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A dextransucrase € uma enzima que atua em reagdes de transglicosilacdo, e que em
condi¢cdes adequadas, produz oligossacarideos. Esses sdo ingredientes considerados
prebidticos, ndo digeriveis no estbmago e que, quando digeridos no intestino, estimulam
seletivamente bactérias da microbiota intestinal, beneficiando o organismo hospedeiro. A
fim de viabilizar a utilizagdo em escala industrial da dextransucrase, a imobilizagdo da
enzima em suportes solidos apresenta-se como uma técnica vantajosa para que 0
biocatalisador tenha maior estabilidade e, ainda, para que possa ser facilmente recuperado
do meio reacional. A quitosana é o principal derivado da quitina, a qual é subproduto da
indUstria de alimentos, capaz de ser ativada com glutaraldeido, tornando-se um possivel
suporte solido para imobilizacdo de enzimas. Deste modo, o presente trabalho teve como
principal objetivo a imobilizagio da dextransucrase em esferas de quitosana ativadas com
glutaraldeido e aplicacédo para sintese de oligossacarideos. Como objetivos especificos,
as estabilidades térmica e operacional da enzima imobilizada foram avaliadas. A enzima
dextransucrase foi produzida pelo microrganismo Leuconostoc mesenteroides B-512F
em biorreator, visando maior producgéo. Para a producdo do suporte, a quitosana foi
dissolvida em solucdo acida, e, ap0s, essa solucdo foi gotejada em uma solucéo basica de
coagulacdo, obtendo assim as esferas de quitosana. Para ativacdo, as esferas foram
suspensas em glutaraldeido 5 % (v/v) por 3 h sob agitacdo suave. Apos, as esferas ja ativas
foram lavadas com &gua destilada e armazenadas a 4 °C. Previamente & imobilizag&o, a
camada de dextrana, que dificulta o0 acesso aos grupos reativos da enzima pelos grupos
reativos do suporte, foi removida por meio de hidrélise pela dextranase fungica —
Dextranase Plus L, sob agitacdo suave a 4 °C por 8 h. A imobilizacdo foi realizada pela
incubacdo das esferas de quitosana com a solucdo enzimatica diluida em tampéo acetato
de sodio 50 mM, pH 5,2 (400 mg proteina/g suporte) sob agitacao suave a 4 °C por 16 h.
A estabilidade térmica foi testada a 40 °C e 50 °C pela incubagéo da enzima imobilizada
somente em tampdo acetato de sdédio 50 mM, pH 5,2, e em tampéo contendo 100 mM de
glicose ou 100 mM de maltose. A atividade enzimatica foi medida a partir da hidrélise da
sacarose em acucares redutores, posteriormente quantificados pelo método com acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS). Ja para o teste de estabilidade operacional, reusos foram
realizados com uma solucdo (100 mM de sacarose e 600 mM maltose, dissolvidos em
tampdo acetato de sddio 20 mM, pH 5,2) a 30 °C por 3 h. Apds cada ciclo, a enzima
imobilizada foi filtrada e lavada, e reutilizada em nova reacdo. Os produtos foram
quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Ao avaliar os
resultados, verifica-se que a imobilizacdo aumentou em até 18 e 10 vezes a estabilidade
térmica do biocatalisador a 40 °C e 50 °C, respectivamente. Em relacdo a estabilidade
térmica para ambas temperaturas, é possivel observar que o tempo de meia-vida, quando
utilizado glicose ou maltose, aumenta consideravelmente, o que é explicado pela possivel
manutencdo conformacional da enzima por esses agucares, 0 que confere protecdo a
temperaturas mais elevadas. J& quanto aos resultados da estabilidade operacional,
verifica-se que a dextransucrase imobilizada manteve, aproximadamente, 40 % ao final
do 10° ciclo. A imobilizacdo da dextransucrase em esferas de quitosana ativadas com
glutaraldeido foi obtida com éxito. Além disso, o biocatalisador imobilizado mostrou-se
estavel termicamente e operacionalmente, sendo uma opcao para a producéo de isomalto-
oligossacarideos. Em relacdo & minha participacéo no presente trabalho, essa foi ativa nas
etapas de producdo da dextransucrase, producdo e ativacdo das esferas de quitosana,
imobilizacdo da enzima, bem como na realizagcdo dos experimentos para avalicdo das
estabilidades térmica e operacional da dextransucrase imobilizada.



