column, o-nitrophenol (ONP), was spectrophotometrically measured at 405 nm in ELISA reader
(Bio-Rad).

Cold milk (200mL) was centrifuged at 8000xg for 20 min. The fat layer was removed and
the skimmed milk (100mL) was diluted (1:10) and filtered using Millipore discs. Then the diluted
skimmed milk (100mL) was circulated through the Sephadex G50-PANI-B-galacotisidase
column at 28 °C in a closed circuit system continuously (Figure 1B). The aliquots of 1mL were
taken out at time intervals for 12 h to monitor the hydrolysis of lactose by using the glucose Kit.
A sample from the diluted skimmed milk was used as control. The free enzyme activity was
measured according to Park et al. (1979). One p-galactosidase unit (U) was defined as the
amount of enzyme which liberated either one pmol of ONP or glucose per min at 25 °C. All

assays were carried out in triplicates.

2.5. Effect of pH and temperature on immobilized B-Galactosidase
The effects of pH and temperature on the activity of the enzymatic column were

investigated using 0.1M citrate—phosphate buffer (3.0-6.0) and 25-700C, respectively, and

assaying the activity as previously described in 2.4.

47



TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

2.6. Reuse of immobilized enzyme derivative
Reuse of enzymatic derivative was evaluated circulating ONPG through the same

enzymatic column ten times and assaying its activity as described in 2.4. Between each assay
interval the enzymatic column was washed with the buffer until no absorbance at 405 nm was

detected.

2.7. Elemental analysis and scanning electron microscopy (SEM)
Elemental analysis of dried samples (Sephadex, PANI, and Sephadex-PANI) was

determined by a Carlo Erba Elemental Analyzer EA1110. The surface morphology of the
samples was examined using a scanning electron microscope-SEM (JEOL- JSM-T 200) with an
accelerating voltage from 10 to 15 kV. Before analyzes, all samples were placed on a glass and
dried at room temperature (27 °C) and then mounted on aluminum stubs using carbon adhesive
tape and sputter-coated (ION SPUTTER JFC- 1100 — JEOL) with gold (thickness of about 10

nm).

3. Results and Discussion
Immobilization of p-Galactosidase from Kluyveromyces lactis has been performed by

covalently binding it onto thiopropyl-agarose (Ovsejevi et. al. 2004) and cellulose-gelatin
(Numanoglu & Sungur, 2004) supports. Immobilized enzyme derivatives have also been reported
for the lactase from Kluyveromyces fragilis immobilized on cellulose beads (Roy & Gupta,
2003), Thermus sp. using different immobilization protocols (Ladero et. al. 2006; Pessela et. al.
2007), Escherichia coli (Bayramoglu et. al. 2007) and Aspergillus oryzae (Tanriseven & Dogan,
2002; Gaur et. al. 2006) immobilized on a preparation of the enzyme entrapped in calcium
alginate (Haider & Hussain, 2007); concanavalin A layered calcium alginate-starch hybrid beads

and bioafinity supports (Haider & Hussain, 2009a, 2009b).
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3.1. Preparation and Support Characterization

The Sephadex G50 employed in this work presents bead sizes and fractionation range for
globular proteins of 50-150 pm and 1,500 Da-30,000 Da, respectively. On the other hand, the
immobilized protein (B-galactosidase from A. oryzae) displays a molecular weight of about
120,000 Da According to this information one can assume that the polyaniline synthesis occurs
either externally or inside the Sephadex whereas the enzyme is covalently fixed on the external
surface of the modified Sephadex. Probably, the emeraldine form of PNI was obtained presumed
by the green coloration of the support.

To confirm the Sephadex coating, elemental analysis of all components was performed
and their composition is presented in the Table 1. As expected Sephadex alone did not present
nitrogen and after coating this element (3.4 %) was detected. Moreover, Sephadex-PANI
acquired carbon from the PANI (from 38.9% to 45.1%).

Figure 2 shows the scanning electron microscopy (SEM) images of the Sephadex and
Sephadex-PANI. According to these images one can assume that the PANI coating altered the
surface of the Sephadex beads. The Sephadex beads (Figure 2A) displayed a rugose surface
whereas there are smooth areas on the Sephadex-PANI beads (Figure 2B). Probably, this
irregular surface reflects the porous of the Sephadex that are blocked by the PANI covering and
consequently does not show up. This hypothesis is supported by the evidence that column of
Sephadex-PANI did not allow good flow rate as that using the untreated Sephadex. Oliveira et.
al. (2008) covered ordered porous alumina film consisting of hexagonal closed packed array of
pores with PANI and demonstrated that the membrane porosity remained whole and no flow

limitation was observed.
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3.2. B-Galactosidase immobilization on Sephadex—PANI
The relationship between the amounts of offered B-galactosidase and the covalently fixed

protein, enzymatic activity and specific activity is shown in Figure 3. As expected, a rectangular
hyperbola was achieved for both the fixed and catalytic active protein as increasing the offered
protein because the accumulation of protein on the surface of the support obeys the Langmuir
equation. Therefore, there will be a limit for the immobilization capacity of the Sephadex G50-
PANI beyond that no more protein would be fixed. However, the specific activity showed a
negative exponential decay as the offered protein increased. The possible effect of excess of fixed
enzymes (overload) impairing the substrate access to the active centre does not follow this
mathematical model and a rectangular hyperbole is also observed except that decay occurs for
high values of offered protein. Probably, this result is a consequence of the enzyme molecules
attached onto the surface of the beads of Sephadex G50 coated with PANI and packed as a
column. Diffusional limitations occur during the circulation of the substrate solution through the
column so that part of the immobilized enzyme molecules does not act on the substrate. As much

as enzyme molecules are fixed more enzymes are deprived from the catalytic event.

Figure 4 displays the relationship between the Sephadex-PANI-B-Galactosidase column
activity and the substrate (ONPG) circulation flow rate. Enlarging the flow of substrate feed to
the column is observed an increase of the enzyme derivative’s activity. This increase occurs until
0.80 mL min! approximately; above this value the increase in flow has no effect on catalytic
activity.

The Protein immobilization and Enzymatic activity retention of enzymatic derivative

were, 100% of the offered protein and 90% of the free enzyme, respectively.
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3.3. Effect of pH and temperature on immobilized B-Galactosidase
The values of optima pH and temperature for the Sephadex-PANI-B-Galactosidase

activities were found to be 4.5 and 50° C, respectively (Figure 5) showing that optimum
conditions were not affected by immobilization. These values are in accordance to those reported
for the free enzyme (Tanaka et. al. 1975). Enzymatic derivative shows a pH-activity profile
similar to the one of the free enzyme. Tanriseven & Dogan (2002) reported for Aspergillus
oryzae [-galactosidase immobilized on alginate-gelatin fibers optimal pH values of 4.5 but
Haider & Hussain cited optimal pH values of 4.6-5.5 for the immobilization of (-galactosidase

from Aspergillus oryzae via immunoaffinity support.

The enzymatic activity is dependent on the temperature in the same way as that of the
chemical catalysts, except that there is an optimum temperature of the enzymatic reaction above
which the activity decreases due to the desnaturation of the enzyme protein (Zhou & Chen,
2000). Apparently the derivative is more stable to temperatures below the optimum temperature
than the free enzyme, showing lower loss of activity. Chen et. al. (2000) immobilized covalently
invertase on particles and films of polyaniline and on acrylic acid copolymer. The immobilized
enzyme retained 20 to 40% of activity compared to free enzyme and presented an higher activity
at low temperatures. In addition to its, increased stability in storage buffer. In addition to its,
increased stability in storage buffer. The optimum temperature value for the immobilized
derivative is equal to those reported in the literature for other immobilized f-galactosidase
obtained from Aspergillus oryzae (Tanriseven & Dogan, 2002), Kluyveromyces lactis (Zhou &
Chen, 2000, Néri et. al. 2008) and Kluyveromyces fragilis (Roy & Gupta, 2003) and lower than
the optimum temperature (55 °C) found to the enzyme from Aspergillus niger (Hatzinikolaou et.
al. 2005), Bacillus sp.(Cheng et. al. 2006) and 60°C to a-Galactosidase produced by Aspergillus

oryzae (Shankar & Mulimani, 2007).
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3.4. Reuse of the enzymatic derivative
The reusability of the Sephadex G50-PANI-B-galactosidase was evaluated by assaying the

activity of the same column on ONPG ten times intercalated by buffer washings and the results
showed a value of 104.3 = 3.7 % (mean £ SD) of the first activity. Some authors observed a
significant loss of activity after reusing of immobilized Aspergillus oryzae [-galactosidase.
Haider and Hussain (2008) found that there was a decrease of 35% of the activity after 6 reuses
of Aspergillus oryzae P-galactosidase immobilized in alginate-starch beads; and a loss of 64%
after 10 reuses of the enzyme when immobilized in immunoaffinity support (HAIDER &
HUSSAIN, 2009). Neri et. al. (2008) reported a loss of about 13% of the initial activity after 10

reuses on magnetic polysiloxane—polyaniline (Neri et. al., 2009Db).

Dwevedi & Kayastha (2009) had an insignificant loss of activity, after 10 reuses, when b-
galactosidase was immobilized in chitosan-PSBGAL, but they reported a 70% loss when using
Sephadex-PsBGAL, after 10 reuses.

3.5. Milk lactose hydrolysis

Further to the ability of the Sephadex G50-PANI-B-galactosidase column to act on the synthetic
substrate ONPG the milk lactose was hydrolyzed as can be depicted from the result shown in
Figure 6. Considering that glucose is stoichiometrically equal to galactose as the released
products from the lactose and that this disaccharide was present in the milk one can conclude that
all milk lactose was hydrolyzed by the enzymatic column. Shorter time and better column
performance, including continuous milk lactose hydrolysis can be easily achieved by using larger
columns and flow rate parameters.

According to the Food and Drug Administration (FDA), USA hydrolyzed lactose products must

contain at least 70% less lactose than the non-hydrolyzed product for consumption by lactose
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intolerants. Lactose hydrolyzed, ultra-pasteurized or pasteurized milk containing at least 70% less

lactose have been available in the USA for several years (Dwevedi& Kayastha, 2009).

4. Conclusion

The water insoluble enzymatic derivative obtained by coating Sephadex G-50 with polyaniline
and immobilizing B-Galactosidase (Sephadex-PANI-B-Galactosidase), via glutaraldehyde, proved
to be a promising alternative for biotechnological applications due to the following arguments:
the simplicity of the matrix synthesis and immobilization protocol; the use as a column
continuously . The preparation acting on o-nitrophenyl-b-D-galactopyranoside displayed the
same optima pH (4.5) and temperature (50° C) of the native enzyme. Furthermore, it retained all
of its initial activity after being reused 10 times at 28° C. Milk was treated using the sintethysed

support and the hydrolysis was confirmed.
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Table. Elemental analysis of PANI, Sephadex and Sephadex-PANI

Components Element (%)

Nitrogen Carbon Hydrogen
Sephadex 0,0 38.9 6.8
PANI 10.8 23.2 6.7
Sephadex-PANI 3.4 45.1 6.5
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Figure captions

Figurel. Diagram of the Sephadex-PANI-B-Galactosidase column and its activity determination.

Figure 2. Polyaniline synthesis scheme.

Figure 3. Proposed mechanism for B-galactosidase immobilization, via glutaraldehyde, on the

surface of polyaniline beads.

Figure 4. SEM images of surface morphology of Sephadex (A) and Sephadex-PANI (B)

Figure 5. Relationship between the amount of protein offered, fixed protein, Activity and specific

activity of the enzymatic derivative-Sephadex-PANI-B-Galactosidase.

Figure 6. Relationship between the Sephadex-PANI-B-Galactosidase column activity and the

substrate (ONPG) circulation flow rate.

Figure 7. The pH-activity profile (A) for the immobilized () and solube (). Aspergillus oryzae [3-
Galactosidase; and temperature (B) on the activity of the Sephadex-PANI-p-Galactosidase. The

highest activities at pH 4.5 and at 50° C were considered 100% and the other values related to this

value.

Figure 8. Lactoses hidrolyses. Galactose realising.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que:

¢ O derivado enzimatico insolivel em agua, obtido pelo revestimento do Sephadex

7z

G50 com polianilina (PANI), mediado pelo glutaraldeido € uma alternativa promissora

para aplicacdes biotecnoldgicas.

ePode ser utilizado continuamente em coluna dada a sua simplicidade de sintese

e da facilidade de imobilizag&o.

¢Os valores de pH (4,5) e temperatura (50°C) 6timos calculados revelaram-se

semelhantes aos da enzima solGvel.

eFoi possivel uma imobilizacdo de 100% com 90% de retencdo da atividade

enzimatica.

e Foi possivel a retencdo da sua atividade inicial ao fim de 10 utilizacdes.

e As colunas contento o derivado enzimético foram capazes de hidrolisar o leite

Nos seus monossacarideos constituintes.
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Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text

(if referred to explicitly in the text).
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and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of
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article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.
Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Save text inillustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

* Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http:/Awww.elsevier.com/artworkinstructions. You are urged to Vvisit this site; some

excerpts from the detailed information are given here.

Formats

77


http://www.elsevier.com/artworkinstructions

TIAGO, A.L. IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please
"save as" or convert the images to one of the following formats (note the resolution
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color in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic

artwork, please see http:/Mmww.elsevier.com/artworkinstructions.
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Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color in print) please
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presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.
References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but
may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
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heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any

citations in the text) to other articles inthe same Special Issue.
Reference Style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The

actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different
result...." List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the

order in which they appear in the text.
Examples:

Reference to a journal publication:
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use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness
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publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will
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corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that
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mail or, alternatively, 25 free paper offprints. The PDF file is a watermarked version of
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