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Introducao |

A descoberta de novos biocatalisadores requer
metodologias cada vez mais rdpidas e sensiveis
para investigacdo das especificidades das reacdes
enzimaticas. Para tanto, métodos
espectrofotométricos utilizando substratos
cromogénicos ou fluorogénicos vém sendo bastante
empregados na obtencdo da razdo enantiomérica
(E)'. No entanto, obter apenas valores de E
consiste em um ponto de vista muito simplificado,
pois, para um melhor entendimento do processo
reacional, € importante avaliar 0s excessos
enantioméricos (ee) e as conversdes (c)
separadamente. Vale ressaltar que alguns autores
utilizam o er, sugerido por Gawley, para caracterizar
reacbes enantiosseletivas, substituindo o ee
tradicional’. No entanto, em biocatélise, é mais
comum utilizar ee como excesso enantiomérico e E
como raz8o enantiomérica, sendo estas
nomenclaturas as aplicadas neste trabalho. Neste
contexto, este trabalho emprega o conceito de
competicdo de Quick-E™® com a sensibilidade dos
ensaios com substratos fluorogénicos®, afim de
obter separadamente os valores de ee e
conversdes, com uma nova metodologia agora
denominada Quick-ee.

Resultados e Discussao |

Para validacdo da metodologia de Quick-ee, foram
selecionados: o micro-organismo P. fluorescens
(CCT-7393) e uma lipase de Aspergillus (84205)
com destacadas atividades enzimaticas nos ensaios
de triagem de alto desempenho (high throughput
screening - HTS)? frente a sonda fluorogénica 1
(Figura 1). Os ensaios de Quick-ee (com
competicdo) e de eecsimado (S€M competicdo) foram
realizados simultaneamente. Os ensaios foram
monitorados por intensidade de fluorescéncia (RFU)
durante 24 horas em espectrofotdmetro (FlashScan
530 Analytic Jena, utilizando filtro de A 460 nm).
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Figura 1. Sondas fluorogénicas ((R)-1 e (S)-1) e
competidor (2) utilizados nos ensaios.

A escolha do competidor (2) utilizado nos ensaios
de Quick-ee foi crucial para eficiéncia desta
metodologia, pois, além de ndo ser fluorogénico,
apresenta consideravel semelhanca estrutural com

37* Reuni&o Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

as sondas utilizadas (Figura 1). Para validacdo
desta metodologia, foram realizados ensaios de
biocatalise convencional, os quais foram avaliados

por HPLC utlizando uma coluna quiral
CHIRALPAK-IC (Daicel: 25 cmx0.46 cm). As
condicbes de andlise foram: fase movel -

etanol/hexano (6:4), volume de inje¢do - 20 pulL,
vazdo - 1.0 mLmin™® e Ags=320 nm. Os resultados
apresentados na Tabela 1 mostram que 0s ensaios
de Quick-ee apresentaram valores de ee mais
proximos dos realizados por  biocatdlise
convencional (avaliados por HPLC com coluna
quiral), com desvios percentuais consideravelmente
mais baixos quando comparados aos ensaios sem
competicao.

Tabela 1. Valores de ee obtidos nos ensaios com
competicdo (Quick-ee), sem competicado (e€estimado) €
por biocatalise convencional (e€rea).
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correspondente e isto faz com que haja disputa pelo
sitio ativo da enzima. Logo, os valores de ee
obtidos nos ensaios com competicdo (Quick-ee)
apresentam-se mais préximos do real, o que pbde
ser confirmado com os resultados de HPLC com
coluna quiral.

Conclusodes

A metodologia de Quick-ee apresenta-se como uma
alternativa pratica e viavel para investigacdo de ee
em um grande nimero de amostras por unidade de
tempo.
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