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Introducéao

Microrganismos representam uma consideravel
fonte de enzimas de interesse industrial, porém
muitos microrganismos ndo sdo cultivhveis em
condiges laboratoriais'. Uma estratégia que permite
acessar essa biodiversidade muito pouco explorada é
a construgdo de bibliotecas metagenémicas, pela
extragdo e clonagem em E. coli de fragmentos do
genoma microbiano btal de uma determinada fonte
ambiental. Dessa maneira, nosso grupo de pesquisa
tem aplicado técnicas de triagem de alto
desempenho por fluorescéncia para detec¢éo de
hidrolases como, epoéxido-hidrolases (EH), lipases
(LP) e esterases (ES) nessa biodiversidade ainda
inexplorada.

Resultados e Discussao

A Dbiblioteca metagendmica em estudo foi
construida a partir de amostras de sedimentos de
manguezal contaminados com petréleo, coletadas na
Baia de Guanabara-RJ. O procedimento de
construcdo da biblioteca iniciou-se pela extracao de
DNA de alto peso molecular e clonagem direta de
fragmentos (30 — 40 Kb) em vetores de alta
capacidade do tipo fosmideos. Aproximadamente 900
clones foram gerados em células E. coli e
armazenados por ultra-congelamento.

O ensaio baseia-se na formacao do diol 6 como
produto da reacdo enzimatica, o qual na presenca de
NalO, e soro albumina bovina (BSA) libera o anion
umbeliferona B) que apresenta emissao maxima de
fluorescéncia a 460 nm em pH > 7,0 (Esquema 1).

A otimizacdo dos ensaios de triagem de alto
desempenho revelou que o cultivo desses
microrganismos em microplacas de 96 pocos de 2
mL usando o meio Circlegrowa , e agitacdo constante
por 6h a 37 ° C foi a melhor condicéo.

As concentracdes dos reagentes e massa celular
também foram otimizadas a fim de obter sinais de
fluorescéncia de boa intensidade. Assim, os ensaios
foram conduzidos em microplacas de 96 pocos (200
uL) utilizando as sondas 1-5, e 0 monitoramento da
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atividade enzimatica foi feito apdés 24 h de reacéo
utilizando espectrofotdmetro.

Os resultados revelaram 2 clones com potencial
atividade hidrolitica de epdxidos terminais (sonda 1),
2 para hidrolise seletiva de acetatos (sonda 3) e um
para hidrélise de propionatos.
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3 R = acetil
4 R = propanoil
5 R = octanoil

Esquema 1. Ensaio fluorogénico para deteccdo de
hidrolases

Atualmente, nosso grupo esta buscando sondas
fluorogénicas a fim de detectar fosfatases, Baeyer-
Villiger monoxigenases e nitrilases em bibliotecas
metagenbmicas. Além disso, estudos sobre a
enantiosseletividade desses biocatalisadores
selecionados serdo conduzidos utilizando sondas
enantiomericamente enriquecidas®.

Conclusdes

Dessa maneira, 0s ensaios permitiram a triagem de
forma rapida e simples de 900 clones frente a cinco
sondas fluorogénicas, e revelaram 5 microrganismos
com potencial para utilizacdo em sintese organica.
Além disso, essa é a primeira aplicagdo de triagem
enzimatica de biblioteca metagendmica com sondas
fluorogénicas no Brasil.
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