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Introducéao

Dentre as metodologias instrumentais relatadas na
literatura para a avaliag8o da atividade enzimatica de
biocatalisadores (enzimas ou microrganismos) a
Triagem de Alto Desempenho (HTS) baseado em
ensaios fluorogénicos® tém-se destacado, pois
fornecem um grande namero de respostas num curto
espaco de tempo. A fim de monitorar atividades
epdxidos hidrolases de microrganismos brasileiros da
colec@o de culturas do laboratério de biocatélise e
sintese  organica (LABIOSIN-UNICAMP), foram
realizados ensaios fluorogénicos, utlizando como
substratos os epoxidos 1 e 2.

Resultados e Discussao

Os microorganismos foram avaliados segundo a
metodologia descrita por Badalassi et al. (2000)

adaptadas a investigacdo de células microbianas
integras®.
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Figura 1. Representacdo esquemética do ensaio
fluorogénico para deteccdo de enzimas epoxido
hidrolases.

Os ensaios foram monitorados por emissdo de
fluorescéncia durante 11 horas, através de
espectrofotbmetro (Flashscan 530 Analytic Jena),
utilizando filtro de | ¢, 460 nm (Tabela 1).

Dentre os 39 microorganismos avaliados, somente 13
mostraram-se enzimaticamente ativos, sendo que as
leveduras apresentaram maior intensidade de

fluorescéncia em relagéo aos fungos.

Os melhores resultados foram detectados para a
sonda que contém o epodxido 1,2-substituido,
indicando uma preferéncia microbiana para esse
substrato quando comparado ao epoxido 3,4-
substituido.
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Tabela 1: Ensaio de HTS para deteccdo de enzimas epdxido
hidrolases em microrganismos brasileiros.

Intensidade de fluorescéncia (1. F.)
Microrganismos?
Sonda 1 Sonda 2
C. albicans 1518 n.d.
P. canadensis 149 n.d.
P. kluyeveri 150 n.d.
P. stipis 593 n.d.
R. glutinis 277 n.d.
S. boulardii 369 n.d.
Sacharomyces sp. 406 n.d.
T. cutaneum 325 n.d.
C. utilis 337 n.d.
K. marxianus 354 n.d.
S. cerevisae 313 n.d.
A. niger n.d. 236
Fungo 4964 131 188

#Concentracdo da suspensdo microbiana utilizadas no teste
foi de 0,5mg/mL.

® Valor= (I. F. das amostras)- (I. F. de controle negativo).

n.d.= Fluorescéncia néo detectada.

Conclusdes

Os microorganismos que apresentaram atividade para
as sondas testadas serdo avaliados por metodologias
convencionais de biocatalise.
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