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RESUMO 

 
A β-Galactosidase de Aspergillus oryzae foi imobilizada covalentemente em 

Sephadex G-50 revestido com polianilina (Sephadex-PANI), via glutaraldeído e disposta 

em coluna vertical (2cm x 10 cm). A microscopia eletrônica de varredura e a analise 

elementar mostrou a superfície rugosa das pérolas do Sephadex alteradas e a 

presença de nitrogênio respectivamente após o revestimento com PANI. O fluxo da 

coluna foi testado (0,125-1,25 mL min-1) e 0,8 mL min-1 foi estabelecido como sendo a 

melhor condição. A atividade da coluna do derivado enzimático (Sephadex-PANI-β-

Galactosidase) foi realizada circulando na coluna uma solução de ortho-nitrophenyl-β-

galactoside (ONPG; 3 mL) a um fluxo de 0,8 mL min-1 e o derivado enzimático 

(Sephadex-PANI-β-Galactosidase) apresentou um pH ótimo (4,5) e temperatura ótima 

(50 °C) semelhante ao da enzima livre. A quantidade de enzima imobilizada e a 

retenção específica de atividade enzimática comparada com a enzima solúvel foram 

100% e 90%, respectivamente. O derivado enzimático 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-β-Galactosidase. 

Assim, a coluna do derivado enzimático (Sephadex-PANI-β-Galactosidase) pode ser 

proposta para a remoção contínua de lactose do leite. Futuramente, outras enzimas 

poderão ser covalentemente imobilizadas em colunas de Sephaedx-PANI e usadas em 

aplicações biotecnológicas. 

Palavras-chaves: imobilização covalente; Sephadex; PANI; β-Galactosidase; 

Aspergillus oryzae; e hidrólise da lactose. 
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ABSTRACT 

 

β-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-β-Galactosidase 

column (2cm x 10 cm) was assayed by circulating a solution of ortho-nitrophenyl-β-

galactoside (ONPG; 3 mL) at a flow rate of 0.8 mL min-1 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-β-Galactosidase column. Therefore, column of Sephadex-PANI-β-

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; β-Galactosidase; Aspergillus 

oryzae; and lactose hydrolysis.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A aplicação de enzimas como biocatalizadores em processos industriais tem se 

dado em indústrias alimentícia, têxtil, de papel e celulose, detergentes, óleos e 

gorduras, entre outras. Além disso, cresce o número de bioprocessos utilizados na 

obtenção de enantiômeros, síntese de intermediários de fármacos, herbicidas e 

substâncias químicas finas, como aminoácidos (ROBERTSON e STEER, 2004; 

HASAN, 2006). Apesar de apresentarem inúmeras vantagens e do grande potencia de 

aplicação das enzimas, muitos dos processos ainda não são viáveis devido a questões 

como os custos de obtenção e sensibilidade de algumas enzimas a altas temperaturas. 

Para superar estes entraves, tem-se recorrido à imobilização de enzimas que possibilita 

não só a implatação de processos contínuos como a recuperação do biocatalisador 

(BLANCO et. al., 2004). Processos economicamente importantes, tais como antibióticos 

-lactâmicos, D-aminoácidos, dextrana, açúcar invertido e glicose e hidrólise de 

caseína, são exemplos da aplicação industrial de enzimas imobilizadas (BAILEY e 

OLLIS, 1986; EGOROV et. al., 2000). Frente ao aumento da estabilidade promovido à 

enzima pela imobilização, outra aplicação que tem sido amplamente estudada é o seu 

uso em reações promovidas em meios não convencionais, como solventes orgânicos, 

sistemas bifásicos, fluidos supercríticos e meios sólidos (GUPTA e ROY, 2004). 

Várias enzimas imobilizadas têm sido usadas em diferentes indústrias de 

alimentos (NÉRI et. al., 2008). -Galactosidases (EC. 3.2.1.23) de diferentes fontes são 

atualmente usadas na produção de leite e produtos derivados sem lactose. Esta enzima 

hidrolisa a lactose nos seus componentes básicos: glicose e galactose (HAIIDER e 

HUSSAIN, 2009a). A hidrólise da lactose aumenta a doçura dos produtos a possibilita o 

consumo deste tipo de produtos por indivíduos intolerantes a lactose, melhora a 

qualidade dos produtos e a eficiência dos processos industriais (HATZINIKOLAOU et. 

al., 2005). 

A escolha do processo de hidrólise, em modo descontínuo (batelada ou "batch”) 

ou modo contínuo, depende essencialmente das características enzimáticas, da 

viabilidade econômica do processo, do seu armazenamento e reutilização (HAIDER e 

HUSAIN, 2007). 
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São conhecidas e estudadas inúmeras técnicas de imobilização de 

biocatalizadores: ligação superficial que pode ser classificada como ligação covalente 

ou como não covalente; oclusão; Ligações Cruzadas e enclausuramento (AIRES-

BARROS e CABRAL, 2003). A imobilização covalente de enzimas, a um suporte sólido, 

baseia-se na formação de ligações entre eles como a formação de ligações amida, 

envolvendo os resíduos dos aminoácidos da enzima e os grupos reativos da superfície 

do suporte. Como a maioria dos suportes utilizados para a ligação covalente não 

apresenta grupos reativos que se liguem diretamente à proteína, torna-se necessária à 

utilização de métodos de ativação como: diazotação, formação de derivados azida, 

alquilação, reação de amidação, utilização de reagentes de condensação, entre outros 

(ROSEVEAR, 1987). Porém, não deve haver o envolvimento dos aminoácidos do centro 

ativo, nem alterações significativas na conformação nativa da proteína. Deste modo a 

alta estabilidade dos derivados obtidos, devido à força da ligação covalente entre a 

enzima e o suporte, torna o método atrativo. 

Nos últimos anos, vários tipos de suportes têm sido sugeridos para a imobilização 

de -Galactosidases, tais como: Eupergit C (HERNAIZ e CROUT, 2000), a superfície de 

grafite (ZHOU, 2003), Polisiloxano-Álcool polivinílico (NÉRI et. al., 2008), gelatina 

(NAGANAGOUDA et. al., 2007) suporte de imunoafinidade e esferas híbridas de amido 

(HAIDER e HUSSAIN, 2009). Contudo, muitos dos suportes ou matrizes testados 

conduzem a uma diminuição da atividade enzimática, assim como numa diminuição da 

capacidade de ligação. Além disto, muitos destes suportes apresentam ainda inúmeras 

desvantagens: são caros, pouco rígidos, pouco flexíveis e susceptíveis a ataques 

microbianos (GENARI, 2003). 

A escolha de um suporte é uma etapa essencial na implementação de um sistema 

reacional utilizando biocatalizadores imobilizados.  

O Sephadex  é um polímero sinteticamente derivado do polissacarídeo dextrana, 

com estrutura de uma rede que é amplamente utilizado na indústria, nos processos em 

larga escala, devido ao seu baixo custo, fácil obtenção de fluxo e da sua resistência ao 

ataque por microrganismos e a determinadas condições inóspitas de pH, temperatura. 

Outro polímero orgânico cada vez mais estudado é a polianilina (PANI), um polímero 

constituído por unidades repetidas de anilina, obtido através da polimerização química 
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ou eletroquímica deste monômero (NICOLAS-DEBARNOT e PONCIN-EPAILLARD, 

2003) com inúmeras vantagens para utilização em processos de imobilização. 

A presente proposta consiste em revestir grânulos de Sephadex com PANI e 

investigar a sua eficácia como suporte para a imobilização covalente da -

Galactosidase de Arpergillus oryzae, dispostos em coluna vertical e investigar as suas 

propriedades. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Enzimas 

As enzimas desempenham a função de catalisar as reações químicas nos 

organismos vivos e proporcionam imensas oportunidades para, industrialmente, realizar 

a conversão biocatalítica de forma eficiente e econômica. Muitas enzimas encontram-se 

disponíveis no mercado para inúmeras aplicações industriais em inúmeros setores 

como: agrícola, químico, farmacêutico, alimentícios, têxtil (BEILEN e LI, 2002). Com 

excepção de alguns RNA’s que são catalisadores no seu processamento, todas as 

enzimas são proteínas que aumentam a velocidade das reações e são encontradas em 

células de animais ou de vegetais bem como em microrganismos (DALLA-VECCHIA, 

2004). 

2.1.1. -Galactosidase 

A -D-Galactosidase (E.C. 3.2.1.23), lactase, ou mais formalmente -D-

Galactosidase galactohidrolase, é a enzima responsável pela hidrólise da lactose, 

dissacarídeo que ocorre naturalmente apenas no leite. A lactose frequentemente 

designada -D-galactopiranosil-(1→4)--D-glucopiranose, C12H22O11, açúcar redutor, é 

composta por uma molécula de glucose ligada a uma molécula de galactose. No estado 

aquoso coexiste sob duas configurações:  e  (Figura 1) (GANZLE, 2008). 

 

 

Figura 1 Estrutura da lactose na sua configuração  e  

A -D-Galactosidase pode ser obtida a partir de inúmeras fontes: vegetais 

(pêssego, damasco, maçã, amêndoas); órgãos de animais (intestino, cérebro, 

testículos, 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 são amplamente empregues na indústria. A sua capacidade como 

biocatalizador da hidrólise da lactose do leite e soro permite a fabricação de produtos 

com baixo teor do dissacarídeo. Esta hidrólise da lactose aumenta o caráter doce dos 

produtos, melhora a qualidade e a eficiência dos processos industriais 

(HATZINIKOLAOU et. al., 2005). Industrialmente, podem ser obtidos inúmeros produtos 

utilizando a -Galactosidase, entre eles destacam-se: leite sem lactose, produtos 

derivados de leite com baixa concentração de lactose, iogurtes adocicados, 

concentrados para sorvetes com baixa porcentagem de lactose, xaropes alimentares e 

diversos produtos adocicados, processamento na extração de soro doce e soro ácido 

(NOVALIN et. al., 2005). Recorre-se ainda a tratamento enzimático com esta enzima na 

produção e maturação de queijos (DIMITRELLOU et. al., 2007; PAPAVASILIOU et. al., 

2008). 

Outro produto interessante desta hidrolise é a D-Galactose, monossacarídeo 

maioritariamente encontrado no leite e que tem inúmeras aplicações: intermediário na 

produção de medicação, estabilizador em soluções intravenosas de aplicabilidade 

medicinal. Na indústria alimentícia é amplamente usada como ingrediente de diversos 

açúcares como a arabinose, pentitol, arabinitol, globotriose, arbitol, galactitol, xylitol e 

tagatose (IBRAHIM e SPRADLIN, 2000; GRANSTROM et. al., 2004). É também usada 

em meio de cultura como nutriente e indutor de fermentações, além disso, pode ser 

usada em indústrias de bebidas, na produção de agentes contrastantes e como 

substitutos de fenóis em resinas (OHLERTH e O’BRIEN, 2007; STANNARD, 2007; 

DARGE, 2008). 

 A hidrólise da lactose torna ainda possível o consumo de produtos e derivados 

por indivíduos intolerantes a este açúcar. A intolerância alimentar ocorre por deficiência 

de produção de enzimas, que podem afetar a digestão e absorção dos carboidratos, 

gorduras e proteínas. Estes problemas podem ser decorrentes de erros inatos do 

metabolismo ou adquiridos e afetam cerca de 70% da população mundial (ANGELIS, 

2005). 
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O uso da enzima na presença de altas concentrações de lactose faz com que 

ocorra transgalactosilação (GAUR et. al., 2006) o que possibilita a produção de 

oligossacarídeos, biomoléculas bifidogênicas que ajudam na redução dos níveis de 

colesterol, melhoram a absorção de cálcio, entre outros benefícios (ALMEIDA e 

PASTORE, 2001; ALBAYRAK e YANG, 2002; JURADO et. al., 2002; PERUGINO et. al., 

2004; NÉRI et. al., 2009a, 2009b). 

Apesar da -galactosidase poder ser obtida de inúmeras fontes (Tabela 1), 

industrialmente, são preferencialmente usadas, aquelas produzidas por algumas 

leveduras e fungos, pela segurança da sua utilização (JURADO et. al., 2002). As -

galactosidases de leveduras são geralmente usadas no fabrico de produtos de pH 

neutro como leite e soro de leite adocicado, já as dos fungos são usadas 

maioritariamente na hidrólise da lactose de produtos com pH ácido (HARJU, 1987). 

Entretanto, estudos com -galactosidases de Escherichia coli demonstram que esta não 

é aconselhável na fabricação de produtos para alimentação de humanos (HENG e 

GLATZ, 1994; FUJIKAWA e ITOH, 1997). 

A-Galactosidase de Aspergillus oryzae, fungo filamentoso é uma enzima 

extracelular amplamente estudada (NAGANAGOUDA et. al., 2007; HAIDER e 

HUSSAIN, 2009a, 2009b). Apresentando vantagens em relação a diversos outros 

microrganismos, o Aspergillus oryzae é uma das fontes mais usadas e aceitas na 

indústria 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
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#bbib1
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Tabela 1 Possíveis fontes para a obtenção de -Galactosidase. (Modificado de SHUKLA, 1975).  

 

Vegetais 

Pêssego 

Amêndoa 

Algumas espécies de rosas selvagens 

Organismos animais 
Intestino 

Cérebro e tecido da pele 

Leveduras 

Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis 

Kluyveromyces (Saccharomyces) 

fragilis 

Cândida pseudotropicalis 

Bactérias 

Escherichia coli 

Lactobacillus bulgaricus 

Bacillus sp 

Streptococcus lactis 

Fungos 

Aspergillus foetidus 

Aspergillus niger 

Aspergillus oryzae 

Aspergillus phoenecis 

 

 

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

temperatura ou pH ótimo diferem, de acordo com a fonte de obtenção (Tabela 2) e de 

acordo com o método de preparação comercial. As condições ótimas de operação são 

ainda influênciadas pelo método de imobilização das enzimas e o tipo de suporte 

utilizado.  
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Tabela 2 Propriedades de - Galactosidase de acordo com as diferentes fontes. (Modificado de GEKAS e 

LÓPEZ - LEIVA, 1985). 

Fontes pH 

ótimo 

Temperatura 

Ótima 

(o C) 

Massa 

molecular 

(KDa) 

Aspergillus niger 3.0 – 4.0 55 - 60 124 

Aspergillus oryzae 4.5 50 – 55 90 

Kluyveromyces fragilis 6.6 37 201 

Kluyveromyces lactis 6.9 – 7.3 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 4.5 – 6.0 60 - 

Thermus aquaticus 4.5 – 5.5 80 570 

 

-Galactosidases, de inúmeras origens microbianas, são responsáveis pela 

hidrólise da lactose segundo um mecanismo relativamente simples (Figura 2). Estas 

enzimas possuem dois resíduos de ácido glutâmico (Glu482 e Glu551), que atuam na 

reação enzimática assumindo o papel de doadores de prótons e de bases nucleofílicas 

simultaneamente. Inicialmente há a formação do complexo enzima-galactosil (Figura 

2A) com liberação simultânea de glicose (Figura 2B). Posteriormente, o complexo é 

transferido para um receptor contendo um grupo hidroxila (Figura 2C). Se a solução de 

lactose for diluída, a água é o receptor mais competitivo (preferencial em relação aos 

açúcares glicose e lactose) e assim a galactose é liberada do sítio ativo pelo que a 

hidrólise da lactose é favorecida. Se, pelo contrário, a solução tiver altas concentrações 

de lactose, a molécula de lactose tem maior probabilidade de atuar como receptor, 

ligando-se com o complexo enzima-glicosil, formando oligossacarídeos (ZHOU, 2003). 
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Figura 2. Mecanismo da hidrólise enzimática da lactose por ação da -Galactosidase. (ZHOU, 2003). A) 

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

O receptor R pode ser lactose, glicose ou hidrogênio, no caso específico do receptor ser a água.  

 

Dada a sua importância industrial tem-se procurado otimizar e rentabilizar a 

utilização da –Galactosidase. Ambas as formas utilizadas, livres e imobilizadas têm 

custos associados a serem considerados (GAUR et. al., 2006). Apesar de ser usada 

preferencialmente na forma livre nas indústrias de lacticínios em todo o mundo, por ser 

uma enzima bastante dispendiosa, tem aumentado o interesse na sua imobilização. 

Desta forma, tem-se investigado um processo de imobilização eficiente passível de 

garantir o máximo proveito com a tão desejada recuperação do imobilizado e a 

minimização de custos (ZHOU, 2003; PESSELA et. al., 2007). No entanto, é 

extremamente difícil a obtenção de um catalisador com características ótimas para uso 

industrial (JURADO et. al., 2002; LADERO et. al., 2001; DI SERIO et. al., 2003).  

De um modo geral, as enzimas têm, essencialmente, três propriedades 

fundamentais: Estabilidade, Atividade e Especificidade (GALVÃO, 2004). A estabilidade 

de estrutura nativa, mantida por meio de forças de interação (pontes de hidrogênio, 

ligações de sulfeto, interações apolares e iônicas e forças de Van der Waals), garante a 

capacidade biológica da enzima. Qualquer modificação do ambiente reacional 

(alteração de pH, temperatura ou presença de solventes polares) pode danificar as 

interações, alterando a estrutura nativa e destruindo total ou parcialmente a sua função 

A B

 A  

C 
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biológica. As enzimas têm a capacidade de diminuir a energia de ativação necessária 

para a transformação do substrato em produto. A atividade, capacidade de 

transformação do substrato em produto por diminuição da energia de ativação, provoca 

o aumento da velocidade da reação. Esta característica das enzimas reside nos seus 

sitios ativos, estruturas complexas que compreendem um pequeno número de 

aminoácidos e cuja configuração permite alojar a molécula de substrato na posição 

correta para que os grupos funcionais realizem a catálise. Por último, a especificidade 

que está relacionada com a afinidade da enzima por grupos específicos em 

determinados substratos e da reciprocidade deste comportamento. Esta especificidade 

mútua de grupos funcionais permite o correto alinhamento do seu sitio ativo. 

(MARQUEZ, 2007). 

As enzimas podem ser usadas industrialmente, sob três 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 física ou quimicamente a um suporte sólido, impedindo a sua livre circulação 

(FODA e LOPEZ-LEIVA, 2000). Entre os fatores determinantes para o sucesso de uma 

imobilização eficiente estão o método de imobilização e a escolha do suporte. 

2.2. Imobilização de enzimas 

De acordo com a 1ª Conferência em Engenharia de Enzimas (Henniker, Estados 

Unidos, 1971), biocatalisadores imobilizados, enzimas ou células, são catalisadores 

fisicamente confinados ou localizados em uma região definida do espaço, com retenção 

de suas atividades catalíticas, 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 Interações físicas (Enclausuramento, 

Oclusão) ou Interações químicas (Adsorção, Interação iônica, Ligação covalente), isto 

é: 

O método por encapsulamento consiste no aprisionamento de enzimas ou células 

no interior de uma membrana semipermeável. Na oclusão o biocatalisador é confinado 

ao interior da matriz sem que seja estabelecida qualquer ligação química, não se 
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observam alterações estruturais ou interações com o centro ativo, enquanto que os 

substratos/produtos podem escoar através da matriz.  

No caso das imobilizações por Interações químicas o biocatalisador é retido à 

superfície de uma superfície sólida mediante interações estabelecida entre a matriz e o 

biocataliador. Uma vasta gama de interações abrangendo força de Van der Waals a 

ligações covalentes, pode ser responsável pela retenção do biocatalisador na matriz. 

Embora algumas destas interações se possam estabelecer entre o biocatalisador e a 

superfície não-modificada da matriz, a versatilidade e efetividade da imobilização 

superficial pode ser incrementada mediante a utilização de suportes sintéticos ou 

através de modificações químicas introduzidas na matriz por reação com agentes 

bifuncionais (glutaraldeído, carbodiimida) que permitem a ligação covalente. 

O método de imobilização por adsorção é o método mais antigo e simples que 

consiste na adsorção a um suporte sólido (nylon, celite, cerâmica, vidro, entre outros) 

por ação de interações fracas do tipo Van der Waals, pontes de hidrogênio, hidrófobas 

e eletrostáticas, sem que haja uma modificação prévia da matriz ou do biocatalisador. 

Apesar de ser um método de baixos custos que assegura a integridade da manutenção 

da conformação da enzima e a retenção da atividade catalítica, é limitado dada a 

reversibilidade da ligação entre suporte e biocatalisador. 

O método por Interação iônica se dá normalmente pela utilização de resinas de 

trocas iônicas como suportes de imobilização permitindo o estabelecimento de 

interações iônicas entre o biocatalisador e a matriz. A força deste tipo de interação 

situa-se entre a adsorção física e a ligação covalente caracterizando-se por limitações e 

vantagens idênticas à adsorção física, podendo ocorrer dessorção do biocatalisador a 

presença de meios reacionais com força iônica elevada ou em que se registrem 

variações significativas de pH (AIRES-BARROS e CABRAL, 2003). 

A imobilização por ligação covalente consiste na formação de ligações entre os 

resíduos aminoácidos das enzimas e os grupos reativos da matriz. Por conferir grande 

estabilidade funcional às enzimas é um dos métodos mais estudado e difundido 

(AIRES-BARROS e CABRAL, 2003, GÓMEZ et. al., 2005). Por vezes as enzimas 

podem ser ligados covalentemente através de ligações cruzadas “cross-linking”, com 

reagentes bi- ou multifuncionais, como aldeídos ou aminas e diisocianatos, da qual 
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resulta a formação de agregados tridimensionais, insolúveis em água. De entre os 

agentes utilizados para a formação de ligações covalentes destaca-se o glutaraldeído 

que reage com os grupos amina dos resíduos de lisina da enzima formando uma base 

de Schiff (AIRES-BARROS e CABRAL, 2003). 

Algumas representações esquemáticas dos diferentes tipos de imobilização de 

enzima são ilustradas na Figura 3. 

 

Figura 3. Métodos de imobilização de enzimas (DALLA-VECCHIA, 2004). 

Um sistema de enzimas imobilizadas resulta, geralmente, na obtenção de níveis 

elevados de atividade catalítica por unidade mássica ou molar, especificidade elevada e 

limitação de reações secundárias (HAIDER e HUSSAIN, 2009a). Enquanto que a 

enzima quando livre no meio de reação é inativada ou descartada após ter sido utilizada 

uma vez, sendo economicamente inviável a sua recuperação. A partir de enzimas 

imobilizadas é possível não só a implementação de processos contínuos como também 

a recuperação do catalisador por métodos simples de separação, possibilitando o 

reuso. O uso destas técnicas de imobilização de enzimas pode proporcionar a obtenção 

de catalisadores operacionais e termicamente mais estáveis (BLANCO et. al., 2004) e 

mais seletivos (FERNANDEZ-LORENTE et. al., 2003). Assim, o processo tornar-se-á 

tão mais econômico quanto mais elevado for o custo da enzima. Além disso, 

imobilizando-se a enzima no meio de reação elimina-se a etapa de inativação da 
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enzima, sendo possível empregar uma maior concentração da mesma. Como 

conseqüência tem-se uma redução no volume dos reatores e conseqüentemente uma 

diminuição do investimento fixo nas instalações (ROBLE, 2000; BORZANI, 2001; LIM, 

2003; KOURKOUTAS et. al.,, 2004; GÓMEZ et. al., 2005; SZYMANSKA et. al., 2007). 

O tipo de suporte e o método de imobilização 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 à solúvel 

quando adequadamente imobilizada e o produto obtido é mais puro apresentando uma 

qualidade mais constante. A imobilização de enzimas permite, geralmente, um controle 

de todo o processo (OZDURAL et. al., 2003), sendo muitas vezes possível a redução do 

grau de inibição da reação pelo produto formado, o deslocamento do pH ótimo ou a 

mudança das constantes cinéticas da reação (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 crítico dos processos da produção industrial (XUEMEI et. al., 

2006). 

Enzimas têm sido imobilizadas para aplicação em biossensores (YU et. al., 2006; 

SHAN et. al., 2007). Estes equipamentos são baseados na incorporação de elementos 

biológicos (enzimas ou células) em uma camada sensitiva intimamente conectada com 

um transdutor e têm sido amplamente aplicados em diversos campos, como 

monitoramento de processos industriais, testes de detecção clínica e controle 

ambiental. Como vantagens da utilização 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 produção de compostos de elevado valor 

acrescentado (FERNANDES et. al., 2003).  

2.2.1. Suportes de imobilização 

A aplicação do método de imobilização das enzimas depende de factores 

essenciais ao processo, tais como: substratos utilizados, tipos de reações e as 

configurações dos reatores, exigindo um suporte adequado para atender às 
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necessidades da reação. O principal fator é selecionar o suporte adequado definido 

como uma parte não catalítica da imobilização de enzimas, na qual a parte catalítica é 

construída. Assim o método escolhido deve atender as duas necessidades: a catalítica, 

relativa à produtividade, rendimento, estabilidade e seletividade e a não catalítica, 

relativa a processos de controlo e separação (DALLA-VECCHIA, 2004; CAO, 2005). 

Existem inúmeras características que devem ser convenientemente consideradas 

quando se escolhe o suporte por serem condições passiveis de afetar o processo de 

produção. Entre as características podem destacar-se: área de superfície e porosidade, 

que devem ser elevadas de modo a promover o acesso da enzima ao substrato; 

presença de grupos funcionais na superfície, uma vez que o tipo de grupo funcional e a 

quantidade disponível afetam o rendimento e a estabilidade do material; tamanho e 

forma, de preferência partículas uniformes; resistência microbiana, da qual depende a 

durabilidade do suporte; estabilidade mecânica e química, de modo a preservar as suas 

características; natureza hidrofóbica e hidrofílica, garantindo a compatibilidade entre o 

suporte e a fase liquida para assegurar a troca do substrato e do produto no suporte 

(GALVÃO, 2004; CAO, 2005). 

Existem inúmeros materiais que podem ser utilizados como suportes para a 

imobilização de enzimas e/ou células. Estes suportes podem ser classificados de 

acordo com a sua composição química, em orgânicos ou inorgânicos podendo também 

ser classificados, de acordo com a sua composição e morfologia, em naturais e 

sintéticos como apresentado na Tabela 3 (GALVÃO, 2004). 

Segundo GROBOILLOT et. al. (1994), a indústria alimentícia tem mostrado 

tendência na utilização de polímeros não tóxicos que formam estruturas semelhantes a 

géis, como proteínas, polissacarídeos e álcoois polivinílicos, em função da 

biocompatibilidade e aceitabilidade na produção de alimentos.  

 

 

 

 

 

Tabela 3. Classificação dos diferentes suportes de acordo com a sua composição.  
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SUPORTES 

Orgânicos Inorgânicos 

Naturais Sintéticos Minerais Fabricados 

Polissacarídeos Proteínas Poliestireno Areia Vidro (PC) 

Celulose Colágeno Poliacrilatos Bentonina Cerâmica (PC) 

Agarose Albumina Polivinilos Homeblenda Sílica (PC) 

Agar Gelatina Nylon Pedra-Polme Aluminossilicato 

Quitosana Seda Poliamidas  Óxido de Ferro 

Amido  Vinil  Óxido de Níquel 

    Policrilamidas     

 

Os suportes sintéticos são produzidos pela polimerização de monômeros, ou, em 

alguns casos, pela combinação de matérias naturais, como a agarose, e monômeros 

sintéticos, como os derivados de acrilamida, metacrilato e poliestireno. Estes suportes 

apresentam grande estabilidade física e química, e podem ser facilmente adquiridos 

(HERMANSON, 1992). 

Dentre a grande variedade de suportes para imobilização de enzimas, os 

inorgânicos apresentam uma série de vantagens, tais como: elevada força mecânica, 

estabilidade térmica, resistência a ataque de microrganismos e de solventes orgânicos 

(HERNÁNDEZ-JÚSTIZ et. al., 1998). Além disso, os materiais inorgânicos não 

apresentam modificação na sua estrutura em uma larga faixa de pressão, temperatura e 

pH pelo que tornariam os suportes inorgânicos mais adequados para o 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 

orgânicos (CASTRO, 2000; HEINZE e LIEBERT, 2001) contribuem para que a maioria 

das enzimas imobilizadas, disponíveis comercialmente, sejam obtidas com suportes 

orgânicos. Sabe-se, também, que as propriedades dos preparados de enzima 

imobilizada são governadas pelas características da enzima e do suporte usados 

(TISCHER e KASCHE, 1999), bem como pela estratégia de imobilização empregada 
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(CÁRDIAS et. al., 1999). Essas interações são responsáveis pelas propriedades 

químicas, bioquímicas, mecânicas e cinéticas do sistema imobilizado suporte-enzima.  

Dentre os inúmeros tipos de suportes intensivamente estudados para a 

imobilização de enzimas destacam-se: sílica (WANG e CARUSO, 2005); celulose 

(BAGHERI et. al., 2007); suportes cromatográficos (CARDOSO, 2009); nylon-6 

(AMAYA-DELGADO, 2006), quitosana, Dacron (CARNEIRO-LEÃO 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 combinações de matrizes 

(COELHO et. al., 2001). 

A imobilização de -Galactosidase, de diferentes origens tem sido realizada em 

diversos suportes: -Galactosidase de Kluyveromyces lactis foi imobilizada por ligação 

covalente em agarose-tiopropil (OVSEJEVI et. al., 2004), suporte de gelatina-celulose 

(NUMANOGLU e SUNGUR, 2004) e compósitos álcool-magnéticos polisiloxano-polivinil 

– mPOS-PVA (NÉRI et. al., 2008). -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 híbridas de amido (HAIDER e 

HUSSAIN, 2009). 

2.2.1.1. Sephadex  

 Sephadex é o nome comum de grânulos sinteticamente derivados do 

polissacarídeo dextrana, polissacarídeo quimicamente neutro e inerte, portanto 

compatível com as substâncias encontradas na maioria dos alimentos. As suas cadeias 

são intercruzadas aleatoriamente conferindo-lhe a estrutura de uma rede (Figura 4). 

Apresenta graus variáveis de porosidade e tamanhos que variam em intervalos 

discretos de 20 a 300 µm. 
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Figura 4. Estrutura do Sephadex.  

Os grânulos de Sephadex são constituídos de um derivado de dextrana cujas 

cadeias de glicose são ligadas entre si através de ligações glicosídicas 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 aplicações, nas mais diversas áreas, na separação 

de misturas com base: no tamanho dos seus componentes-filtração molecular 

(FUCHISE et. al., 2009); na carga elétrica - troca iônica (LU et. al., 2009); no princípio 

termodinâmico da extração aquosa de duas fases (MACBRIDE et. al., 1994); na 

especificidade de ligantes incorporados - cromatografia por afinidade (EMMONS et. al., 

2009) e como suporte para imobilização de enzimas, antígenos, anticorpos, lectinas, 

receptores, entre outros.  

O seu uso corrente em indústria nos processos de larga escala decorre do seu 

baixo custo, da fácil obtenção de fluxo e da sua resistência a ataque por 

microrganismos e a determinadas condições inóspitas de pH e temperatura (DWEVEDI 

e KAYASTHA, 2009). 
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2.2.1.2. Polianilina–PANI 

Outro polímero orgânico que vem merecendo cada vez mais especial atenção pela 

comunidade científica é a polianilina – PANI (Figura 5.). Este polímero, orgânico e 

condutor, pertence a uma classe altamente promissora de polímeros que alia as 

propriedades químicas e mecânicas dos polímeros com propriedades eletrônicas dos 

metais e semicondutores. É um polímero constituído por unidades repetidas de anilina, 

obtido através da polimerização química ou eletroquímica deste monômero. O método 

químico é relativamente simples e barato quando comparado com o método 

eletroquímico. Apesar do método eletroquímico ter inúmeras vantagens, 

nomeadamente, no que se prende com o fato das propriedades elétricas dos 

compósitos poderem ser alteradas variando as condições de eletrólise e por ser uma 

tecnologia “clean”, ele apresenta desvantagens uma vez que o tamanho dos filmes 

compósito depende do tamanho do eletrôdo. Assim, genericamente a síntese química é 

preferencial (ANAND, 1998). 

Figura 5. Forma básica da PANI. 
 

Os valores que a constante y pode assumir indicam o grau de oxidação do 

composto, que varia de 0 a 1. Quando se tem a forma completamente reduzida (y = 1), 

o polímero é chamado leucoesmeraldina; quando totalmente oxidado (y = 0), tem-se a 

pernigranilina e quando se encontra uma forma intermediária (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 polímero extremamente versátil com propriedades únicas que 

incluem uma boa estabilidade ambiental, simplicidade do processo de dopagem e 

excelente reciclagem de redução o que possibilita que polímeros com diferenças 

significativas possam ser construídos por meios de tratamentos ácidos ou básicos 

(FERNANDES et. al., 2003). 
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Com enorme interesse tecnológico e biotecnológico, a PANI tem, assim sido 

proposta para inúmeras aplicações: sensores para a detecção de amônia (XU et. al., 

2007), construção de supercapacitores (DONG et. al., 2007), despoluição por redução 

de metais pesados (OLAD e NBAVI, 2007) e como suporte para ser utilizado em 

processos de imobilização (FERNANDES et. al., 2003; NGAMNA et. al., 2005; SINGH 

et. al., 2006; NÉRI et. al., 2009). Além do seu baixo custo de síntese comparado aos 

demais polímeros orgânicos frequentemente empregues em imobilização, ele ainda 

apresenta uma grande estabilidade térmica e de armazenamento e valores de 

condutividade elétrica variados, dependendo do grau de oxidação e dopagem por 

ácidos ou álcalis, além de propriedades eletrocrômica, com mudança de cor de acordo 

com o estado de oxidação (NICOLAS-DEBARNOT e PONCIN-EPAILLARD, 2003) e 

interessantes propriedades ópticas (DUTTA, DE, 2007) que possibilita que os polímeros 

desta família possam ser usados como “shutters” de calor e diodos emissores de luz em 

circuitos elétricos. 

A polianilina é na realidade o único polímero condutor cujas propriedades 

eletroquímicas podem ser, controladamente, alteradas tanto por dopagem, transferência 

de carga e/ou protonação. Devido a sua resposta eletroquímica reversível no decorrer 

da oxidação aniônica e redução catiônica ela é também usada como eletrodo 

secundário em baterias recarregáveis e aparelhos eletrocrômicos (ANAND, 1998). 

Desde o início o principal interesse no estudo deste polímero é comercial. A promessa 

na sua utilização está relacionada, essencialmente, com a combinação da sua leveza, 

processamento e condutividade elétrica, podendo ser aplicada em aparelhos de 

estocagem de energia como as mencionadas baterias recarregáveis e capacitores. Este 

tipo de polímeros podem ainda ser usados em sensores de gás e como transportadores 

de medicação na área medicinal. A sua vasta gama de utilização justifica o investimento 

no estudo deste tipo de polímeros. (ANAND, 1998). 

Estes polímeros apresentam, no entanto, problemas que se prendem com a 

dificuldade de síntese por métodos convencionais. Existe ainda a dificuldade de 

realização dos ensaios enzimáticos em que a PANI atua como suporte da enzima 

imobilizada resulta na perda de suporte-enzima, diminuído a precisão de determinação 

da atividade. Assim, alguns pesquisadores têm procurado usá-la conjuntamente com 
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outra matriz (CARAMORI, FERNANDES, 2004; LUO, DUO, 2004). Desta forma aliam-

se propriedades mecânicas da matriz às propriedades elétricas da polianilina (ANAND, 

PALANIAPPAN, SATHYANARAYANA, 1998). Outro problema no uso deste tipo de 

polímeros condutores é referente à ligação da enzima. Esses problemas podem muitas 

vezes ser contornados pela ligação mediada pelo glutaraldeído (GAIKWAD et. al., 

2006).  

O mecanismo proposto por NICOLAS-DEBARNOT e PONCIN-EPAILLARD 

(2003) para a síntese do PANI ocorre pela condensação da anilina através de 

diferentes passos. O primeiro passo correspondeu à oxidação, transferência de elétrons 

a partir do nível energético 2 s do átomo de azoto com a formação de um radical cátion 

(Figura 6). Do ponto de vista cinético, é o passo limitante e o catalisador (ex: Persulfato 

de amônio) se fez necessário para acelerar a reação de autocatálise. 

 

 

Figura 6. Formação do radical cátion de anilina. 

 

Este radical cátion da anilina tem três formas de ressonância (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 ausência de impedimento estérico.  

 

Figura 7. Formas de ressonância do radical cátion de anilina (1 e 3 n-anilina, 2 p-anilina). 

 
O passo seguinte, em meio ácido (ex: HCl, H2SO4), seria a reação entre o radical 

cátion (p-anilina) e a forma ressonância chamada "cabeça a cauda" que favorece a 

reação, que corresponde a formação do dímero (Figura 8).  
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Figura 8. Formação do dímero. 

 

Em seguida, o dímero é oxidado para formar novo radical cátion (Figura 9), que 

pode reagir seja com o radical cátion de um monômero ou com o radical cátion de um 

dímero para formar, respectivamente, um trímero ou tetrâmero que, de acordo com o 

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

 

 

Figura 9. Formação do dímero radical cátion. 

 

 

Figura 10.  Possível síntese da PANI. 

 

A PANI é um polímero condutor especifico devido ao seu mecanismo de 

condução induzido tanto por oxidação da base polileucoemeraldina ou pela protonação 

da base poliemeraldina. As duas rotas estão esquematizadas na Figura 11. 

Rearranjo 

Polímero Tetrâmero 

Rearranjo 
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Figura 11. Mecanismo de dopagem ácida. 

 

Na literatura a polianilina é suposta ser um octâmero, porém a formação de 

cadeias longas tem sido mencionada (NICOLAS-DEBARNOT; PONCIN-EPAILLARD, 

2003). Nos laboratórios da UFPE, a PANI tem sido usada com sucesso na imobilização 

de antígenos e enzimas (LEITE et. al., 1996; NADRUZ et. al., 1996; COELHO et. al., 

2001).  

Base polileucoemeraldina 

Dopagem ácida 
Rearranjo 

Base Poliemeraldina 

Sal Poliemeraldina 

Dopagem oxidativa 

(química ou eletroquímica). 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo Geral 

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

imobilização da -Galactosidase de Aspergillus oryzae. 

 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Revestir o Sephadex G50 com PANI, mediante síntese química; 

 Caracterizar o suporte (Sephadex G50- PANI) mediante análises físico-químicas 

e microscopia eletrônica; 

 Imobilizar covalentemente, via glutaraldeído, –Galactosidase ao Sephadex-

PANI; 

 Determinar a retenção de proteína e a atividade específica do derivado 

enzimático; 

 Determinar a velocidade de fluxo na coluna com o Sephadex- PANI; 

 Avaliar a estabilidade do suporte quanto ao número de reusos; 

 Avaliar o pH ótimo e temperatura ótima. 

 Verificar a funcionalidade da coluna contendo o derivado enzimático na hidrolise 

de leite. 
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ABSTRACT 

 

β-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-β-Galactosidase column (2cm x 10 cm) was assayed 

by circulating a solution of ortho-nitrophenyl-β-galactoside (ONPG; 3 mL) at a flow rate of 0.8 

mL min-1 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-β-Galactosidase column. Therefore, column of Sephadex-PANI-β-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; β-Galactosidase; Aspergillus oryzae; and 

lactose hydrolysis.  
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1. Introduction 

β-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 

β-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 -Galactosidase from Arpergillus oryzae 

as a model. 

 
2. Experimental  

2.1. Chemicals. 

β-Galactosidase from Aspergillus oryzae, Sephadex G50, ortho-nitrophenyl-β-

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 Laboratório (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 oC for 12 h under 

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

to 0.5 M aniline prepared 1 M HCl (90 mL) and the mixture kept at 4 oC 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. β-Galactosidase immobilization 

Sephadex-PANI beads were treated with 2.5% (w/v) glutaraldehyde for 2 h at 25 ºC 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 ºC with β-Galactosidase (30 mL of 0.7mg/mL-1 of buffer). Afterwards, the 

supernatant was recovered and the Sephadex-PANI-β-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-β-Galactosidase column was washed several times with the buffer and kept at 

4OC for use.  
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2.4. β-Galactosidase activities on ONPG and milk lactose. 

A solution of 32 mM ONPG (3 mL) was circulated through the Sephadex G50-PANI-β-

galactosidase column (Figure 1A) at flow rates varying from 0.125 mL min-1 to 1.25 mL min-1. 

Aliquots of 50 µL were collected from the effluent of the column at time intervals and added to 

the wells of an ELISA plate containing 200 µL of M Na2CO3. 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 8000×g 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-β-galacotisidase 

column at 28 ºC 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 β-galactosidase unit (U) was defined as the 

amount of enzyme which liberated either one µmol of ONP or glucose per min at 25 ºC. All 

assays were carried out in triplicates.  

 

2.5. Effect of pH and temperature on immobilized β-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 25-70oC, respectively, and 

assaying the activity as previously described in 2.4. 
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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 oC) 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 β-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 µm and 1,500 Da-30,000 Da, respectively. On the other hand, the 

immobilized protein (β-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. β-Galactosidase immobilization on Sephadex– PANI 

The relationship between the amounts of offered β-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-β-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-1 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 β-Galactosidase 

The values of optima pH and temperature for the Sephadex-PANI-β-Galactosidase 

activities were found to be 4.5 and 50o 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 β-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 -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 ºC) found to the enzyme from Aspergillus niger (Hatzinikolaou et. 

al. 2005), Bacillus sp.(Cheng et. al. 2006) and 60ºC  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-β-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 -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., 2009b). 

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-β-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 β-Galactosidase (Sephadex-PANI-β-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 (50o C) of the native enzyme. Furthermore, it retained all 

of its initial activity after being reused 10 times at 28o 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 

Figure1. Diagram of the Sephadex-PANI-β-Galactosidase column and its activity determination.  

Figure 2. Polyaniline synthesis scheme. 

Figure 3. Proposed mechanism for β-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-β-Galactosidase. 

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

substrate (ONPG) circulation flow rate. 

Figure 7. The pH-activity profile (A) for the immobilized ( ) and solube ( ). Aspergillus oryzae -

Galactosidase; and temperature (B) on the activity of the Sephadex-PANI-β-Galactosidase. The 

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

value.  

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

 
 

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que: 

 

 O derivado enzimático insolúvel em água, obtido pelo revestimento do Sephadex 

G50 com polianilina (PANI), mediado pelo glutaraldeído é uma alternativa promissora 

para aplicações biotecnológicas.  

 

 Pode ser utilizado continuamente em coluna dada a sua simplicidade de síntese 

e da facilidade de imobilização. 

 

 Os valores de pH (4,5) e temperatura (50°C) ótimos calculados revelaram-se 

semelhantes aos da enzima solúvel.  

 

 Foi possível uma imobilização de 100% com 90% de retenção da atividade 

enzimática. 

 

 Foi possível a retenção da sua atividade inicial ao fim de 10 utilizações. 

 

  As colunas contento o derivado enzimático foram capazes de hidrolisar o leite 

nos seus monossacarídeos constituintes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

68 

7. GUIA DE AUTORES  

 

Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences 

INTRODUCTION 

Types of Paper 

BEFORE YOU BEGIN 

Ethics in Publishing - Conflict of interest - Submission declaration - Copyright – Retained 

author rights - Role of the funding source - Funding body agreements and policies -

Language and language services - Submission - Referees 

PREPARATION 

Use of wordprocessing software - Article structure - Subdivision - numbered sections - 

Introduction - Material and methods - Theory/calculation - Results - Discussion - 

Conclusions - Appendices - Essential title page information - Abstract - Keywords - 

Abbreviations - Acknowledgements - Nomenclature - Math formulae - Footnotes - 

Electronic artwork - Color artwork - Figure captions - Tables - References - Citation in 

text- Web references - References in a special issue - Reference Style - Journal 

abbreviations source - Supplementary material - Submission checklist 

AFTER ACCEPTANCE 

Use of the Digital Object Identifier - Proofs – Offprints. 

AUTHOR INQUIRIES 

INTRODUCTION 

The Journal of Chromatography B publishes papers on developments in separation 

science Journal of Chromatography B – Elsevier 2 de 10 4/6/2009 07:49 relevant to 

biology and biomedical research including both fundamental advances and applications. 

Analytical techniques which may be considered include the various facets of 

chromatography, electrophoresis and related methods, affinity and immunoaffinity-based 



TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

69 

methodologies, hyphenated and other multi-dimensional techniques, and microanalytical 

approaches. The journal also considers articles reporting developments in sample 

preparation, detection techniques including mass spectrometry, and data handling and 

analysis. Developments related to preparative separations for the isolation and 

purification of components of biological systems may be published, including 

chromatographic and electrophoretic methods, affinity separations, field flow 

fractionation and other preparative approaches. Applications to the analysis of biological 

systems and samples will be considered when the analytical science contains a 

significant element of novelty, e.g. a new approach to the separation of a compound, 

novel combination of analytical techniques, or significantly improved analytical 

performance. Areas to be considered include: 

• The qualitative and quantitative analysis of biopolymers including proteins, peptides 

and their post-translational modifications as well as nucleic acids and glycans • the 

comparative analysis of biological systems using proteomics, genomics, metabonomics 

and other "omics" approaches • clinical analysis, pharmacokinetics, metabolism, 

therapeutic drug monitoring, toxicological analysis, doping analysis, veterinary 

applications, analysis of environmental contaminants in biological systems  

• The screening and profiling of body fluids, tissues, cells, biological matrices and 

systems, analysis of endogenous compounds, biomarkers. 

• Identification of new bioactive compounds. Applications which utilize published or 

commercial analytical or preparative protocols with little or no modification or where the 

results of the application rather than the analytical methodology comprise the major 

element of novelty of the manuscript should be directed to more specialized journals. 

Modifications to a previously published method may be considered for a short 

communication in cases where the improvement in performance is significant. Reports 

of analytical methods for compounds in early pharmaceutical development often lack 

general interest and will not be published unless the authors can demonstrate the 

broader significance of the methodology involved. Quality control analyses of bulk drugs, 

natural products or pharmaceutical formulations are not within scope. 

Types of Paper 



TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

70 

The following types of papers are published in the Journal of Chromatography B: 

Regular research papers (full-length papers), Review articles, Short Communications, 

Discussions, and Letters to the Editor. Review articles are invited or proposed in writing 

to the Editors, who welcome suggestions for subjects. An outline of the proposed 

Review should first be forwarded to the Editors for preliminary discussion prior to 

preparation. Short Communications are usually descriptions of short investigations, or 

they can report technical improvements of previously published procedures: they reflect 

the same quality of research as full-length papers, but should preferably not exceed five 

printed pages (typically no more than 2850 words (including title, authors and 

references), with no more than five figures and tables combined). 

BEFORE YOU BEGIN 

Ethics in Publishing 

For information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for journal publication see 

http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines. 

Conflict of interest 

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including 

any financial, personal or other relationships with other people or organizations within 

three years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be 

perceived to influence, their work. See also http://www.elsevier.com /conflictsofinterest. 

Submission declaration 

Submission of an article implies that the work described has not been published 

previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or 

academic thesis), that it is not under consideration for publication elsewhere, that its 

publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible 

authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published 

elsewhere in the same Journal of Chromatography B - Elsevier form, in English or in any 

other language, without the written consent of the copyrightholder. 

http://www.elsevier.com/


TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

71 

Copyright 

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing 

Agreement' (for more information on this and copyright see http://www.elsevier.com 

/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest possible dissemination 

of information. An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of 

the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the 

online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of contents or 

prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their institutions. 

Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution 

and for all other derivative works, including compilations and translations (please consult 

http://www.elsevier.com /permissions). If excerpts from other copyrighted works are 

included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and 

credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in 

these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions. 

Retained author rights 

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are 

referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights. 

Role of the funding source 

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the 

research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the 

sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; 

in the writing of the report; and in the decision to submit the paper for publication. If the 

funding source(s) had no such involvement then this should be stated. Please see 

http://www.elsevier.com/funding. 

Funding body agreements and policies 

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose 

articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript 

archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more 

http://www.elsevier.com/
http://www.elsevier.com/


TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

72 

about existing agreements and policies please visit http://www.elsevier.com 

/fundingbodies. 

Language and language services 

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a 

mixture of these). Authors who require information about language editing and 

copyediting services pre- and post-submission please visit http://www.elsevier.com 

/languagepolishing or our customer support site at http://epsupport.elsevier.com for 

more information. Please note Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any 

products, goods or services offered by outside vendors through our services or in any 

advertising. For more information please refer to our Terms & Conditions: 

http://www.elsevier.com/termsandconditions. 

Submission 

Submission to this journal proceeds totally online. Use the following guidelines to 

prepare your article. Via the homepage of this journal ( http://www.elsevier.com/journals) 

you will be guided stepwise through the creation and uploading of the various files. The 

system automatically converts source files to a single Adobe Acrobat PDF version of the 

article, which is used in the peer-review process. Please note that even though 

manuscript source files are converted to PDF at submission for the review process, 

these source files are needed for further processing after acceptance. All 

correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, 

takes place by e-mail and via the author's homepage, removing the need for a hard-

copy paper trail. Every paper must be accompanied by a letter from the senior author, 

stating that he/she is submitting the paper for publication in the Journal of 

Chromatography B.  

Please submit your article via http://www.elsevier.com/locate/jchromb 

Referees 

http://www.elsevier.com/
http://www.elsevier.com/


TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

73 

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of 3 

potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the 

suggested reviewers are used. 

PREPARATION 

Use of wordprocessing software 

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The 

text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. 

Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In 

particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. 

However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. Do not embed 

"graphically designed" equations or tables, but prepare these using the wordprocessor's 

facility. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each 

individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to 

align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of 

conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier: 

http://www.elsevier.com/guidepublication). Do not import the figures into the text file but, 

instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and on the 

manuscript. See also the section on Electronic illustrations. To avoid unnecessary errors 

you are strongly advised to use the "spell-check" and "grammar-check" functions of your 

wordprocessor. 

Article structure 

Subdivision - numbered sections 

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be 

numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section 

numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 

"the text". Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on 

its own separate line. 

Introduction 



TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

74 

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a 

detailed literature survey or a summary of the results. 

Material and methods 

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published 

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described. 

Theory/calculation 

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt 

with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation 

section represents a practical development from a theoretical basis. 

Results 

Results should be clear and concise. 

Discussion 

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A 

combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations 

and discussion of published literature. 

Conclusions 

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, 

which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion 

section. 

Appendices 

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and 

equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; 

in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. 

Essential title page information 



TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

75 

Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. 

Avoid abbreviations and formulae where possible. 

Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a 

double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses 

(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-

case superscript letter immediately after the author's name and in front of the 

appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the 

country name, and, if available, the e-mail address of each Journal of Chromatography 

B - Elsevier  author. 

Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages 

of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax 

numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and 

the complete postal address. 

Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the 

article was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent 

address") may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which 

the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. 

Superscript Arabic numerals are used for such footnotes. 

Abstract 

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose 

of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often 

presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, 

References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, 

non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must 

be defined at their first mention in the abstract itself. 

Keywords 

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American 

spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for 



TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

76 

example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly 

established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing 

purposes. 

Abbreviations 

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the 

first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be 

defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of 

abbreviations throughout the article. 

Acknowledgements 

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the 

references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title 

or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., 

providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.). 

Nomenclature 

Widely accepted symbols, abbreviations and units (SI) should be used. If there is any 

doubt about a particular symbol or abbreviation, the full expression followed by the 

abbreviation should be given the first time it appears in the text. Abbreviations used in 

tables and figures should be explained in the captions. In general, the recommendations 

of the International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) should be followed 

and attention should be given to the recommendations of the Analytical Chemistry 

Division in the journal Pure and Applied Chemistry: Nomenclature for Chromatography, 

Pure Appl. Chem., 65 (1993) 819-872. Decimal points should be indicated by full stops. 

All decimal numbers smaller than unity should include a leading zero (e.g. 0.11). 

Math formulae 

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) 

instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are 

to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. 



TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

77 

Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text 

(if referred to explicitly in the text). 

Footnotes 

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, 

using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, 

and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of 

footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the 

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 in illustrations 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://www.elsevier.com/artworkinstructions. You are urged to visit this site; some 

excerpts from the detailed information are given here. 

Formats 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions


TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

78 

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 

requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): 

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics". 

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. 

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi. 

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi 
is required. 

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office 
applications please supply "as is". 

 

Please do not: 

• Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation) 
document; 

• Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the 
resolution is too low; 

• Supply files that are too low in resolution; 

• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 

Color artwork 

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office 

files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit 

usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures 

will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of 

whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For 

color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from 

Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for 

color in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic 

artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 



TIAGO, A.L.     IMOBILIZAÇÃO DE -GALACTOSIDASE EM SEPHADEX-PANI  

79 

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color 
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