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Producdo de cross-linked enzymes aggregates (CLEAs) de dextransucrase de L.
mesenteroides B-512 F

Laisa Quadros Barsé, Marco Antdnio Zachia Ayub, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul

Introducdo: A dextransucrase € uma enzima que produz, quando em presenca de aceptores,
oligossacarideos através de reacGes de transglicosilagdo. Esses podem ser caracterizados
como prebidticos, compostos que estimulam a microbiota intestinal do hospedeiro de forma
benéfica. Na literatura, alguns trabalhos relatam a sintese de prebioticos in situ, isto é, o
préprio alimento é utilizado como substrato, como é descrito para o caso de suco de frutas. A
dextransucrase pode ser utilizada nessas reagdes na sua forma livre ou imobilizada, contudo a
ultima apresenta vantagens advindas da imobilizacdo enzimatica, como aumento de
estabilidade térmica e operacional, além da possibilidade de reuso da enzima. Dentre as
técnicas de imobilizacdo, um método alternativo a ligacdo a suportes solidos é a producédo de
agregados enzimaticos, também conhecidos como CLEAs (Cross-linked enzyme aggregates).
A producéo de CLEAs é realizada, primeiramente, a partir da precipitacdo da enzima, seguida
da exposicdo do precipitado a um agente bifuncional, produzindo, assim, particulas
entrecruzadas. Esse tipo de imobilizacdo apresenta algumas vantagens, tais como menores
custos de processo, tendo em vista a ndo necessidade de suportes sélidos, e a obtengdo de alta
atividade catalitica. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar as condi¢cdes para a
producdo de CLEAs de dextransucrase de Leuconostoc mesenteroides B-512 F. Metodologia:
A producdo da dextransucrase foi realizada utilizando a linhagem de L. mesenteroides B-512
F obtida da Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello (Campinas, SP,
Brasil). Previamente a producdo dos CLEAs, um tratamento com dextranase foi realizado a
fim de remover a camada de dextrana inerente a enzima nativa. A producdo dos CLEAs foi
realizada na proporcdo de 1:10, solucdo enzimatica e solvente organico, utilizando
glutaraldeido como agente ligante. Essa mistura foi deixada sob agitacdo em um roller mixer
por 3 hou 24 hab°C. OCLEA obtido foi recuperado através de centrifugacdo (15000 x ¢
por 5 min). A fim de garantir a eliminacdo de qualquer particula de enzima livre e de
glutaraldeido residual, o CLEA foi lavado com tampéo acetato de sodio, 50 mM, pH 5,2. A
atividade de dextransucrase foi determinada, a partir da mistura da solucdo enzimatica com o
substrato sacarose em tampdo acetato de sodio, 20 mM e pH 5,2, e, apds a reacdo, os aglicares
redutores liberados foram mensurados pelo método com 3,5-acido dinitrosalicilico (DNS). O
efeito do agente precipitante foi avaliado, uma vez que quatro solventes organicos (etanol,
isopropanol, butanol e acetona) foram testados para a preparacdo do CLEA, assim como o
tempo de reagdo, o qual foi avaliado por 1 h, 3 h e 6 h com o melhor solvente obtido.
Resultados: O melhor agente precipitante para a producdo de CLEAS de dextransucrase de L.
mesenteroides de B-512 F foi o isopropanol, possivelmente por apresentar maior interacao
com a enzima, facilitando a etapa de precipitacdo. Ja em relacdo ao tempo de reacdo, foi
observado que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes tempos analisados, sendo
escolhido entdo, o tempo de 1 h para a produgdo dos CLEAs. Concluséo: A partir desses
resultados, pode-se concluir que é possivel a obtencdo de CLEAs de dextransucrase de L.
mesenteroides B-512 F, sendo o isopropanol o melhor solvente encontrado. Além disso,
observou que o tempo mais adequado para a producdo de CLEAS de dextransucrase € de 1 h.
Como perspectivas, pretende-se fazer a aplicacdo desse novo biocatalisador em suco de uva
para a producéo in situ de oligossacarideos.



