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Introducéao

A triagem de alto desempenho (HTS) para biocatalise
apresenta-se como uma tecnologia de baixo custo na
busca de novos biocatalisadores para uso industrial’.
Esta tecnologia associada a emissdo de
fluorescéncia, permite a implementacdo de ensaios
em microescala, baseados em reacdes simples,
rapidas e de facil deteccdo. A aplicacdo desta
técnica como ferramenta de rotina possibilita, a
principio, a rapida construcdo de um banco de dados
sobre o potencial enzimatico de um conjunto de
microrganismos®. Desta forma optou-se por esta
técnica para avaliar atividades de Baeyer-Villiger
monooxigenases frente a 63 microrganismos (fungo,
bactéria e levedura) da colecdo de culturas do
laboratério de biocatdlise e sintese organica
(LABIOSIN-UNICAMP).

Resultados e Discussao

Foram utilizadas 4 sondas fluorogénicas (Figura 1) de
acordo com metodologia descrita por Badalassi et
al.?, para avaliagéo de células microbianas integras®.
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Figura 1. Sondas fluorogénicas avaliadas.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96
pocos e monitorados durante 24 h em
espectrofotbmetro (Flashscan 530 Analytic Jena),
utilizando filtro de | 460 nm. A concentracdo da
suspensdo microbiana utilizada foi de 0,5 mg/mL.

A triagem realizada resultou na detec¢do de 27
microrganismos com atividade de monooxigenase
frente as sondas BV1, BV2 e BV4. Nenhum dos
microrganismos testados apresentou atividade para a
sonda BV3. A Tabela 1 mostra a intensidade de
fluorescéncia obtida para os microrganismos mais
ativos.
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Tabela 1. Ensasio de HTS para deteccdo de Baeyer-Villiger
MoNooXigenase em microrganismos brasileiros.

Intensidade de
. . fluorescéncia
Microrganismos
BV1 BV2 BV4
A. alternata CCT 1250 nd 247 nd

A. fumigatus CCT 1277 nd 407 nd

A. niger CCT 1435 83 337 nd
A. niger CCT 4846 nd 214 nd
A. oryzae CCT 0975 nd 71 136
A. terreus CCT 3320 nd 60 91
S marcescens CCT 2573 118 nd nd
Splymuthica CCT 4371 562 nd 87
B. pumillus CBMAI 0008 474 nd 66
B. subitillis CCT 0089 140 nd 61

S. thyphimurium CCT 0528 241 nd nd

T. cutaneum CCT 1903 127 172 nd

n.d.= Fluorescéncia nao detectada.

Conclusdes

Dos 63 microrganismos avaliados, 27 apresentaram
atividade biocatalitica de monooxigenase, mesmo que
moderada. Todos eles serdo avaliados por biocatalise
convencional.
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