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INTRODUCAO: Os humanos sio os tnicos mamiferos que fazem uso de leites e seus derivados como
alimentos apds o desmame. Nesta capacidade € essencial a atuagdo da B-galactosidase, enzima situada na
membrana plasmatica de seus enterdcitos, na conversdo da lactose, principal carboidrato do leite, em
glicose e galactose. Todavia, a deficiéncia ou mesmo auséncia desta enzima ¢ comum na populagdo
humana. Decorre desta insuficiéncia a permanéncia deste dissacarideo no lume do intestino, susceptivel a
acdo de bactérias que irfo fermenta-lo, promovendo a liberagdo de gases ¢ de compostos que aumentam
0s movimentos peristalticos, causando diarréia e desconforto. Para contornar este problema tém surgido
produtos lacteos com baixos teores de lactose obtidos mediante seu tratamento prévio com [3-
galactosidase. Atualmente, esses derivados ainda sdo caros por conta do uso de enzima soluvel. O
emprego de B-galactosidase imobilizada pode vir a baratear o custo de produgédo de leites e derivados com
baixo teor de lactose, em face do reuso da enzima imobilizada ¢ de sua maior termoestabilidade. A
imobilizagdo de enzimas tem sido uma linha de investigagio do Laboratério de Enzimologia do
Departamento de Bioquimica e do Setor de Bioquimica do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), ambos da Universidade Federal de Pernambuco. Diversos suportes tém sido recentemente
propostos para imobilizacdo de varias proteinas, tais como, Dacron (Coelho et alii, 2001; Amaral et alii,
2006), pérolas de compdsito de polisiloxano com alcool polivinilico(Coelho et alii, 2002, 2003). Este
trabalho tem como objetivo imobilizar [-galactosidase em particulas magnéticas de polisiloxano
revestidos com polianilina (mPOS-PANI), bem como investigar suas propriedades com vistas ao seu
emprego na reducdo dos niveis de lactose no leite.

MATERIAIS E METODOS: Materiais: B-galactosidase de Aspergillus Oryzae foi obtida de Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany). Tetraortosilicato, FeCl; e MgCl,, foram adquiridos de Fluka (Steinheim,
Germany); FeCl, e o-nitrofenol (ONP) de Riedelde Haén (Steinheim, Germany); glutaraldeido e o-
nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) e albumina de soro
bovino de Pierce (Rockford, United States). Todos os demais compostos quimicos foram de grau
analitico. Metodologia: Sintese e Magnetizagdo do POS: Etanol (5 ml) e tetraetilortosilicato (5 ml) foram
misturados. Elevou-se a temperatura para 70°C, sob agitagdo, e 1M HCI (150 pl) foi adicionado. Depois
de 50 min, a solucdo foi distribuida em microplacas de ELISA (200 pl/pogo) e deixou-se solidificar por
volta de 48h a 25°C. As contas foram maceradas e as particulas foram suspensas em agua destilada (100
ml) e 10 ml de 0,6M FeCl, e 1,1M FeCl; foram adicionados, sob agitagdo. O pH foi ajustado para 11 com
hidréoxido de amoénio (NH,OH). Depois de 30 min a 100°C, sob agitacdo, as particulas magnetizadas
foram lavadas com agua destilada até chegar ao pH 7,0 e secas em estufa a 50°C. Revestimento com
Polianilina: O suporte POS magnetizado (2,5 g) foi tratado com uma solucdo (10 mL) de KMnO, por 18
h, sobre agitagdo a 50 °C. O suporte foi lavado com agua ¢ mergulhado em uma solucdo (10 mL) de
anilina 0,5 M, preparada em HNO, 1 M, deixado a agitar por 2h a temperatura ambiente, para permitir a
polimerizagdo. O Suporte foi novamente lavado com agua, acido citrico 0,1 M e 4gua e colocado para
secar numa estufa a 105 °C. Ativa¢do das particulas mPOS-PANI com glutaraldeido: Particulas
magnéticas (50 mg) foram incubadas com 2,5% (p/v) de glutaraldeido (50 pl) em 450 pl de 1M H,SO,
sob suave agitag@o por 2h a 25°C. Depois as particulas foram enxaguadas 5 vezes com NaCl 1M e mais 5
vezes com tampéo de reagdo, usando campo magnético (6000 Oe} para recuperar as particulas tratadas.

Imobilizacdo da p-galactosidase em mPOS-PANI: Particulas magnéticas de POS-PANI-
glutaraldeido (50 mg) foram incubadas com preparacdo de B-galactosidase por 24h a 4° C. As
particulas foram coletadas sob um campo magnético e o sobrenadante usado para a determinagao
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da proteina. Hidrdlise da Lactose pela p-galactosidase imobilizada em mPOS-PANI: Dez
eppendorfs cada um com 1 mL de leite magro foram incubados com []-galactosidase imobilizada
no mPOS-PANI (10 mg) a 25 °C em agitagfo orbital (20 rpm). Em predeterminados intervalos
de tempo o meio reacional foi separado do suporte com ajuda de um campo magnético, aquecido
a 100 °C por 10 min e filtrado com filtros de seringa de 0,2 mm (para eliminar alguma eventual
particula magnética presente no meio). Os agucares presentes no meio (glucose, galactose e
lactose) foram quantificados através de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC).

RESULTADOS E DISCUSSAO: Caracterizagio estrutural do mPOS-PANI: Tmobilizagio da PB-
galactosidase foi realizada em varios suportes: IMAC; silica de alumina, tiopropilagarose, celulose,
gelatina, magnético poli (GMAMMA), MANAE e PEI, POS-PVA magnetizado, fibras de alginato-
gelatina, celite e pérolas de celulose, envolvendo adsorcdo fisica, ligacdo covalente, reacdo cruzada e
enclausuramento. As particulas magnetizadas de polisiloxano revestidas com polianina (mPOS-PANI)
foram analisadas em microscopio eletronico de varredura (figura abaixo), apresentando forma
romboédrica e, quanto ao tamanho, variaram de 15 a 100 pm.

Reutilizagdo do mPOS-PANI e hidrdlise da lactose do leite: Estes dados serdo apresentados graficamente
no poster.

CONCLUSOES: As particulas magnéticas de polisiloxano revestidas com polianina tém se mostrado
um suporte atrativo para a imobilizagdo da B-galactosidase devido a simplicidade de sua sintese e, acima
de tudo, a facil remog¢@o do meio de reacdo por meio da simples aplicacdo de um campo magnético no
reator.
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