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Introducéao

A analise funcional de uma enzima é tdo ou mais
importante que sua andlise estrutural. Os ensaios
enzimaticos sdo uma ferramenta que permitem
estabelecer a funcdo da enzima sem o conhecimento
prévio de sua estrutura, evidenciando de maneira
pratica a relagdo entre a enzima e a atividade
enzimética.* Neste trabalho apresentamos um ensaio
de triagem enzimatica de alto desempenho realizado
em placas de Petri. Este ensaio é bastante Util, pois
permite triar consércios de microrganismos, obtendo-
se informagbes preliminares ao isolamento dos
mesmos.

Resultados e Discussao

Para a implementacdo desta metodologia,
utilizamos uma colecdo de microrganismos do solo
amazbnico, cujas coldénias foram previamente
isoladas e classificadas como AMA-1 a AMA-37.

Os microrganismos produtores de lipase foram
selecionados a partir de ensaio com rodamina B em
placas de Petri enriquecidas com azeite de oliva. A
rodamina B é um composto fluorescente que na
presenca de &cidos graxos sofre incremento de sua
fluorescéncia sob luz UV. A producdo de lipase é
monitorada através de irradiacdo das placas com luz
UV. As cepas produtoras de lipase formam col6nias
rosa pink e emitem fluorescéncia amarelo-alaranjado
enquanto que as cepas nao produtoras de lipase
formaram colénias rosa mas que ndo apresentaram
fluorescéncia sob irradiagédo UV.

Figura 1. Ensaio mostrando a atividade lipase: esquerda,
colénias sob luz branca, direita, coldnias sob luz UV. Halos
fluorescentes sob luz UV indicam a presenca de lipase.

Dentre os microrganismos avaliados apenas as
cepas AMA-26 e AMA-36 deram resultados positivos
frente & producdo de lipase. Estes resultados foram
validados utilizando células integras de AMA-26 e
AMA-36 para a hidrolise de 1, em escala de

miligramas, conforme apresentado no Esquema 1.
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Esquema 1. Hidrolise de 1 por AMA-26 ou AMA-36

tampio 105 ato
pH 74
25°C

Os microrganismos  produtores de epoxido
hidrolases foram selecionados a partir de ensaio com
fosfomicina (1) que é um antibidtico produzido por
streptomicetos e tem sido utilizado clinicamente.
Este ensaio é baseado em um mecanismo de
selecdo por toxicidade, ou seja, 0os microrganismos
qgue produzem epoOxido hidrolase sdo capazes de
hidrolisar 2 e crescer nas placas de Petri enquanto os
ndo produtores ndo crescem nas placas devido a

toxicidade de 2.
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Esquema 2. Hidrélise de 2 por epéxido hidrolase.

As cepas AMA10-12, 19-23, 26 e 29 apresentaram
resultados positivos para epoéxido hidrolases em
concentracdes de 5 mM de 2. Estes resultados foram
confirmados através de reacdes com células integras
dos mesmos em escala de miligramas.

Conclusodes |

Estes ensaios enzimaticos em placas de Petri sdo
interessantes, pois fornecem informacdes
preliminares aos ensaios em placas de 96 pocos,
reduzindo consideravelmente o tempo gasto nas
triagens. O ensaio com 2 mostrou-se simples e
eficiente requerendo apenas a inspecdo visual das
placas de Petri. Uma das vantagens do ensaio com
rodamina B consiste na possibilidade do isolamento
seletivo dos microorganismos apdés 0 ensaio ja que
ndo ocorre inibicdo do crescimento dos mesmos e
nem alteracdes de suas propriedades fisiolégicas.
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