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RESUMO 

SOUZA, Waldeck Campanha Junior, M.S., Universidade Federal de Viçosa, julho 
de 2006. Imobilização de células de Debaryomyces hansenii UFV-1 em 
alginato de cálcio e sua aplicação na hidrólise de galactoligossacarídeos. 
Orientadora: Valéria Monteze Guimarães. Co-orientadores: José Humberto de 
Queiroz, Sebastião Tavares de Rezende e Maria Goreti de Almeida Oliveira. 

O objetivo deste trabalho foi imobilizar, em alginato de cálcio, células 

permeabilizadas da levedura Debaryomyces hansenii UFV-1 contendo uma α-

galactosidase, caracterizar a enzima presente nas células livres e imobilizadas e 

avaliar o potencial uso das células imobilizadas na hidrólise dos oligossacarídeos 

de rafinose (RO) presentes no extrato hidrossolúvel de soja. A levedura D. 

hansenii UFV-1 foi cultivada em meio mineral com extrato de levedura (MME), 

contendo galactose como fonte de carbono, por 36 h, a 30oC. Após este período, 

o meio foi centrifugado, o sobrenadante descartado e as células de D. hansenii 

UFV-1 contendo a enzima α-galactosidase foram permeabilizadas com etanol 

50% e posteriormente imobilizadas em alginato de cálcio. As células 

permeabilizadas apresentaram diminuição de 20,5 vezes na atividade de α-

galactosidase após a imobilização em alginato de cálcio. As maiores atividades de 

α-galactosidase para as células permeabilizadas foram detectadas em pH 4,5, a 

60oC, enquanto que para a enzima contida nas células permeabilizadas e 

imobilizadas as maiores atividades foram determinadas em pH 4,0 e a 70oC. A 

enzima contida nas células permeabilizadas manteve 82% da atividade original 

após pré-incubação a 60oC, por 5 h. A pré-incubação a 60 e 70 oC proporcionaram 

aumento no valor de atividade da α-galactosidase contida nas células 

imobilizadas, a qual exibiu 157% da atividade original quando pré-incubada por 72 

h, a 70oC. O valor da KM app da α-galactosidase contida nas células 

permeabilizadas, para o substrato ρNPαGal, foi de 0,32 mM, enquanto que, para 

a enzima contida nas células imobilizadas o KM app foi de 0,82 mM. A enzima 

contida nas células permeabilizadas demonstrou capacidade de hidrólise de 



  

rafinose, reduzindo 96,34% da concentração desse açúcar após incubação por 20 

h, a 50oC. A α-galactosidase contida nas células permeabilizadas e imobilizadas 

reduziu apenas 75,54% do açúcar rafinose, nas mesmas condições. Apesar da 

menor taxa de hidrólise do açúcar rafinose, em solução, pelas células 

imobilizadas, estas foram reutilizadas por mais 2 vezes nesse processo, somando 

3 utilizações sem perda expressiva da atividade de α-galactosidase. A utilização 

das células imobilizadas, contendo a α-galactosidase, no tratamento dos RO em 

leite de soja, proporcionou redução de 100% dos teores de rafinose e estaquiose 

após incubação a 60oC, por 6 h. Esses resultados mostraram que as células 

imobilizadas de D. hansenii apresentaram potencial para a utilização industrial, no 

processamento dos RO presentes em produtos derivados de soja.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

SOUZA, Waldeck Campanha Junior, M.S., Universidade Federal de Viçosa, July, 
2006.  Immobilization of Debaryomyces hansenii UFV-1 cells in calcium 
alginate and its application in galactoligoosaccharides hydrolysis. 
Advisor: Valéria Monteze Guimarães. Co-advisers: José Humberto de Queiroz, 
Sebastião Tavares de Rezende and Maria Goreti de Almeida Oliveira. 

The goal of this work was to immobilize, in calcium alginate, permeabilized 

cells of the Debaryomyces hansenii UFV-1 yeast containing a α-galactosidase, to 

characterize the enzyme present in the free and immobilized cells and to evaluate 

the potential use of immobilized cells in the hydrolysis of the raffinose 

oligosaccharides (RO) present in the soymilk. The D. hansenii UFV-1 yeast was 

cultivated in a mineral medium with yeast extract (MME), containing galactose as 

carbon source, for 36 hours, at 30 ºC. After this period, the medium was 

centrifuged, the supernatant was discarded and the D. hansenii UFV-1 cells 

containing the α-galactosidase enzyme were permeabilized with ethanol 50% and 

later immobilized in calcium alginate. The permeabilized cells presented decrease 

of 20,5 times in the α-galactosidase activity after the immobilization in calcium 

alginate. The biggest activities of α-galactosidase to the permeabilized cells was 

determined in pH 4,5, and 60 ºC, while to the enzyme present in the permeabilized 

and immobilized cells the biggest activities were determined in pH 4,0, and 70 ºC.  

The enzyme present in the permeabilized cells kept 82% of its original activity after 

pre-incubation at 60 ºC, for 5 h.  The pre-incubation of immobilized cells at 60 and 

70 ºC proportioned an increase in the α-galactosidase activity, which showed 

157% of its original activity when it was pre-incubated for 72 h, at 70 ºC.   The KM 

app value of the α-galactosidase present in the permeabilized cells, for the 

substrate ρNPαGal, was 0,32 mM, while, to the enzyme present in the immobilized 

cells the KM app was 0,82 mM. The enzyme present in the permeabilized cells 

demonstrated capacity of raffinose hydrolysis, reducing 96,34% of this sugar 

concentration after the incubation for 20 h, at 50 ºC. The α-galactosidase present 



  

in the permeabilized and immobilized cells decreased only 75,54% of the raffinose 

content, in the same conditions. In spite of the lower hydrolysis rate of the 

raffinose, in solution, by the immobilized cells, these were reused twice, becoming 

three uses without an expressive lost in the α-galactosidase activity. The use of 

the immobilized cells, containing the α-galactosidase, in the treatment of RO in 

soymilk, proportioned decrease of 100% of the raffinose and stachyose rates after 

incubation at 60 ºC for 6 h. These results had shown that the immobilized cells of 

D. hansenii had presented potential for the industrial use, in the processing of RO 

present in soy derived products.  
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A utilização de enzimas em processos industriais vem aumentando 

significativamente a cada ano. Esse aumento é provocado principalmente pela 

tendência mundial de substituição de processos industriais já estabelecidos por 

novos, especialmente biotecnológicos, mais específicos, de menor consumo 

energético e menos agressivos ao ambiente.  

As α-galactosidases (α-D-galactosídeo galactohidrolase, EC 3.2.1.22) são 

enzimas que apresentam potencial para aplicação em diversos processos 

biotecnológicos. Especialmente na indústria de alimentos, esta enzima tem sido 

indicada para uso na hidrólise de açúcares em produtos derivados de 

leguminosas.  

A soja é uma leguminosa de grande interesse para a indústria de 

alimentos, devido principalmente ao seu padrão bem balanceado de aminoácidos, 

constituindo uma ótima fonte de proteína para alimentação tanto de humanos 

como de animais. Além disso, a soja é uma fonte concentrada de isoflavonas que 

tem recebido considerada atenção devido ao seu papel relevante na prevenção e 

no tratamento de câncer e osteoporose.  

Apesar de todas estas vantagens, o uso da soja na alimentação de 

humanos e animais é limitado devido aos fatores antinutricionais presentes, os 

quais além de diminuir seu valor nutritivo também diminuem a sua aceitação. Os 

oligossacarídeos de rafinose (RO), principalmente rafinose e estaquiose, 

possuem em sua estrutura unidades de galactose unidas por ligações α(1-6), as 

quais necessitam da enzima α-galactosidade para a sua hidrólise. Devido à 

ausência dessa enzima na mucosa do intestino delgado de humanos e animais 

monogástricos, os RO passam intactos para o intestino grosso, onde são 

fermentados anaerobicamente, causando flatulência e perturbação 

gastrointestinal.  

Vários processos são propostos com a finalidade de reduzir ou eliminar os RO 

nos produtos derivados de soja. No entanto, a hidrólise enzimática utilizando α-

galactosidases tem demonstrado ser o processo mais promissor.  

Estudos com a levedura Debaryomyces hansenii UFV-1 têm demonstrado a sua 

capacidade de produção de α-galactosidases tanto intra como extracelulares, em 

quantidade e com alta especificidade para a hidrólise dos RO em produtos a base de 

soja. Esta característica torna esta levedura de grande interesse para a indústria 



  

alimentícia, para o uso em processamento de alimentos a base de soja. Além de ser uma 

boa produtora de α-galactosidases, não é patogênica, sendo normalmente encontrada em 

diversos alimentos industrializados como, salsichas e queijos.  

Embora a hidrólise dos oligossacarídeos no leite de soja seja alcançada 

satisfatoriamente usando a enzima pura, este método tem um custo elevado, pois 

os processos de purificação são trabalhosos e caros, e também devido ao fato de 

que a enzima permanece no produto final e não pode ser reutilizada.   

Uma alternativa para resolver estes problemas é a imobilização de células 

que contenham a enzima de interesse. Após imobilização, as enzimas 

intracelulares continuam ativas e podem agir sobre seus substratos, com a 

vantagem de não haver custos com extração e purificação, além de permitir a 

reutilização.  

Assim, a imobilização de células de D. hansenii UFV-1, que não é 

patogênica e possui uma α-galactosidase intracelular, poderia ser uma alternativa 

promissora e econômica para melhorar a qualidade alimentícia dos produtos de 

soja, através da hidrólise dos RO. 

1.1. Objetivos gerais   

O objetivo geral deste trabalho foi permeabilizar e imobilizar as células de D. 

hansenii UFV-1, contendo a α-galactosidase intracelular, em alginato de cálcio e 

estudar o potencial da utilização desse processo na redução dos oligossacarídeos de 

rafinose em leite de soja.  

 

1.2. Objetivos específicos 

- Determinar as melhores condições para permeabilização e imobilização das 

células de D. hansenii UFV-1 em alginato de cálcio. 

- Caracterizar bioquímica e cineticamente a enzima contida nas células 

permeabilizadas livres e imobilizadas (efeito de pH, temperatura, 



  

termoestabilidade, determinação dos valores de KM app para o substrato sintético 

ρNPαGal). 

- Avaliar o potencial das células permeabilizadas e imobilizadas na hidrólise dos 

oligossacarídeos de rafinose presentes no leite de soja. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



  

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. A soja como alimento 

As leguminosas têm um papel importante na alimentação em várias regiões do 

mundo devido ao fato de serem uma fonte de proteínas, fibras e uma variedade de 

outros micronutrientes (MESSINA, 1999). 

A soja (Glycine max L.) é uma espécie da família das leguminosas, de 

origem Chinesa, que é utilizada em todo o mundo como fonte de alimento. Devido 

ao seu padrão bem balanceado de aminoácidos (SMITH; CIRCLE, 1972) 

constituindo uma ótima fonte de proteínas para nutrição humana e animal 

(GITZELMANN; AURICCHIO, 1965). O grão de soja apresenta em sua 

constituição 30 a 45% de proteínas, 20 a 35% de carboidratos, cerca de 5% de 

cinzas e um elevado teor de lipídeos variando de 15 a 25% (MOREIRA, 1999). A 

soja é rica em minerais como magnésio, fósforo, ferro, cobre, zinco, potássio 

(MONTEIRO, 2000) e uma fonte concentrada de isoflavonas que tem recebido 

considerada atenção para o seu potencial papel na prevenção e no tratamento de 

câncer e osteoporose (MESSINA, 1999).  

Os produtos alimentícios a base de soja são suplementos promissores para 

a contribuição na redução dos problemas de desnutrição do mundo devido às 

suas qualidades nutricionais, facilidade de adaptação a quase todas as regiões, 

alta produtividade e facilidade de cultivo (BELLAVER; SNIZEK, 1999).  

O leite de soja é um produto rico em proteínas de alta qualidade, não contém 

colesterol e lactose (DESJARDINS et al., 1990) e pode ser comparado ao leite de vaca 

em relação ao conteúdo de proteínas e gorduras (MOREIRA, 1999). É um substituto 

nutritivo para o leite de origem animal podendo ser utilizado como suplemento para 

pessoas, principalmente crianças, intolerantes a lactose (KHARE et al., 1994). Além 

disso, também serve como matéria-prima para a produção de uma variedade de bebidas 

e alimentos ricos em proteína (SMITH; CIRCLE, 1972). Adicionalmente, devido à alta 

produção de soja nos países tropicais, sua utilização na alimentação dos animais, como 

suínos na fase de aleitamento representa uma alternativa econômica bastante atrativa 

(DUFFUS; SLAUGHTER, 1980).  



  

No Brasil, o óleo de soja representa acima de 50% de todos os óleos e gorduras 

dos produtos alimentícios (MOREIRA, 1999). A fração de óleo é utilizada, também, na 

indústria de alimentos para produção de margarina, óleo de cozinha, agentes 

emulsificantes e vários outros produtos. Aproximadamente 83% da produção mundial 

de soja são utilizadas para extração de óleo destinado, principalmente ao consumo 

humano, sendo o farelo resultante utilizado na fabricação de ração animal (LIMA; 

ANGNES, 1999).  

2.2. Oligossacarídeos de rafinose 

Apesar de ser um excelente alimento, a soja tem seu uso limitado devido 

ao fato de possuir compostos antinutricionais que diminuem seu valor nutritivo e a 

sua ampla aceitação (STEGGERDA et al., 1974). Como exemplo de alguns 

destes compostos temos os inibidores de protease, lipoxigenase, taninos, lectinas 

e os oligossacarídeos de rafinose (BIRK, 1996). 

Um fator antinutricional muito importante encontrado em produtos a base 

de soja são os oligossacarídeos de rafinose (RO) principalmente rafinose [α-D-

galactopiranosil-(1,6)-α-D-glicopiranosil-β-D-frutofuranosideo] e estaquiose [α-D-

galactopiranosil-(1,6)-α-D-galactopiranosil-(1,6)-α-D-glicopiranosil-β-D-

frutofuranosideo] (GITZELMANN; AURICCHIO, 1965) (Figura 1). Os RO também 

conhecidos como α-galactosidios ou galacto-oligossacarídeos são amplamente 

distribuídos no reino vegetal. Grandes quantidades destes RO são encontradas 

nas partes superiores das plantas onde executam funções fisiológicas de 

proteção (DEY, 1985; HORBOWICZ; OBENDORF, 1994; KUO et al., 1988, 

LARSSON et al., 1993). Em leguminosas, os RO são acumulados durante o 

desenvolvimento e a maturação das sementes (FRÍAS et al., 1996a; LOWELL; 

KUO, 1989) e funcionam como reserva de carbono para uso durante a 

germinação (DEY, 1990; FRÍAS et al., 1996b). 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Estruturas dos oligossacarídeos de rafinose. 

A mucosa do intestino delgado de humanos e de outros animais 

monogástricos não produz α-1,6-galactosidases, enzimas necessárias à 

conversão dos RO em açúcares mais simples. Desta forma, estes RO passam 

intactos para o intestino grosso, onde são fermentados por bactérias anaeróbias 

resultando na liberação de grandes quantidades de gases, como CO2, H2 e CH4, 

causando flatulência, que está associada com cólicas, diarréia, dispepsia e 

constipação (STEGGERDA; DIMMICK, 1966; SUAREZ et al., 1999).  

A biosíntese dos RO começa com a reação de formação do galactinol (O-

α-D-galactopiranosil-(1→1)-L-mio-inositol) catalisada pela enzima galactinol 

sintase (EC 2.4.1.123) que promove a transferência do galactosil do UDP- 

galactose para mio-inositol (PETERBAUER; RICHTER, 2001). Em sucessão, a 

rafinose sintase (EC 2.4.1.123) catalisa a transferência do resíduo de galactosil do 

galactinol para sacarose, formando rafinose e mio-inositol (PETERBAUER et al., 

2002). Em outra reação, a rafinose recebe outro galactosil por meio da reação 

catalisada pela estaquiose sintase (EC, 2.4.1.67), formando estaquiose 

(PETERBAUER; RICHTER, 1998) (Figura 2).  
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Figura 2 – Esquema da via metabólica de síntese dos RO: UDP-Glc: uridina 
difosfato-glicose; UDP-Gal: uridina difosfato-galactose; UDP: uridina difosfato; 
Glc6P: glicose 6 fosfato; GS: galactinol sintase. 

É sugerido que o bloqueio da expressão do gene da galactinol sintase que 

codifica para a enzima fundamental na rota de síntese dos RO em sementes, 

poderia diminuir o conteúdo destes RO, reduzindo assim a flatulência causada por 

leguminosas (DE LUMEN, 1992). 

Por outro lado, várias pesquisas sugerem que a conversão enzimática dos RO 

presentes em derivados de soja pode ser uma estratégia mais eficiente para reduzir estes 

RO e aumentar o valor nutricional destes produtos (CRUZ; PARK, 1982; 

GUIMARÃES et al., 2001; THIPPESWAMY; MULIMANI, 2002; PRASHANTH; 

MULIMANI, 2004; VIANA, 2005). 

A hidrólise dos RO pode ser catalisada pelas α-galactosidases (α-D-

galactosídeo galactohidrolase; EC 3.2.1.22) e invertases (β-D-frutofuranosidase; 

EC 3.2.1.26) ou ambas. As α-galactosidases hidrolisam ligações α-1,6 produzindo 

galactose e sacarose e, as invertases hidrolisam ligações β-1,2, produzindo 

melibiose e frutose ou glicose e frutose. 

 

2.3. Mecanismo de ação das α-galactosidases 



  

A α-galactosidase é uma hexoglicosidase que catalisa a hidrólise de 

ligações α-1-2, α-1-3, α-1-4, α-1,6 de resíduos de α-galactosídeos em 

oligossacarídeos simples como estaquiose, rafinose e melibiose, em 

polissacarídeos como galactomananas e em substratos sintéticos como, ρNPαGal 

(ADEMARK et al., 2001).  

Estudos de modificação química da α-galactosidase de côco, realizados 

por Mathew e Balasubramaniam (1987), indicaram a presença de dois grupos 

carboxil, tirosina e triptofano no sítio ativo da enzima, ou próximo dele. Estudando 

o efeito do pH nos valores dos parâmetros cinéticos KM e Vmax, estes autores 

observaram que os grupos dissociáveis no sítio ativo da enzima apresentavam 

valores de pKa de 3,8 e 6,5 e estariam envolvidos na ligação do substrato ao sítio 

ativo da enzima e um desses grupos, estaria envolvido diretamente na catálise. O 

grupo com pKa de 3,8 seria um grupo carboxil (pKa 3,0-4,7), requerido como um 

grupo –COO- para a catálise. O grupo com pKa de 6,5 seria um grupo carboxil 

perturbado, devido ao ambiente hidrofóbico produzido pela presença de resíduos 

de triptofano e tirosina em sua vizinhança. Com base em experimentos de 

modificação química e nos resultados de estudos cinéticos, Mathew e 

Balasubramaniam (1987) propuseram o mecanismo de ação para a α-

galactosidase (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 
Figura 3 – Mecanismo de ação para α-galactosidase de côco sugerido por Mathew e 
Balasubramaniam, 1987. 

No mecanismo de ação proposto para a α-galactosidase, o grupo com pKa 

de 3,8 é um grupo carboxil presente na forma ionizada para estabilizar um 

carbocátion intermediário e a presença deste grupo ionizado protege o 

carbocátion do ataque direcionado por um nucleófilo, permitindo que o produto 

retenha a mesma configuração anomérica do substrato. O grupo com pKa de 6,5 é 

um grupo carboxílico perturbado que está presente na forma protonada e está 

envolvido na doação de um próton. 

Recentemente, Fujimoto et al. (2003) determinaram a estrutura 

tridimensional da α-galactosidase de arroz através de estudos de cristalografia. A 

estrutura da α-galactosidase de arroz demonstrou possuir um domínio catalítico e 

um domínio C-terminal que são essencialmente iguais aos possuídos pela α-N-

acetilgalactosaminidase, a qual, também, é membro da mesma família das glicosil 

hidrolases, a família 27. O modelo final para a α-galactosidase de arroz consiste 
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de uma única cadeia de 362 resíduos de aminoácidos com domínio catalítico (1-

278) com estrutura em (β/α)8-barril e o domínio C-terminal (279-362), constituído 

de 8 folhas β, contendo um motivo chave-grega e duas pontes de dissulfeto 

situadas próximo ao bolso catalítico (Figura 4).  

 

Figura 4 – Vista tridimensional da fita-modelo da α-galactosidase de arroz. A D-
galactose ligada, os dois resíduos catalíticos e duas ligações de sulfito estão 
mostrados em preto, vermelho e verde, respectivamente (FUJIMOTO et al., 
2003).  

A cristalização da α-galactosidase de arroz complexada com D-galactose e 

a posterior resolução da estrutura complexada, permitiram os estudos do modo de 

ligação da enzima ao substrato. A molécula de D-galactose se liga na fenda do 

sítio ativo no lado C-terminal do β-barril central do domínio catalítico. Os resíduos 

catalíticos encontrados na α-galactosidase de arroz foram dois resíduos de ácidos 

aspárticos, Asp-130 localizado no final da fita β4, e Asp-185 depois da fita β6. 

Como previamente proposto (GARMAN et al., 2002), a catálise destas enzimas 

parece envolver um mecanismo de duplo-deslocamento e o Asp-185 teria função 

de catalisador acido/base e Asp-130 atuaria como um nucleófilo. Além dos 

resíduos catalíticos, outros resíduos faziam contato hidrofílicos e hidrofóbicos com 

o substrato. O Trp-164, Arg-181, Cys-162, Lys-128, Asp-51, Asp-52 e também 



  

Asp-185 foram encontrados fazendo pontes de hidrogênio com a molécula de 

galactose. Além disso, contatos hidrofóbicos foram observados para os resíduos 

Trp-16, Cys-101 e Met-217 (FUJIMOTO et al., 2003). 

2.4. α-Galactosidases de Debaryomyces hansenii UFV-1 

D. hansenii é uma levedura halotolerante freqüentemente encontrada em 

produtos fermentados ricos em proteínas como, salsichas e queijos (COOK, 1995; 

ENCINAS et al., 2000; PETERSEN et al., 2002; BINTSIS et al., 2003), onde 

contribui para o desenvolvimento do “flavor” devido as suas atividades lipolítica e 

proteolítica (COOK, 1995; DURÁ et al., 2002; OLENSEN; STAHNKE, 2000; 

SORENSEN; SAMUELSEN, 1996) e, também, na regulação da acidez por 

assimilação de ácido láctico (ELIKASES-LECHNER; GINIZINGER, 1995; 

JAKOBSEN; NARVHUS, 1996). 

Nos dias atuais, tem crescido o interesse na fisiologia, bioquímica e nos 

aspectos genéticos de D. hansenii devido ao impacto na indústria de 

fermentações (NOBRE et al., 1999; LÉPINGLE et al., 2000; STRAUSS et al., 

2001; BOLUMAR et al., 2003 a,b).  

Viana (2005) determinou as condições ideais para produção de α-

galactosidases por D. hansenii UFV-1, purificou e caracterizou estas enzimas. 

Segundo o autor, em meio contendo galactose como fonte de carbono, D. 

hansenii UFV-1 produzia duas α-galactosidases: uma intracelular e outra 

extracelular, com alta termoestabilidade, pH ótimo ácido e altamente seletivas 

para a hidrólise da galactose ligada em posição α.  Adicionalmente, o autor 

demonstrou a eficiência destas α-galactosidases na redução dos RO presentes 

em produtos derivados da soja, sugerindo que estas enzimas poderiam ser 

utilizadas industrialmente no processamento dos RO. Viana (2005) também 

estudou o uso de células permeabilizadas de D. hansenii UFV-1 contendo a 

enzima α-galactosidase intracelular para hidrólise dos RO presentes em leite de 

soja, obtendo a redução de 70% dos teores de rafinose e 100% dos teores de 

estaquiose, após 6 h de incubação a 60oC. 

 

2.5. Permeabilização de células  



  

O uso de células de microrganismos contendo enzimas de interesse em 

bioconversões é vantajoso quando comparado com o uso destas enzimas 

purificadas, por dispensar as etapas de purificação e pelo aumento da 

estabilidade enzimática. Entretanto, as barreiras de permeabilidade do envelope 

celular para substrato e produtos levam a baixas taxas de reação das enzimas 

contidas nestas células (KONDO et al., 2000). Assim torna-se muito importante o 

desenvolvimento de métodos efetivos para redução das barreiras de 

permeabilidade e para o preparo de células com alta taxa de atividade. Uma das 

maneiras de aumentar a permeabilidade celular é a extração de alguns lipídios de 

membrana pelo uso de solventes. Com este fim, vários processos de 

permeabilização de células de microrganismos, com solventes orgânicos como 

tolueno, tween 80, etanol, mistura clorofórmio-etanol, etanol e isopropanol têm 

sido testados para o aumento da permeabilidade do envelope celular (KUBAL; 

D'SOUZA, 2004; STANO et al., 2005; GENARI et al., 2003; DECLEIRE et al., 

1987; CHAMPLUVIER et al., 1988; KONDO et al., 2000).  

Kondo et al. (2000) trabalhando com células permeabilizadas de 

Saccharomyces cerevisiae modificada geneticamente para a expressão de 

glioxalase 1, relataram que as células permeabilizadas apresentavam 317 vezes 

mais atividade de glioxalase 1 que as células não permeabilizadas. Jordão et al. 

(2001) estudaram a capacidade das células permeabilizadas de Kluyveromyces 

lactis contendo a enzima β-galactosidase em hidrolisar o açúcar lactose em leite. 

Os autores relataram que a enzima contida nas células permeabilizadas e secas 

apresentou boa capacidade de hidrólise da lactose no leite (0,35 mM/mim/mg de 

célula) e alta estabilidade a temperatura ambiente. Kubal; D'Souza (2004) 

trabalhando com células permeabilizadas de Saccharomyces cerevisiae contendo 

a enzima catalase, para remoção de peróxido de hidrogênio em leite após a 

pasteurização, relataram que a permeabilização aumentava a atividade de 

catalase de 300 para 1875 U/g de célula. 

 

 

2.6. Imobilização de células  



  

Imobilização é a restrição da mobilidade da célula em um definido espaço, 

provendo altas concentrações das mesmas (NURSEVIN et al., 2003), com 

preservação da atividade catalítica (KAREL et al., 1985). A imobilização protege a 

célula e enzimas das tensões ambientais como pH, temperatura, sais, solventes, 

autodestruição, inibidores, e venenos (PARK; HOFFMAN, 1990). A imobilização 

de células oferece várias vantagens, como aumento da produtividade da 

fermentação, processo de produção contínuo, estabilidade celular, baixo custo e 

capacidade de reutilização (MARGARITIS; MERCHANT, 1984; STEWART; 

RUSSEL, 1986).  

Segundo Pilkington et al. (1998) as técnicas de imobilização podem ser 

divididas em quatro categorias principais baseadas nos mecanismos físicos 

empregados: fixação ou adsorção em suporte sólido; aprisionamento dentro de 

uma matriz porosa; agregação através de floculação natural ou artificial e 

retenção de célula atrás de barreiras. 

Imobilização de célula em um suporte sólido é conseguida por adsorção 

física devido a forças eletrostáticas ou por ligação covalente entre o suporte e a 

membrana da célula. Sistemas que usam células imobilizadas em uma superfície 

sólida são bastante populares devido à facilidade relativa da realização deste tipo 

de imobilização. Como exemplo de suportes sólidos usados neste tipo de 

imobilização pode-se citar materiais derivados de celulose (DEAE-celulose, 

madeira, serragem, serragem desliguinificada), materiais inorgânicos (porcelana 

porosa, vidro poroso). Os materiais como vidro ou celulose também podem ser 

tratados com policátions, chitosan ou outras substâncias químicas (pré-

formadores de suportes) para aumentar sua capacidade de adsorção (NORTON; 

D’AMORE, 1994; NAVARRO; DURAND, 1977).  

A imobilização por aprisionamento dentro de uma matriz porosa é baseada 

na inclusão de células dentro de uma rede rígida impedindo que as células se 

difundam no meio circunvizinho, enquanto permitem ainda a transferência de 

nutrientes e metabólitos. Exemplos característicos deste tipo de imobilização é o 

aprisionamento em géis de polissacarídeos como alginato, ágar, chitosan e ácido 

poligalacturônico ou outras matrizes poliméricas como gelatina, colágeno e álcool 

de polivinil (NORTON; D’AMORE, 1994; NAVARRO; DURAND, 1977; PARK; 

CHANG, 2000).  



  

Floculação de células tem sido definida por muitos autores como a 

agregação de células que formam uma unidade maior ou a propriedade das 

células em suspensões de aderirem em grupo e sedimentar rapidamente (JIN; 

SPEERS, 1998). Floculação pode ser considerada como uma técnica de 

imobilização com uso potencial em reatores devido ao grande tamanho dos 

agregados formados. A capacidade de formar agregados é principalmente 

observada em fungos e células de plantas. Agentes floculantes artificiais ou 

“cross-linkers” podem ser usados para aumentar a agregação em culturas de 

células que não floculem naturalmente. A floculação de leveduras é uma 

propriedade de grande importância para a indústria de cerveja, afetando a 

produtividade e a qualidade, além da remoção e reutilização das leveduras. A 

floculação é afetada por muitos fatores inclusive composição da parede celular, 

pH, oxigênio dissolvido e composição do meio (JIN; SPEERS, 1998).  

Retenção de células atrás de uma barreira pode ser obtida por uso de 

membrana de microporos, por aprisionamento das células em microcápsula ou 

através de imobilização da célula em uma superfície de interação com dois 

líquidos imiscíveis. As desvantagens principais da imobilização de células em 

membranas de microporos são: limitações de transferência de massa (LEBEAU et 

al., 1998) e possível obstrução de membrana causada pelo crescimento das 

células (GRYTA, 2002). 

De acordo com Kourkoutas et al. (2004), o uso de sistemas imobilizados 

oferece muitas vantagens em relação às células livres incluindo: atividade 

prolongada e estabilidade do biocatalizador; altas densidades de células por 

unidade de volume do bioreator o que conduz a alta produtividade volumétrica da 

fermentação; captação de substrato aumentada e melhoria de rendimento; 

viabilidade de processo contínuo; tolerância aumentada para alta concentração de 

substrato e redução da inibição devido aos produtos formados; viabilidade de 

conduzir fermentações a baixas temperaturas melhorando a qualidade de 

produto; recuperação de produto mais fácil por redução das exigências de 

separação e de filtração, reduzindo assim, o custo de equipamentos e demandas 

de energia; regeneração e reutilização do biocatalizador por períodos estendidos 

em operações em bateladas, sem removê-lo do bioreator e redução do risco de 

contaminação microbiana devido às altas densidades de células.  



  

Bekers et al. (1999) imobilizaram células de S. cerevisiae, em esferas de 

aço inox modificado, para a produção de etanol. Os autores relataram que a 

imobilização aumentava a estabilidade das células e, também, a produção de 

etanol. As células imobilizadas foram utilizadas durante cinco ciclos de 

fermentação sem perda de estabilidade. Kubal; D'Souza (2004) usaram células de 

S. cerevisiae, contendo a enzima catalase e imobilizadas em casca de ovo, para 

remoção de peróxido de hidrogênio em leite. Os autores relataram que as células 

imobilizadas foram capazes de degradar todo o peróxido de hidrogênio durante 10 

reutilizações sem perda de eficiência. Kubal; D'Souza (2004) também relataram 

aumento da termoestabilidade enzimática após a imobilização. Van Der Sluis et 

al. (2001) imobilizaram células da levedura halo-tolerante Candida versatilis e 

Zygosaccharomyces rouxii em gel de oxido de polietileno para a produção de 

“flavor” em molho de soja. Os autores relataram que a imobilização diminuía 

consideravelmente o tempo requerido para o desenvolvimento de “flavor”. 

2.6.1. Imobilização de células em alginato de cálcio 

Alginato é um biopolímero encontrado na natureza extraído, 

principalmente, de algas marrons. Em termos moleculares, o alginato é um 

polissacarídeo linear composto de dois blocos principais formados por unidades 

de ácido manurônico (M) e ácido gulurônico (G) unidos por ligações 1,4 podendo 

variar em composição e seqüência, dependendo da alga de origem (Figura 5). 

 

 

 

 
Figura 5 – Estrutura química do alginato. G é o grupo ácido gulurônico, M é o 
grupo ácido manurônico. 



  

Em presença de cálcio e outros cátions divalentes o alginato apresenta a 

propriedade de formar gel, pois o cálcio induz um efeito cooperativo entre os 

blocos G formando uma rede 3D de acordo com o modelo ‘‘egg-box’’(CLARK ; 

ROSS-MURPHY, 1987)( Figura 6).    

 

Figura 6 – Modelo “Eggs-box” para a foramação do gel de alginato com ions 
cálcio (CLARK ; ROSS-MURPHY, 1987). 

O encapsulamento de biocatalizadores em hidrogel, e mais 

especificamente em cápsulas de gel alginato de cálcio, é uma técnica de 

imobilização que tem sua aplicação amplamente difundida. Ela consiste no 

aprisionamento do biocatalizador dentro de uma cápsula de gel de membrana 

semipermeável a qual fica em contato com solução aquosa (NIGAM et al., 1988). 

A imobilização em gel alginato de cálcio oferece vantagens como 

biocompatibilidade, simplicidade, baixo custo e a imobilização pode ser realizada 

sob condições muito moderadas (GRYTA, 2002). O hidrogel de alginato de cálcio 

é extensamente usado na indústria de alimentos como emulsificante e em 

aplicações biotecnologicas, inclusive na encapsulação de células, ou cultura de 

tecidos (GOMBOTZ; WEE, 1998; SHAPIRO; COHEN, 1997; EISELT et al., 2000; 

MIRALLES et al., 2001).  

O gel de alginato, assim como outros hidrogéis, possui em sua estrutura 

grupos hidrofílicos carregados. Em solução aquosa estes grupos são capazes de 

absorver água com conseqüente aumento de volume das partículas do gel 

(“swelling”). A tendência osmótica e termodinâmica de absorver água é 

contrabalanceada pela força resultante das ligações cruzadas dentro da rede 

tridimensional do gel (SUDIPTO et al., 2002). O ponto de equilíbrio entre as forças 



  

que controlam a absorção ou a liberação de água nos hidrogéis é conhecido 

como equilíbrio de “swelling” (SARAYDIN et al., 2002). Este equilíbrio é afetado 

por alguns estímulos externos como temperatura, pH, concentração do solvente, 

luz e campo magnético (JI et al., 2006). O equilíbrio de “swelling” é uma 

característica muito importante para células imobilizadas em hidrógeis, pois 

parece estar diretamente ligado à capacidade de difusão de substrato e produtos 

dentro da rede tridimensional do gel (SARAYDIN et al., 2002).  

Becerra et al. (2001) estudaram o uso de células de Kluyveromyces lactis, 

contendo a enzima β-galactosidase, imobilizadas em gel de alginato de cálcio, 

para a hidrólise de lactose em leite. Os autores relataram alta atividade de β-

galactosidase nas células imobilizadas, com redução de 99,5% da lactose no leite 

incubado a 30oC, por 30 h. Wang et al. (1998) imobilizaram células de Absidia 

orchidis contendo a enzima β−hidroxilase, em alginato de cálcio, para a síntese do 

antiinflamatório hidrocortisona. Os autores relataram alta estabilidade das células 

imobilizadas que foram utilizadas por 6 vezes sem nenhuma perda significante de 

atividade. Alteriis el al. (2004) imobilizaram células de K. lactis em alginato de 

cálcio para a produção da enzima glucoamilase. Os autores relataram alta 

produção volumétrica de glucoamilase pelas células imobilizadas. Os autores 

também relataram que o nível de produção da enzima glucoamilase pelas células 

de K. lactis imobilizadas em alginato de cálcio se mantinha inalterado durante 

uma semana de uso em bioreator. Ettayebi et al. (2003) imobilizaram células de 

Candida tropicalis em alginato de cálcio para a biodegradação de polifenóis em 

efluente da indústria de óleo de oliva. Os autores relataram que a imobilização em 

alginato de cálcio protegia as células contra os efeitos tóxicos dos fenóis, 

permitido que a capacidade de biodegradação dos fenóis fosse estável por 20 

ciclos de fermentações.  
 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3. MATERIAS E MÉTODOS 

3.1. Microrganismo 

A cepa de D. hansenii utilizada, designada como UFV-1, pertence à 

coleção de leveduras do Laboratório de Fisiologia de Microrganismos-BIOAGRO-

UFV.  

3.2. Manutenção da cultura 



  

A levedura mantida a - 80oC em YPD (1% de extrato de levedura, 2% de 

peptona e 2% de glicose) e glicerol, foi estriada em meio YPD sólido (1,5% ágar), 

incubada em câmara de crescimento, por 24 h a 30oC. As culturas foram mantidas 

a 4oC e utilizadas para obteção do inóculo. 

3.3. Cultivo de Debaryomyces hansenii para produção de α-galactosidases  

A levedura D. hansenii mantida meio YPD sólido, a 4oC, foi ativada em 50 

mL de YPD líquido e incubada em Incubator Shaker Series 25 D New Brunswick, 

200 rpm, por 12-15 h, a 30oC. Após este período, o meio foi centrifugado a 4000 x 

g, por 5 min, a 4oC. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas 

com água peptonada 0,1% (p/v). Posteriormente, as células de D. hansenii foram 

inoculadas (volume equivalente a A600 inicial de 0,1) em meio mineral com extrato 

de levedura (contendo por litro de água destilada, 0,62 g de KH2PO4, 2 g de 

K2HPO4, 1 g de (NH4)2SO4, 0,1 g de MgSO4.7H2O e 5 g de extrato de levedura) – 

contendo 1% (p/v) de galactose e incubadas nas mesmas condições descritas 

acima por 36 h. Após o período de cultivo, as cultura foi centrifugada nas mesmas 

condições já descritas e o precipitado, contendo as células, lavado com água 

peptonada 0,1% (p/v) e armazenado em freezer a - 20°C. 

 

 

3.4. Permeabilização das células de Debaryomyces hansenii UFV-1 

 As células congeladas de D. hansenii foram pesadas e misturadas com 

solução de etanol 50% (v/v), na proporção de 450 µL de solvente para cada 0,2 g 

de célula. A mistura foi mantida, sob agitação à temperatura ambiente, por 

diferentes tempos e velocidades de agitação. Em seguida, a mistura foi 

centrifugada a 5000 rpm em microcentrífuga tipo Eppendorf, por 10 min, a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado e as células secas em estufa por 1 hora a 35°C. 

As células permeabilizadas foram novamente pesadas e a atividade da α-

galactosidase intracelular determinada, conforme descrito no item 3.6.1.  

 



  

3.4.1. Efeito do tempo de permeabilização das células na atividade de α-

galactosidase 
 

As células congeladas de D. hansenii foram pesadas e misturadas com 

solução de etanol 50% (v/v), na proporção de 450 µL de solvente para cada 0,2 g 

de célula. Para a permeabilização das células, a mistura foi mantida à 

temperatura ambiente, pelos tempos de 5, 10 e 15 min. Em seguida, a mistura foi 

centrifugada a 5000 rpm em microcentrífuga tipo Eppendorf, por 10 min, a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado e as células secas em estufa por 1 hora a 35°C. 

As células permeabilizadas foram novamente pesadas e a atividade da α-

galactosidase intracelular determinada, conforme descrito no item 3.6.1.  

3.4.2. Efeito da velocidade de agitação, usada durante a permeabilização das 

células, na atividade de α-galactosidase 

As células congeladas de D. hansenii foram pesadas e misturadas com 

solução de etanol 50% (v/v), na proporção de 450 µL de solvente para cada 0,2 g 

de célula.  

Para permeabilização das células, a mistura foi submetida, por de 5 min, a 

dois tipos de agitação: agitação lenta, feita em agitador de bancada e agitação 

rápida, feita em agitador tipo vortex. Após o tempo de agitação, a mistura foi 

centrifugada a 5000 rpm em microcentrífuga tipo Eppendorf, por 10 min, a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado e as células secas em estufa por 1 hora a 35°C. 

As células permeabilizadas foram novamente pesadas e a atividade da α-

galactosidase intracelular determinada, conforme descrito no item 3.6.1.  

 

3.5. Imobilização das células permeabilizadas de Debaryomyces hansenii 

UFV-1 

 As células congeladas de D. hansenii foram pesadas e misturadas com 

solução de etanol 50% (v/v), na proporção de 450 µL de solvente para cada 0,2 g 

de célula. A mistura foi mantida, sob agitação à temperatura ambiente, por 5 min. 

Em seguida, a mistura foi centrifugada a 5000 rpm em microcentrífuga tipo 



  

Eppendorf, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células secas 

em estufa por 1 hora a 35°C. 

Após terem sido permeabilizadas e secas, as células de D. hansenii foram 

misturadas a uma solução de alginato de sódio 2%, (p/v), previamente 

autoclavada, tendo sido usadas diferentes proporções de células para cada 

grama de alginato de sódio. Cada uma dessas misturas foi adicionada, gota a 

gota, através de agulha de seringa hipodérmica conectada a uma bomba 

peristáltica, em uma solução de CaCl2 0,1 M, para a formação das esferas de 

alginato de cálcio contendo as células imobilizadas. Para melhor formação do 

retículo e estabilização, as esferas foram mantidas na solução de CaCl2 0,1 M, 

por diferentes tempos, a 4°C. Posteriormente, estas foram lavadas com tampão 

acetato de sódio 100 mM, pH 5,0 e armazenadas no mesmo tampão a 4°C, até o 

uso.  

Frações contendo número específico de esferas foram ensaiadas para 

determinação da atividade da α-galactosidase contida nas células imobilizadas de 

D. hansenii UFV-1, conforme descrito no item 3.6.1. O número de partículas 

formadas durante o processo de imobilização foi determinado, multiplicando o 

número médio de esferas formadas durante 1 min pelo tempo total, uma vez que 

o fluxo da bomba peristáltica permaneceu constante durante todo o processo.  

3.5.1. Efeito da relação célula:alginato na atividade da α-galactosidase 

intracelular  

Para estudar o efeito da relação célula:alginato, usada durante a formação 

das esferas de alginato, na atividade da α-galactosidase, as células 

permeabilizadas foram imobilizadas conforme descrito no item 3.5. Foram 

testadas as proporções de 4, 8 e 12 g de células para cada 1 g de alginato. Após 

formação das esferas, a atividade da α-galactosidase foi quantificada, conforme 

descrito no item 3.6.1. 

3.5.2 Efeito do tempo de reticulação das esferas de alginato na atividade da 

α-galactosidase 



  

Depois de formadas, as esferas de alginato foram mantidas em solução de 

CaCl2 2% (p/v) por 15 minutos ou por 12 horas. As esferas foram lavadas com 

tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,0 e armazenadas no mesmo tampão a 

4°C. Foram retiradas 4 esferas para determinação da atividade da α-

galactosidase, conforme descrito no item 3.6.1. 

3.5.3. Determinação do diâmetro das esferas  

Após o procedimento descrito no item 3.5.2, foram retiradas amostras de 

esferas e o diâmetro destas foi determinado com o auxílio de um paquímetro. 

3.5.4. Efeito do tempo de incubação no volume das esferas de alginato 

Para estudar o efeito do tempo de incubação no volume das partículas, 20 

esferas de alginato foram colocadas em proveta volumétrica e imersas em volume 

definido de água destilada. O volume deslocado foi considerado como o volume 

inicial destas partículas. Após a determinação deste volume inicial, as esferas de 

alginato foram incubadas em tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,0 por 2 e 5 h 

na temperatura de 60ºC. Após estes tempos, o volume das esferas foi medido, 

conforme descrito anteriormente. 

3.6. Determinação das atividades enzimáticas 

3.6.1. Atividade de α-galactosidase com o substrato sintético ρNPαGal 

Para a determinação da atividade da α-galactosidase contida nas células 

permeabilizadas livres de D. hansenii, estas foram secas, pesadas e 

ressuspendidas em tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,0. Desta suspensão 

foram retiradas alíquotas de 10 e 20 µL para preparo das diluições usadas na 

determinação da atividade da α-galactosidase. O ensaio enzimático, com volume 

total de 1000 µL, continha 10 a 20 µL da suspensão enzimática, 730 a 740 µL de 

tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,0 e 250 µL da solução de ρNPαGal 2 mM. 

A mistura de reação foi incubada em banho-maria a 50ºC, por 15 min. Após este 

tempo, a reação foi paralisada pela adição de 1 mL de solução de NaOH 0,25 M e 



  

feita a leitura espectrofotométrica a 410 nm. Os valores de absorbância obtidos 

foram transformados em µmoles de ρNP, utilizando uma curva padrão construída 

com solução de ρNP. 

Para a determinação da atividade de α-galactosidase nas células 

imobilizadas, o ensaio enzimático continha os mesmos reagentes descritos acima, 

exceto que 4 esferas de alginato foram usadas em substituição à suspensão de 

células. O ensaio enzimático foi conduzido como descrito anteriormente. 

Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de 

enzima necessária para produzir 1 µmol de ρNP por min, por g de célula, nas 

condições de ensaio.  

 

3.6.2. Atividade de invertase  

Para os ensaios com o substrato sacarose, a atividade enzimática contida nas 

células imobilizadas foi determinada medindo-se a quantidade de açúcar redutor 

produzida com o uso do reagente dinitrossalicilato (DNS) pelo método de Miller (1956). 

A mistura de reação continha 750 µL de tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,0; 250 

µL de solução de sacarose 100 mM e 4 esferas de alginato. O ensaio foi conduzido por 

30 min, a 50oC. Após este período, foi adicionado 1 mL do reagente DNS, as amostras 

foram fervidas por 5 min e deixadas em repouso por 10 min à temperatura ambiente. 

Após este tempo, foram adicionados 2 mL de água e os valores de absorbância, obtidos 

a 550 nm, foram transformados em µmoles de açúcar redutor, utilizando uma curva 

padrão construída com 0 a 2 µmoles de glicose.  

 

3.7. Caracterização enzimática 

3.7.1. Efeito do pH  

Para o estudo do efeito do pH na atividade da α-galactosidase contida nas 

células permeabilizadas livres e imobilizadas de D. hansenii, as condições de 

ensaio foram as mesmas descritas no item 3.6.1, exceto que, o ensaio foi 

realizado em diferentes valores de pH, utilizando-se os seguintes tampões: 

tampão citrato de sódio 200 mM, pH 3,0 e 3,5, tampão acetato de sódio 200 mM, 



  

pH 4,0 e 6,0 e tampão ácido 3-(N-morfolino) propano-sulfônico (MOPS), 200 mM, 

pH 6,5 e 8,0. 

 

3.7.2. Efeito da temperatura 

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade da α-galactosidase, 

contida nas células permeabilizadas livres e imobilizadas de D. hansenii, as 

condições foram as mesma descritas no item 3.6.1, exceto que, o ensaio foi 

realizado em várias temperaturas compreendidas entre 30 e 80oC. 

3.7.3. Análise de termoestabilidade 

Para o estudo da estabilidade térmica da α-galactosidase contida nas 

células permeabilizadas livres de D. hansenii UFV-1, alíquotas de 10 a 20 µL da 

suspensão de células foram adicionadas em um tubo de ensaio contendo 730 a 

740 µL de tampão acetato de sódio 100 mM, pH 4,5 e pré-incubadas nas 

temperaturas de 60 e 70 oC por períodos de 0, 1, 2, 5, 20, 24, 28, 45 e 72 h.  

Após cada tempo de pré-incubação, foi adicionado no mesmo tubo, 250 µL 

de uma solução de ρNPαGal 2 mM preparada em tampão acetato de sódio 100 

mM, pH 5,0. Os ensaios para a atividade de α-galactosidase foram conduzidos 

como descrito no item 3.6.1, exceto que o ensaio foi realizado na temperatura de 

60oC. 

O estudo da estabilidade térmica da α-galactosidase contida nas células 

imobilizadas foi realizado de maneira semelhante, exceto que foram utilizadas 4 

esferas de alginato em cada ensaio. 

Também foi determinada a estabilidade da α-galactosidase contida nas 

células imobilizadas, durante 45 dias, na temperatura de 4oC. A atividade 

enzimática foi determinada conforme descrito anteriormente. 

3.74. Efeito da concentração do substrato na velocidade da reação 

catalisada pela α-galactosidase contida nas células de Debaryomyces 

hansenii UFV-1  



  

Para determinar o efeito da concentração do substrato na velocidade da 

reação catalisada pela α-galactosidase contida nas células permeabilizadas livres 

e imobilizadas de D. hansenii, os ensaios de atividade foram realizados utilizando-

se concentrações crescentes do substrato ρNPαGal, como descrito no item 3.6.1, 

porém na temperatura 60oC, em tampão acetato de sódio 100 mM, pH 4,5  e 

concentrações de 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0 mM para a enzima contida nas 

células permeabilizadas livres e, nas concentrações de 0,10; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; 

4,0; 8,0 mM para a enzima contida nas células permeabilizadas e imobilizadas D. 

hansenii. 

Os valores de KM app e Vmax app foram calculados pela curva de velocidade 

em função da concentração de substrato, Curva de Michaelis-Menten, pelo 

programa Curve Expert, versão 1.3 para Windows (HYAMS, 1997). 

3.8. Ensaio de hidrólise de rafinose com as células de Debaryomyces 

hansenii UFV-1  

A hidrólise de rafinose, catalisada pela α-galactosidase contida nas células 

permeabilizadas livres de D. hansenii, foi avaliada de acordo com o seguinte 

ensaio: em erlenmeyer de 50 mL, foram adicionados 20 mL de solução de 

rafinose 10 mM e 1,4 mL de suspensão de células permeabilizadas (42 U). A 

mistura foi incubada a 50°C, em Incubator Shaker Series 25 D New Brunswick a 

100 rpm, por períodos de 2, 4, 6 e 20 h. O ensaio de hidrólise da rafinose pela α-

galactosidase contida nas células imobilizadas, foi realizado de maneira 

semelhante às células permeabilizadas livres, exceto que foram usados 10,25 g 

de esferas de alginato (1 U). 

Após cada período de incubação, foi retirada uma alíquota da mistura de 

reação e a quantidade de açúcar redutor produzido foi determinada com o uso do 

reagente dinitrossalicilato (DNS) pelo método de Miller (1956). Alíquotas de 50 a 

100 µL da mistura de reação foram colocadas em um tubo de ensaio contendo 

900 a 950 µL de tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5, e adicionado 1 mL do 

reagente DNS. As amostras foram fervidas por 5 min, deixadas em repouso por 

10 min, a temperatura ambiente e, após este tempo, foram adicionados 2 mL de 

água. Os valores de absorbância obtidos a 550 nm foram transformados em 



  

µmoles de açúcar redutor, utilizando uma curva padrão construída com 0 a 2 

µmoles de glicose.  

3.8.1. Ensaio de reutilização das esferas de alginato  

Para testar a capacidade de reutilização das esferas de alginato, após o 

término do experimento descrito no item 3.8, as esferas foram separadas por 

filtração, lavadas com tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,0 e novamente 

incubadas em solução de rafinose 10 mM, conforme descrito no item 3.8.  

Este procedimento foi repetido por mais uma vez, totalizando 2 

reutilizações. 
 

3.9. Hidrólise de RO em leite de soja 

Para o preparo do extrato hidrossolúvel de soja (leite de soja), 50 g de 

sementes de soja foram pesadas, lavadas em água fervente, adicionadas a 400 

mL de água a 80oC e colocadas em liquidificador por 5 min. O leite de soja foi 

filtrado e fervido durante 10 min.  

Alíquotas de 10 mL do leite de soja foram transferidas para erlenmeyers de 

25 mL, em triplicata. Em cada erlenmeyer foram adicionados 0,5 g de esferas de 

alginato (0,05 U) contendo as células imobilizadas e incubados a 60oC, em 

Incubator Shaker Series 25 D New Brunswick, 100 rpm, por períodos de 3, 6, 9 e 

15 h. 

Para a determinação da porcentagem de hidrólise dos RO presentes no 

leite de soja, estas preparações livres das esferas de alginato foram liofilizadas e 

os RO extraídos de 20 a 30 mg do pó obtido. Os teores de RO determinados nos 

extratos tratados com a enzima foram comparados àqueles das amostras não 

tratadas. 

3.10. Extração de RO 

A extração de RO no leite de soja antes e após o tratamento enzimático foi 

conduzida como descrito por Saravitz et al. (1987), com modificações. 

Aproximadamente 20 a 30 mg das amostras liofilizadas foram transferidas para 



  

tubos tipo Eppendorf e utilizadas para o processo de extração dos açúcares 

solúveis. A fração óleo, presente nas amostras foi retirada em 3 extrações 

sucessivas com 1 mL de éter de petróleo, a 42oC, por 5 min. Os açúcares foram 

então extraídos em 3 etapas de tratamento com etanol 80%, a 100oC, por 5 min. 

Após cada extração, feita com éter de petróleo ou álcool 80%, a mistura foi 

submetida à centrifugação em centrífuga tipo Eppendorf 5415C, 14.000 rpm, por 

20 min. O extrato alcoólico total obtido foi evaporado em estufa a 50oC, os 

açúcares foram ressuspendidos em 1 mL de etanol 80% e congelados  a - 20oC. 

Após 24 h, as amostras foram centrifugadas nas mesmas condições já descritas, 

passadas em filtro Millipore de 0,45 micra de diâmetro e armazenadas a - 20oC, 

para posterior análise por CLAE. 

3.11. Determinação do teor de oligossacarídeos por cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE) 

Os RO extraídos do leite de soja tratados e não tratados enzimaticamente, 

foram analisados por CLAE, em cromatógrafo Shimadizu série 10A, equipado 

com detector de índice de refração, uma coluna em aço inox (25 X 0,465 cm) 

contendo a fase estacionária o grupo aminopropil (-NH2). A mistura acetonitrila-

água (80:20) em condições isocráticas foi a fase móvel. As análises foram 

realizadas a 35oC, sob o fluxo de 1 mL/min, e todo o processo foi controlado por 

um computador acoplado ao sistema. 

O método foi padronizado para determinação quantitativa dos açúcares 

solúveis presentes nos produtos derivados da soja. A partir de uma solução 

estoque formada pela mistura dos açúcares sacarose, rafinose e estaquiose nas 

concentrações de 4, 8 e 8% (p/v), respectivamente, foram feitas diluições para 

obtenção das soluções padrão. Cada solução foi injetada no cromatógrafo líquido 

para obtenção das curvas, correlacionando a área do pico com a concentração do 

açúcar na solução. As retas foram obtidas por regressão linear. Um volume de 20 

µL de cada amostra foi injetado no cromatógrafo e cada açúcar presente foi 

identificado e quantificado por comparação com os tempos de retenção e 

concentrações dos açúcares nas soluções padrão. Todos os cálculos foram feitos 

pelo computador acoplado ao sistema de CLAE, equipado com o programa LC-

10, versão 2.2 para Windows. 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Parte 1 

ESTUDO DAS CONDIÇÕES PARA 

PERMEABILIZAÇÃO E IMOBILIZAÇÃO DAS 

CÉLULAS DE Debaryomyces hansenii UFV-1 

 



  

4.1.1. Estudo das condições de permeabilização das células de 
Debaryomyces hansenii UFV-1 

Após o cultivo da levedura D. hansenii em meio apropriado (item 3.3 de 

Material e Métodos), as células foram submetidas a diversos tratamentos, com o 

objetivo de determinar as melhores condições para sua permeabilização e 

posterior imobilização. 

 

4.1.1.1. Tempo de permeabilização das células 

Foi avaliado o efeito do tempo de permeabilização na atividade da α-

galactosidase presente nas células de D. hansenii. As atividades da α-

galactosidase contida nas células permeabilizadas com etanol 50%, pelos tempos 

de 5, 10 e 15 min estão apresentadas na Tabela 1. 

Tabela 1 – Atividade da α-galactosidase contida nas células de D. hansenii UFV-
1, permeabilizadas com etanol 50%, por diferentes tempos. 

Tempo  
(min) 

Atividade enzimática 
(µmol de ρNP min-1 g célula-1) ± DP 

5 64,87 ± 0,38 

10 56,98 ± 0,95 

15 49,50 ± 1,73 

Os valores de atividade de α-galactosidase determinados nos tempos 

testados, mostrou relação inversa com o tempo de permeabilização. Maior 

atividade foi obtida quando as células foram permeabilizadas pelo menor tempo, 5 

min. Nos tempos de 10 e 15 min, a enzima apresentou respectivamente 88 e 76% 

da atividade determinada com 5 mim de permeabilização. Como o aumento do 

tempo de permeabilização resulta em maior período de contato entre a enzima e 

o solvente, uma possível explicação para tal comportamento seria que o maior 

contato com o solvente orgânico, provavelmente resultou em maior 



  

desestabilização da estrutura da enzima, com conseqüente diminuição da 

atividade.  

4.1.1.2. Tipo de agitação e eficiência da permeabilização 

As atividades da α-galactosidase contida nas células de D. hansenii, 

permeabilizadas com etanol 50%, durante 5 min, sob agitação lenta e rápida são 

apresentadas na Tabela 2.  

Tabela 2 – Atividade da α-galactosidase contida nas células de D. hansenii UFV-
1, permeabilizadas com etanol 50%, sob duas velocidades de agitação.  

 

As células permeabilizadas com etanol 50%, durante 5 min, sob agitação 

lenta, apresentam melhores atividades de α-galactosidase em relação às 

permeabilizadas sob agitação rápida.  

4.1.2. Estudo das condições de imobilização das células de Debaryomyces 

hansenii UFV-1  

Após a permeabilização das células de D. hansenii, estas foram 

submetidas a diversos tratamentos, com o objetivo de determinar as melhores 

condições para sua imobilização. 

4.1.2.1. Efeito da relação célula:alginato na atividade de α-galactosidase das 

células imobilizadas 

As células permeabilizadas de D. hansenii foram imobilizadas em gel de 

alginato de cálcio, conforme descrito no item 3.5 de Material e Métodos. Foi 

testada a melhor relação entre a concentração de células e de alginato de sódio 

Agitação 
 

Atividade enzimática 
(µmol de ρNP min-1 g célula-1) ± DP 

Lenta 95,47 ± 1,92 

Rápida 80,59 ± 1,89 



  

utilizados para formação de esferas de alginato, visando maior atividade de α-

galactosidase.  

Tabela 3 - Efeito da relação célula:alginato na atividade da α-galactosidase 
contida nas células imobilizadas de D. hansenii UFV-1.  

Célula:alginato 
(g : g) 

Atividade enzimática  
(µmol de ρNP min-1 esfera-1) 

g cel/ 
esfera 

Atividade enzimática 
(µmol de ρNP min-1 g célula-1) 

4:1 6,56x10-4 7,27x10-4 0,90 

8:1 7,46x10-4 15,09x10-4 0,49 

12:1 8,81x10-4 23,25x10-4 0,37 

Como apresentado na Tabela 3, o aumento da relação célula: alginato 

promoveu um acréscimo, não proporcional, na atividade de α-galactosidase 

expressa por esfera. Entretanto, efeito contrário foi observado, quando a atividade 

de α-galactosidase foi expressa por grama de célula. Como o número de esferas 

de alginato formadas em todas as concentrações testadas foi aproximadamente o 

mesmo, esses resultados demonstraram que à medida que se aumentou a 

relação célula:alginato, a quantidade de célula por esfera aumentou 

proporcionalmente, entretanto a atividade de α-galactosidase não apresentou 

aumento significativo.  Dessa forma, a maior atividade de α-galactosidase por g 

de célula foi determinada quando a relação célula:alginato foi de 4:1. 

Buque et al. (2002), estudando a redução do 3-oxobutanoato de etila a 3-

hidroxibutanoato de etila com células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas 

em alginato de cálcio, relataram que a alta concentração de células por esferas de 

alginato diminuía a taxa de redução e que esse efeito estaria ligado às limitações 

de difusão.  

Uma das grandes vantagens da imobilização de células em alginato é a 

possibilidade de uso de grandes concentrações de células imobilizadas por 

volume de gel. Entretanto, os resultados sugerem que existe um limite entre o 

aumento da concentração de células e a de atividade enzimática presente nas 

células imobilizadas. Uma possível explicação seria o fato de que grandes 

concentrações de células por esfera de alginato parecem aumentar as 



  

dificuldades de difusão, tanto do substrato como do produto, diminuindo assim a 

atividade por grama de célula. 

4.1.2.2. Efeito do tempo de reticulação na atividade de α-galactosidase e no 

diâmetro das esferas de alginato 

Após a formação das esferas de alginato (item 3.5.3 de Material e 

Métodos) estas foram mantidas em solução de cloreto de cálcio para melhor 

formação da rede tridimensional do gel de alginato de cálcio. Após cada tempo de 

reticulação foram retiradas alíquotas e o diâmetro das esferas de alginato 

determinado com o auxílio de um paquímetro. Como representado na Tabela 4, 

não houve alteração do diâmetro das esferas de alginato e da atividade da α-

galactosidase, em função do tempo de reticulação. 

Tabela 4 – Efeito de tempo de reticulação na atividade da α-galactosidase e no 
diâmetro das esferas de alginato 

Tempo de  
reticulação 

Atividade enzimática  
(µmol ρNP min-1 g célula-1) ± DP 

Diâmetro das 
esferas (mm)  

15 min 1,07 ± 0,02 2,3 a 2,8  

12 h 1,08 ± 0,02 2,3 a 2,8  

Ambos os tratamentos apresentaram partículas de 2,3 a 2,8 mm de 

diâmetro, sugerindo não haver influência do fator estudado no diâmetro médio das 

partículas.  
A atividade enzimática foi muito semelhante nas esferas de alginato 

submetidas aos dois tempos de reticulação, mostrando que o cloreto de cálcio 

não tem efeito sobre a atividade da α-galactosidase. Assim, torna-se vantajoso o 

uso do tempo de reticulação de 12 h, pois tempos maiores de maturação em 

cloreto de cálcio, provavelmente proporcionam esferas de alginato com maior 

estabilidade, devido ao fortalecimento da rede tridimensional do gel de alginato.  

Becerra et al. (2001) trabalhando com células de Kluyveromyces lactis 

imobilizadas em alginato, observaram que, com tempo de reticulação de 5 h 



  

foram obtidas partículas com 2,75 mm de diâmetro com alta atividade de β-

galactosidase. 

 

4.1.2.3. Efeito da imobilização das células de Debaryomyces hansenii UFV-1 

na atividade da α-galactosidase 

 O ensaio para o estudo do efeito da imobilização em alginato de cálcio na 

atividade de α-galactosidase das células permeabilizadas de D. hansenii foi 

realizado como descrito no item 3.6 de Material e Métodos, exceto que, o ensaio 

foi realizado em Incubator Shaker Series 25 D New Brunswick a 150 rpm. Como 

apresentado na tabela 5 o valor de atividade da α-galactosidase contida nas 

células permeabilizadas de D. hansenii foi 99,80 µmol de ρNP min-1 g célula-1. 

Entretanto após a imobilização (tabela 5) a atividade enzimática foi 4,90 de ρNP 

min-1 g célula-1, ou seja, uma diminuição de 20,5 vezes no valor de atividade da α-

galactosidase, contida nas células permeabilizadas, após a imobilização.  

Tabela 5 – Efeito de tempo de reticulação na atividade da α-galactosidase e no 
diâmetro das esferas de alginato 

 Atividade enzimática  
(µmol ρNP min-1 g célula-1) ± DP 

Células permeabilizadas
 livres 99,8 ± 5,06 

Células permeabilizadas
 imobilizadas 4,90 ± 0,04 

Jordão et al. (2001), trabalhando com células de Kluyveromyces lactis  

contendo β-galactosidase, relataram diminuição de 4,5 vezes na atividade de β-

galactosidase após a imobilização em alginato. 

A baixa capacidade de difusão é uma característica exibida por sistemas 

de imobilização em alginato, devido ao alto grau de ligações cruzadas da rede 

tridimensional deste gel, o que acaba por limitar a taxa de difusão tanto do 

substrato como também do produto (FLORIDO et al., 2001).  



  

Entretanto, a baixa atividade enzimática dos sistemas de imobilização em 

alginato pode ser compensada pela capacidade reutilização, a qual leva a um 

aumento da produtividade final desses sistemas.  
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4.2. Caracterização enzimática 

4.2.1. Efeito do pH 

Atividades de α-galactosidase consideráveis, acima de 80%, foram 

determinadas na faixa de pH entre 3,0 e 5,5, entretanto, a atividade máxima foi 

encontrada em pH 4,5. Em valores de pH acima de 6,5 a atividade reduziu 

drasticamente, sendo que a menor atividade foi observada em pH 8,0, 6% da 

atividade máxima (Figura 6). 
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Figura 6 - Efeito do pH na atividade da α-galactosidase contida nas células de D. 
hansenii UFV-1, a 50oC. 

A α-galactosidase extracelular de Aspergillus oryzae estudada por 

Prashanth; Mulimani (2004) apresentou pH ótimo igual a 4,8. Kotwal et al. (1999) 

relataram valor de pH ótimo igual a 5,0 para a α-galactosidase intracelular do 

fungo Humicola sp. Viana (2005) trabalhando com α-galactosidase intracelular 

purificada de D. hansenii encontrou valor de pH ótimo igual a 5,0.  

Em pH 3,0 e 7,5, a α-galactosidase contida nas células permeabilizadas 

mantiveram 80 e 29% de sua atividade máxima, respectivamente. Por outro lado, 

a α-galactosidase intracelular purificada de D. hansenii manteve 57 e 0% da 

atividade máxima, nesses respectivos valores de pH (VIANA, 2005). Isso sugere 



  

que o confinamento da α-galactosidase nas células de D. hansenii permitiu a 

maior estabilidade desta enzima nos valores de pH testados, quando comparada 

com a enzima intracelular pura.  

4.2.2. Efeito da temperatura 

Maiores atividades de α-galactosidase, acima de 68%, foram detectadas 

entre as temperaturas de 45 e 65oC, entretanto, a temperatura ótima foi de 60oC. 

Em valores acima de 60oC a atividade enzimática diminuiu drasticamente, 

atingindo nulidade a partir de 80oC (Figura 7). 
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Figura 7 - Efeito da temperatura na atividade da α-galactosidase contida nas 
células de D. hansenii UFV-1, em pH 5,0. 

A temperatura ótima relatada por Kotwal et al. (1999) para a α-

galactosidase intracelular de Humicola sp foi de 65oC. Cavazzoni et al. (1987) 

determinaram a temperatura ótima da α-galactosidase intracelular da levedura 

Candida javanica de 75oC.  

Viana (2005) determinou a temperatura ótima da α-galactosidase 

intracelular purificada de D. hansenii como sendo 55oC. Em comparação com os 

resultados obtidos por Viana, a enzima contida nas células permeabilizadas de D. 



  

hansenii foi mais estável em temperaturas mais altas. A 65oC, a α-galactosidase 

contida nas células permeabilizadas manteve 82% de sua atividade máxima, 

enquanto que a enzima purificada manteve apenas 62% da sua atividade máxima 

(VIANA, 2005). Na temperatura de 70oC, enquanto a enzima contida nas células 

permeabilizadas manteve 62% da atividade máxima, a enzima purificada 

apresentou atividade nula (VIANA, 2005). Os resultados encontrados sugerem 

que o confinamento da α-galactosidase nas células de D. hansenii permitiu uma 

maior estabilidade desta enzima frente à temperaturas elevadas, permitindo assim 

uma maior atividade na faixa de temperatura de 65 a 80oC, em relação a enzima 

intracelular purificada.  

4.2.3. Análise da termoestabilidade 

Para os ensaios de termoestabilidade, amostras enzimáticas foram pré-

incubadas nas temperaturas de 60 e 70oC, por vários tempos. A α-galactosidase 

contida nas células permeabilizadas de D. hansenii manteve 82% de sua 

atividade original quando pré-incubada a 60oC, por um período de 5 h, perdendo 

74% de sua atividade com 45 h de incubação. A 70oC a enzima manteve 72% de 

sua atividade original por 1 h e manteve 42% de sua atividade após 20 h. Para 

ambas as temperaturas de incubação a enzima manteve 25% de sua atividade 

após 72 h (Figura 8). 

Viana (2005) trabalhando com a α-galactosidase intracelular purificada de 

D. hansenii relatou que a enzima mantinha apenas 53% de sua atividade original 

quando pré-incubada a 65oC por 30 min, sendo inativada após 3 h de incubação 

nessa temperatura. A α-galactosidase contida nas células permeabilizadas de D. 

hansenii, quando comparada com a enzima purificada (VIANA, 2005), demonstrou 

ser muito mais termoestável, mantendo 60% de sua atividade inicial quando 

incubada por 5 h a 70oC. Estes resultados sugerem que o confinamento da α-

galactosidase nas células permeabilizadas de D. hansenii tornou a enzima mais 

resistente a longos períodos de incubação sob altas temperaturas. Esse aumento 

na estabilidade da α-galactosidase provavelmente se deve ao efeito do ambiente 

intracelular, mantido nas células permeabilizadas. 
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Figura 8 – Efeito da temperatura na estabilidade da α-galactosidase contida nas 
células de D. hansenii UFV-1. As amostras foram pré-incubadas nas temperaturas 
de 60°C (•) e 70°C (ο). As atividades relativas foram calculadas considerando-se 
atividade sem pré-incubação como 100% 

4.2.4. Efeito da concentração do substrato na velocidade da reação 

catalisada pela α-galactosidase contida nas células permeabilizadas de 

Debaryomyces hansenii UFV-1 
 

O efeito da concentração do substrato ρNPαGal na velocidade da reação 

catalisada pela α-galactosidase contida nas células permeabilizadas livres de D. 

hansenii, foi determinado pela curva de Michaelis-Menten (item 3.7.4 de Material 

e Métodos). 

Os valores da constante cinética KM app e da velocidade máxima Vmax app 

para este substrato foram 0,30 mM e 350 µmol de ρNP min-1 g de célula-1 

respectivamente (Figura 9). 

 

 

 

 

 



  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 9 – Efeito da concentração do substrato ρNPαGal na velocidade da reação 
catalisada pela α-galactosidase contida nas células permeabilizadas de D. 
hansenii UFV-1. 

Kotwal et al. (1999), relataram valor da KM para α-galactosidase intracelular 

de Humicola sp. de 0,28 mM, com o ρNPαGal. 

De acordo com Viana (2005), o valor da KM para a α-galactosidase 

intracelular purificada de D. hansenii determinado com ρNPαGal foi 0,32 mM, 

valor muito próximo do obtido para a enzima contida nas células permeabilizadas 

(0,30 mM). Este fato sugere que processo de permeabilização das células com 

etanol 50% (v/v) não alterou a conformação da enzima e sua afinidade pelo 

substrato, mantendo aproximadamente o mesmo valor de KM. 
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4.3. Caracterização enzimática 

4.3.1. Efeito do pH 

A influencia do pH na atividade da α-galactosidase, contida nas células 

imobilizadas de D. hansenii, foi estudada na faixa compreendida entre 3,0 e 8,0. 

Atividades consideráveis, acima de 80% da atividade máxima, foram encontradas 

na faixa de pH entre 4,0 e 7,0, com a atividade máxima em pH 4,0. Em pH abaixo 

de 4,0 a atividade foi drasticamente reduzida sendo que a menor atividade foi 

encontrada em pH 3,0. Em pH 8,0 a enzima manteve 66% da atividade máxima 

(Figura 10). 
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Figura 10 - Efeito do pH na atividade da α-galactosidase contida nas células 
imobilizadas de D. hansenii UFV-1, a 50°C. 

Comparando as α-galactosidases contidas nas células permeabilizadas 

livres e imobilizadas de D. hansenii (Figura 11), foi observado que a enzima 

contida nas células imobilizadas manteve 67% de sua atividade máxima em pH 

8,0 enquanto que a enzima contida nas células livres manteve apenas 6% de sua 

atividade máxima, nesse pH. A enzima contida nas células imobilizadas 

apresentou valor de pH ótimo igual a 4,0, ligeiramente mais ácido que o valor de 

4,5 apresentado para a atividade máxima da enzima contida nas células 

permeabilizadas livres de D. hansenii . Entretanto a enzima contida nas células 



  

livres manteve 80% sua atividade original em pH 3,0, enquanto que a enzima 

contida nas células imobilizadas manteve apenas 28% sua atividade máxima, 

nesse pH.  
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Figura 11 - Efeito do pH na atividade das enzimas α-galactosidase contida nas 
células imobilizadas (•) e livres (ο) de D. hansenii UFV-1. As atividades relativas 
foram calculadas considerando-se a atividade obtida no pH ótimo de cada enzima 
como 100%. 

Mudança do valor de pH ótimo para um valor mais ácido, após a 

imobilização em alginato de cálcio, também foi relatado por Adami et al. (1988) 

para células de Trichosporon pullulans utilizadas na hidrólise do dissacarídeo 

celobiose. Segundo esse autor, esta mudança pode ser explicada, em parte, 

pelo efeito do micro ambiente na matriz do gel de alginato de cálcio, 

particularmente devido à presença de cargas positivas dos íons Ca++ no suporte.  

4.3.2. Efeito da temperatura 

O efeito da temperatura na atividade da α-galactosidase contida nas 

células imobilizadas de D. hansenii foi testado na faixa entre 30 e 80oC. 

De acordo com os resultados, verificou-se que a elevação da temperatura 

promoveu aumento da atividade enzimática, atingindo o máximo em 70oC. Após 



  

este valor, aumentos na temperatura resultaram em diminuição da atividade 

enzimática. Na temperatura de 80oC, a enzima manteve 82% da sua atividade 

máxima (Figura 12). 
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Figura 12 - Efeito da temperatura na atividade da α-galactosidase contida em 
células imobilizadas de D. hansenii UFV-1, em pH 5,0. 

Como apresentado na Figura 13, na temperatura ótima da α-galactosidase 

contida nas células imobilizadas, 70oC, a enzima contida nas células livres 

manteve apenas 46% de sua atividade máxima. Na temperatura de 80oC, α-

galactosidase contida nas células imobilizadas manteve 82% de sua atividade 

máxima, enquanto que a enzima contida nas células livres não possuía mais 

atividade. Como apresentado na Figura 13, a α-galactosidase contida nas células 

imobilizadas apresentou atividade máxima na temperatura de 70oC, enquanto que 

para a enzima contida nas células livres a temperatura ótima foi 60oC, ou seja, 

uma mudança de 10 unidades na temperatura ótima das α-galactosidases.  
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Figura 13 - Efeito da temperatura na atividade das α-galactosidases contidas nas 
células imobilizadas (•) e livres (ο) de D. hansenii UFV-1. As atividades relativas 
foram calculadas considerando-se a atividade obtida na temperatura ótima de 
cada enzima como 100%. 

Comportamento muito semelhante foi relatado por Viana (2005) para as α-

galactosidases extracelulares de D. hansenii, livre e imobilizada em sílica. 

Entretanto o valor de temperatura ótima da enzima extracelular imobilizada foi de 

80oC, superior ao valor de 70oC encontrado para α-galactosidase contida nas 

células de D. hansenii imobilizadas em alginato. Prashanth; Mulimani (2004) 

também relataram mudança no valor de temperatura ótima para a α-galactosidase 

extracelular de Aspergillus oryzae, a qual mudou de 50 para 57oC, quando a 

enzima foi imobilizada em alginato de cálcio.  

Esses resultados sugerem que a imobilização em alginato de cálcio, tanto 

de enzimas como das células contendo essas enzimas, protege a enzima contra 

os efeitos deletérios de altas temperaturas, conferindo uma maior estabilidade a 

essas moléculas. 

4.3.3. Análise da termoestabilidade 

Para os ensaios de termoestabilidade, amostras enzimáticas foram pré-

incubadas nas temperaturas de 60 e 70oC, por vários tempos. Inicialmente, foi 

observado aumento na atividade enzimática quando as células imobilizadas foram 

pré-incubadas por 5 h a 60oC. A enzima apresentou 213% da sua atividade 



  

original após 72 h, a 60oC (Figura 14). Aumento semelhante da atividade 

enzimática foi observado quando as células imobilizadas foram pré-incubadas por 

5 h na temperatura de 70oC. A enzima exibiu 157% da sua atividade original após 

incubação a 70oC, por 72 h. (Figura 14). 
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Figura 14 – Efeito da temperatura na estabilidade da α-galactosidase contida nas 
células imobilizadas de D. hansenii UFV-1. As amostras foram pré-incubadas nas 
temperaturas de 60°C (•) e 70°C (ο). As atividades relativas foram calculadas 
considerando-se atividade sem pré-incubação como 100% 

Durante os ensaios de termoestabilidade foi observado que o volume das 

esferas de alginato aumentava conforme o tempo de pré-incubação, havendo 

aumentos de 50 e 100% do volume, com 2 e 5 h de incubação, respectivamente. 

O gel de alginato, assim como outros hidrogéis, possui em sua estrutura grupos 

hidrofílicos carregados. Em solução aquosa estes grupos são capazes de 

absorver água, com conseqüente aumento de volume das partículas do gel 

(SUDIPTO et al., 2002). A tendência termodinâmica de absorver água é 

aparentemente contrabalanceada pela força resultante das ligações cruzadas 

dentro da rede tridimensional do gel. A transferência das esferas de alginato de 

alginato da temperatura de armazenamento, 4ºC, para as temperaturas dos 

ensaios, 60 e 70ºC, certamente promoveu um aumento da energia (térmica e 



  

cinética) das moléculas do gel. A energia doada a essas moléculas 

provavelmente foi suficiente para romper algumas das ligações cruzadas entre os 

átomos de cálcio e as moléculas do alginato. A diminuição do número dessas 

ligações cruzadas leva ao afrouxamento da rede tridimensional facilitando a 

absorção de água pelo gel.  

Dessa forma, o aumento da atividade de α-galactosidase observado 

quando as esferas de alginato foram pré-incubadas a 60 e 70ºC, provavelmente 

foi decorrente do aumento do volume das esferas de alginato, devido ao aumento 

do tamanho dos poros dentro da matriz do gel de alginato, o que levou à 

diminuição das dificuldades de difusão de substrato e produto.  

Saraydin et al., (2002) trabalhando com células de Saccharomyces 

cerevisiae imobilizadas em gel de acrilamida-ácido maléico para produção de 

álcool etílico, relataram que a produção do álcool aumentava, conforme crescia a 

capacidade do gel de absorver água e inchar (“swelling”), provavelmente devido a 

maior facilidade de transporte de nutrientes para dentro do gel. 

A atividade da α-galactosidase contida nas células imobilizadas de D. 

hansenii também foi avaliada na temperatura de 4°C, durante 45 dias. Após este 

período a enzima manteve 89% de sua atividade original.  

4.3.4. Efeito da concentração do substrato na velocidade da reação 

catalisada pela α-galactosidase contida nas células permeabilizadas e 

imobilizadas de Debaryomyces hansenii UFV-1 

O efeito da concentração do substrato ρNPαGal na velocidade da reação 

catalisada pela α-galactosidase contida nas células permeabilizadas e 

imobilizadas de D. hansenii, foi determinado pela curva de Michaelis-Menten. 

Os valores de KM app. e da velocidade máxima Vmax app para este substrato 

foram 0,82 mM e 3,88 µmol de ρNP min-1 g célula-1 respectivamente (Figura 15). 
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Figura 15 – Efeito da concentração do substrato ρNPαGal na velocidade da 
reação catalisada pela α-galactosidase contida nas células imobilizadas de D. 
hansenii UFV-1. 

Como apresentado na Figura 9, a α-galactosidase contida nas células 

permeabilizadas livres apresentou um valor da KM app menor, 0,30 mM, para o 

substrato ρNPαGal quando comparado com o valor de 0,82 mM para a enzima 

contida nas células permeabilizadas e imobilizadas (Figura 15). Prashanth; 

Mulimani (2004) também relataram alteração de 0,83 para 1,42 mM no valor da 

KM app para o substrato ρNPαGal, quando a α-galactosidase extracelular de 

Aspergillus oryzae foi imobilizada em alginato de cálcio. Segundo Bodalo et al. 

(1991), o valor da KM aumentava de 0,28 para 0,44 mM após a imobilização da 

enzima β-galactosidase em alginato de cálcio.  
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4.4.1. Hidrólise do oligossacarídeo rafinose pela α-galactosidase contida nas 

células de Debaryomyces hansenii UFV-1 

Para estudar a capacidade de hidrólise do oligossacarídeo rafinose pela 

enzima α-galactosidase contida nas células permeabilizadas, livres e imobilizadas 

de D. hansenii, os ensaios de hidrólise foram realizados conforme descrito no item 

3.8 de Material e Métodos e a eficiência da hidrólise avaliada através da 

quantificação de açúcar redutor formado, conforme o item 3.6.2 de Material e 

Métodos. 

4.4.1.1. Hidrólise de rafinose pela α-galactosidase contida nas células 

permeabilizadas de Debaryomyces hansenii UFV-1  

A α-galactosidase contida nas células permeabilizadas livres de D. hansenii 

reduziu 66,50% da concentração de rafinose com em 2 h de ensaio. Com 4 h e 6 

h de ensaio, a concentração de rafinose foi reduzida em 76,08 e 78,54%, 

respectivamente, e com 20 h, 96,34% da rafinose em solução foi hidrolisada 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Hidrólise da rafinose 10 mM pela α-galactosidase contida em células 
permeabilizadas livres de D. hansenii UFV-1.  

Tempo de 
hidrólise  

(h) 

Concentração de açúcar 
redutor 

(mM) ± DP 

Redução de 
rafinose 

(%) 

0 0,00  0,00 

2 6,65 ± 0,21 66,50 

4 7,61 ± 0,11 76,08 

6 7,85 ± 0,10 78,54 

20 9,63 ± 0,19 96,34 

 



  

Esses resultados mostram que as duas primeiras horas de ensaio foram as 

mais efetivas para a hidrólise da rafinose. 

Uma possível explicação para a diminuição da taxa de reação seria a 

inibição da α-galactosidase contida em células de D. hansenii pela galactose 

formada e acumulada em solução, como produto da reação de hidrólise da 

rafinose. Galactose é descrita como um inibidor de várias α-galactosidases. 

Prashanth; Mulimani (2004) relataram que a α-galactosidase extracelular de 

Aspergillus oryzae apresentou comportamento semelhante para a hidrólise dos 

oligossacarídeos de rafinose em leite de soja, provavelmente devido ao efeito de 

inibição pelo produto galactose. Guimarães et al. (2001) e Viana (2005) 

estudando o efeito de vários açúcares na atividade das α-galactosidases de soja 

e purificada de D. hansenii relataram que D-galactose foi um inibidor competitivo e 

acompetitivo, respectivamente.  

Também a diminuição do poder de hidrólise pode ter sido devido à 

crescente perda da estabilidade da enzima, decorrente do longo período de 

incubação em temperatura elevada, uma vez que a enzima manteve 

aproximadamente 50% de sua atividade quando incubada por 20 h a 60°C. 

4.4.1.2. Hidrólise da rafinose pela α-galactosidase contida nas células 

permeabilizadas e imobilizadas de Debaryomyces hansenii UFV-1  

A α-galactosidase contida nas células permeabilizadas e imobilizadas de D. 

hansenii, durante a primeira utilização, foi capaz de reduzir 53,92% da 

concentração de rafinose com 2 h de ensaio. Com 4 h e 6 h, a concentração de 

rafinose foi reduzida em 56,92 e 61,86%, respectivamente, e após 20 h, 75,54% 

da rafinose em solução foi hidrolisada (Tabela 7). 

 

 

 

Tabela 7 - Hidrólise da solução de rafinose 10 mM pela α-galactosidase contida 
em células imobilizadas de D. hansenii UFV-1, durante a primeira utilização.  



  

Tempo de
hidrólise 

(h) 

Concentração de açúcar 
redutor 

(mM) ± DP 

Redução de 
rafinose 

(%) 

0 0,00  0,00 

2 5,39 ± 0,14 53,92 

4 5,69 ± 0,08 56,92 

6 6,19 ± 0,07 61,86 

20 7,55 ± 0,19 75,54 

Esses dados mostram que a α-galactosidase contida nas células 

imobilizadas apresentou comportamento semelhante ao descrito para a α-

galactosidase contida nas células permeabilizadas livres de D. hansenii (Tabela 

6), sendo mais eficiente nas primeiras horas de ensaio. 

Como apresentado nas Tabelas 6 e 7, a α-galactosidase contida em células 

livres de D. hansenii reduziu 96,34% da concentração de rafinose em 20 h de 

ensaio, enquanto que a enzima contida nas células imobilizadas, nesse mesmo 

tempo, reduziu 75,54% na primeira utilização (Tabela 7). Apesar de ter 

apresentado um menor percentual de redução de rafinose, o que pode ser 

explicado pela dificuldade de difusão de substratos e produtos em decorrência do 

processo de imobilização das células em alginato, as células imobilizadas podem 

ser reutilizadas, tornando o processo geral mais eficiente e vantajoso. 

Dessa forma, foi avaliada a eficiência de hidrólise da rafinose, reutilizando 

mais duas vezes as células imobilizadas de D. hansenii (Tabelas 8 e 9).  

 

 

Tabela 8 - Hidrólise da solução de rafinose 10 mM pela α-galactosidase contida 
em células imobilizadas de D. hansenii UFV-1, durante a segunda utilização.  

Tempo de 
Hidrólise  

(h) 

Concentração de açúcar 
Redutor  

(mM) ± DP 

Redução de 
Rafinose  

(%) 



  

0 0,00  0,00 

2 5,36 ± 0,04 53,60 

4 5,70 ± 0,44 57,00 

6 5,70 ± 0,49 57,00 

20 5,78 ± 0,30 57,82 

Tabela 9 - Hidrólise da solução de rafinose 10 mM pela α-galactosidase contida 
em células imobilizadas de D. hansenii UFV-1, durante a terceira utilização.  

Tempo de 
hidrólise  

(h) 

Concentração de açúcar 
redutor 

(mM) ± DP 

Redução de 
rafinose 

(%) 

0 0,00  0,00 

2 5,65 ± 0,02 56,50 

4 5,72 ± 0,11 57,20 

6 5,85 ± 0,12 58,50 

Como mostrado nas Tabelas 8 e 9, mesmo com três utilizações das células 

imobilizadas, não houve perda expressiva da capacidade de hidrólise do açúcar 

rafinose. Esses dados confirmam que a perda da atividade enzimática decorrente 

do processo de imobilização das células em alginato pode ser compensada pela 

reutilização das mesmas.  

Alteriis el al. (2004) trabalhando com células de Kluyveromyces lactis 

imobilizadas em alginato de cálcio, para a produção da enzima glucoamilase, 

relataram que o nível de produção da enzima pelas células imobilizadas se 

mantinha inalterado durante uma semana de uso em bioreator. Wang et al. (1998) 

trabalhando com células de Absidia orchidis contendo a enzima  β-hidroxilase e 

imobilizadas em alginato de cálcio, para a síntese do antiinflamatório 

hidrocortisona, relataram alta estabilidade das células imobilizadas que foram 

utilizadas por 6 vezes sem nenhuma perda significante de atividade. Ettayebi et 

al. (2003), imobilizaram células de Candida tropicalis em alginato de cálcio, para a 

biodegradação de polifenóis em efluente da indústria de óleo de oliva. Os autores 



  

relataram que a imobilização em alginato cálcio protegia as células contra os 

efeitos tóxicos dos fenóis, permitido que a capacidade de biodegradação dos 

fenóis fosse estável por 20 ciclos de fermentações. 

4.4.2. Hidrólise de RO em extrato hidrossolúvel de soja pela α-galactosidase 

contida nas células imobilizadas de Debaryomyces hansenii UFV-1 

Uma vez que foram estabelecidas a melhores condições de 

permeabilização e imobilização das células de D. hansenii, as células 

permeabilizadas e imobilizadas foram avaliadas quanto à capacidade em reduzir 

os oligossacarídeos de rafinose (RO) presentes no leite de soja. O ensaio para 

hidrólise de RO presentes no leite de soja foi realizado conforme descrito no item 

3.10, seguido da extração de RO (item 3.11) e análise de RO por CLAE (item 

3.12). A eficiência da hidrólise foi avaliada pela redução dos níveis dos RO 

presentes no leite de soja, em função do tempo de incubação com as células 

imobilizadas.  

 Os resultados estão apresentados na Figura 16 e os valores das 

porcentagens de redução dos RO estão mostrados na Tabela 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16 - Cromatograma comparativo da hidrólise de RO no leite de soja pela 
enzima α-galactosidase contida nas células imobilizadas de D. hansenii nos 
tempos 0 h (A), 3 h (B) e 6 h (C).  

 

 

Tabela 10 – Concentração dos açúcares solúveis presentes no leite de soja 
tratado com a enzima α-galactosidase contida nas células imobilizadas de D. 
hansenii  

Tempo de hidrólise 
(h) 

Concentração 
(mg%)* ± DP 

 Rafinose Estaquiose Sacarose 

0 0,79 ± 0,05 5,84 ± 0,99 8,78 ± 0,47 

3 0,59 ± 0,04 0,39 ± 0,03 9,22 ± 2,36 



  

6 0,0  0,0 11,75 ± 0,77 

* mg de açúcar por 100 mg de extrato seco 

O tratamento utilizado permitiu a redução de 25,57% dos teores de rafinose 

e 93,23% dos teores de estaquiose presentes no leite de soja, com 3 h de 

incubação a 60oC (Tabela 10). No período de 6 h de incubação a 60oC, 100% da 

rafinose e da estaquiose presentes no leite de soja foram hidrolisadas. Em 

concordância, os teores de sacarose, produto da hidrólise dos RO pela α-

galactosidase, aumentaram (Figura 16), indicando principalmente atividade de α-

galactosidase e não de invertase no processo. Esses resultados confirmaram o 

potencial das células permeabilizadas e imobilizadas de D. hansenii na redução 

dos teores desses açúcares no leite de soja.  

As condições de tratamento do leite de soja estabelecidas nesse estudo, 

particularmente a permeabilização das células de D. hansenii anterior à 

imobilização, associada a agitação empregada durante o tratamento (100 rpm), 

provavelmente foram fatores que facilitaram o transporte dos substratos rafinose e 

estaquiose presentes no leite de soja para o interior das células, sendo estes 

hidrolisados pela α-galactosidase intracelular, e os produtos liberados no meio.  

Viana (2005) utilizando células permeabilizadas de D. hansenii para 

hidrólise dos RO no leite de soja, relatou redução de 70% e 100% dos teores de 

rafinose e estaquiose, respectivamente, após 6 h de incubação a 60oC.  

Prashanth; Mulimani (2004) relataram que a α-galactosidase extracelular de 

Aspergillus oryzae imobilizada em alginato de cálcio foi capaz de reduzir 81% dos 

oligossacarídeos de rafinose em 12 h a 50oC. A α-galactosidase de Gibberella 

fujikuroi imobilizada em gel de poliacrilamida reduziu 66% dos oligossacarídeos 

de rafinose após 3 h de incubação a 50oC (THIPPESWAMY; MULIMANI, 2002).   

O processamento dos RO presentes no leite de soja, utilizado as células 

permeabilizadas e imobilizadas de D. hansenii demonstrou ser bastante eficiente, 

podendo ser altamente vantajoso para a indústria, pois elimina as etapas de 

extração e purificação da enzima, aumentando a praticidade do processo, 

gerando economia de tempo e de custos.  

Esse processo também é bastante seguro, o que é extremamente 

interessante, visto que se destina à aplicação no tratamento de alimentos para 



  

consumo humano e animal. Além da levedura D. hansenii não ser patogênica, o 

alginato, utilizado como suporte na imobilização das células, também não é 

tóxico, sendo ambos, levedura e alginato já encontrados normalmente em 

alimentos processados.  

 



  

5. CONCLUSÕES 

 Tratamentos excessivos para permeabilização das células da levedura, 

como excesso de agitação e ou tempo de contato prolongado com o 

solvente, levaram a diminuição da atividade de α-galactosidase.  

 As células permeabilizadas apresentaram diminuição na atividade de α-

galactosidase após a imobilização em alginato de cálcio.  

 A imobilização das células permeabilizadas em alginato de cálcio 

promoveu alteração nos valores de pH e temperatura ótimos da α-

galactosidase intracelular. 

 A α-galactosidase contida nas células permeabilizadas, livres ou 

imobilizadas apresentaram atividades máximas em pH ácido. 

 A α-galactosidase, contida nas células permeabilizadas livres ou 

imobilizadas, demonstrou alta termoestabilidade. 

 Incubação, em altas temperaturas, das células permeabilizadas e 

imobilizadas, promoveu aumento da atividade de α-galactosidase. 

  A α-galactosidase contida nas células permeabilizadas e imobilizadas de 

D. hansenii foi eficiente na hidrólise dos RO presentes no extrato 

hidrossolúvel de soja, sugerindo grande potencial na utilização industrial, 

para processamento destes açúcares. 
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