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Introducéo

Esterases e lipases representam um grupo
diversificado de hidrolases que catalisam a clivagem e
a formacdo de ligacbes éster, e sdo bastante
aplicadas na sintese assimétrica devido a sua alta
regio- e enantiosseletividade®.

Esse grande nimero de aplicacbes aumenta a
necessidade da busca por novas enzimas, a qual é
geralmente realizada através da triagem enzimatica
da biodiversidade natural, onde o Brasil se destaca
por apresentar uma das maiores do planeta.

Nesse trabalho foram realizados ensaios de triagem
de alto desempenho (HTS) para deteccdo de
esterases e lipases em microrganismos isolados de
agua de varzea de Silves da Amazébnia (Ama) e
microrganismos isolados do solo de Ilhéus (Ame).

Resultados e Discussao

Primeiramente, bram testados 66 microrganismos
por experimentos de HTS em microplacas de 96
pogos utilizando os substratos fluorogénicos 1, 2 e 3,
0s quais, foram sintetizados no nosso laboratorio
(Esquema 1. Esses ensaios permitiram selecionar
qguatro microrganismos com grande potencial
enzimatico, devido & alta intensidade de fluorescéncia
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Esquema 1. Representagcdo esquematica do ensaio
fluorogénico para deteccdo de enzimas lipases e
esterases.

Os microrganismos que mais se destacaram nos
ensaios de HTS foram selecionados para estudos por
metodologias convencionais utilizando os substratos
néo fluorogénicos 4, 5 e 6 (Figura 1).

Assim, foi possivel confirmar as atividades
enzimiticas e as seletividade observadas nos
experimentos de HTS, devido as diferengcas na
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velocidade de hidrélise relacionadas a variagdo da

cadeia alifatica dos ésteres testados (Tabela 1).
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Figura 1. Substratos utilizados nos ensaios de
biotransformacdo com microrganismos isolados da
biodiversidade brasileira.

Além disso, esses experimentos mostraram que 0s
microrganismos avaliados apresentaram excelentes
valores de enantiosseletividade, ou seja, E > 30,
frente aos substratos.

Tabela 1. Comparacéo entre os ensaios enzimaticos
para deteccdo de esterases e lipases utilizando
substratos fluorogénicos e nao-fluorogénicos

Microrganismo | Intensidade de Dty (h)°
S fluorescéncia®
1 2 3 4 5 6
Ama 19 192 - - 4,0 14 | >24
3
Ama 32 530 | 195 - 20 | 15 | >24
7
Ame 8 111 | 133 - 2,0 10,75 -
1
Ame 17 118 - - 7,0 - -
®intensidade de fluorescéncia medida apds 10 h de reagao .

Intervalo de tempo necessario para conversdo de 50 % do
substrato.

Conclusdes |

Os ensaios de HTS permitiram a selecdo de quatro
microrganismos com potencial atividade hidrolitica de
ésteres de cadeia curta, a qual foi confirmada através
de experimentos de biocatalise convencional. Esses
ensaios revelaram também que os microrganismos
testados apresentam boa capacidade de resolucéo
enantiomérica dos substratos, podendo ser
futuramente utilizados para a obtencdo de ésteres e
alcoois de interesse industrial na forma
enantiomericamente pura.

Agradecimentos |

CNPg, FAPESP, FINEP, PETROBRAS

THutchins, L. M_; Hunter, L.; Ehya, N.; Gibbs, M. D.; Bergquist, P.
L.; Hutton, C. A Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 2975-2980.



Sociedade Brasileira de Quimica ( SBQ)

252 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica - SBQ



