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As Dextransucrases sdo enzimas responsaveis pela sintese de polimeros de
dextrana e de oligossacarideos. Estes produtos possuem um amplo valor industrial,
em industrias farmacéuticas e de alimentos. Para a aplicagdo em grande escala, é
desejavel a imobilizagdo, uma vez que essa ferramenta possui vantagens como a
facilidade na separacéo da enzima dos produtos da reagédo, aumento da estabilidade
térmica e a diferentes pHs, 0 uso em processos continuos e a possibilidade de reuso
da enzima. Entretanto, estes biocatalisadores apresentam alguns problemas devido
a propriedades da enzima nativa que dificultam sua imobilizagdo. A fim de superar
essas dificuldades, foram utilizadas técnicas de expressdo da enzima
Dextransucrase (DSR) de Leuconostoc mesenteroides B-512F em Escherichia coli,
além do uso de mutagénese sitio-dirigida para orientar a imobilizagdo. O presente
estudo tem como principal objetivo investigar a imobilizagdo dirigida das enzimas
DSR mutantes, para a sintese de oligossacarideos. Foram estudas 12 enzimas
mutantes em que em cada uma delas foi feita a introdugéo de uma cisteina em lugar
de uma serina. As enzimas foram purificadas por cromatografia de afinidade em
resina de niquel através da utilizagdo de um gradiente crescente de imidazol. A
seqguir, as enzimas purificadas foram imobilizadas em diferentes suportes a base de
agarose ativados com diferentes grupamentos tiol, através de pontes dissulfeto entre
a cisteina introduzida e o grupamento reativo do suporte. Com o suporte de
TS-agarose os niveis de imobilizagado das enzimas DSR mutantes foram baixos e a
imobilizacdo com resultados mais promissores foi a realizada em suporte de
2-piridildissulfeto-agarose. A exemplo, a enzima DSR10 com rendimento de
imobilizagdo de 49%, uma eficiéncia de 64% e um suporte de 286U por grama.
Como perspectiva, pretende-se ampliar testes de imobilizagdo em 2-piridildissulfeto
com todos os mutantes estudados e realizar sua caracterizagdo quanto ao seu
reuso, estabilidade térmica e producao de oligossacarideos.



