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Palavras Chave: Triagem de Alto Desempenho — Biocatalise Convencional — Excesso Enantionétrico

INTRODUCAO

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biocatalisadores sao agentes biologicos (enzimas ou microrganismos) gque
aceleram a velocidade de reacOes quimicas. O grande interesse na utilizacao
Industrial desses biocatalisadores é devido a sua capacidade de transformar uma
variedade de substratos com alta especificidade, resultando em compostos com

A fim de legitimar os resultados previamente observados nos ensaios por
HTS quatro bactérias foram selecionadas para reacOoes de biocatalise
convencional, TC2, AR16/3, TC4/1 (2) e SR16/13 1.

A tabela abaixo mostra que os ensaios de biotransformacao confirmaram a

grande pureza enantiomérica. 12 atividade epoxido-hidrolase dos microrganismos AR16/3 e SR16/13 1. Para a
Neste projeto o objetivo geral foi investigar as atividades enzimaticas de atividade enzimatica das esterases observamos que as bactérias AR16/3 e TC4/1
microrganismos isolados da colecao de 74 Methylobacterium do Prof. Wellington (2) exibiram alta taxa de conversao (>99%) para 0s substratos 2 e 3,

Luiz Araujo da ESALQ de Piracicaba utilizando triagens de alto desempenho
(HTS), que € a maneira mais rapida e simples de detectar a atividade enzimatica.
Apos esta avaliacdo os melhores resultados foram legitimados utilizando a
metodologia de biocatalise convencional com substratos de interesse, a fim de se

respectivamente. Porem a primeira ndo se mostrou tao seletiva quanto a segunda,
esta assim como a SR16/13 1 confirmaram a seletividade do substrato exibida nos
ensaios de HTS, pois hidrolisaram preferencialmente o propianato.

Tabela 1. ReacbOes de hidrolise dos substratos pelos microrganismos selecionados

obter informacoes sobre valores de conversao e excesso enantiomerico (ee).

METODOLOGIA

previamente nos ensaios de HTS

(% de conversao)

SUBSTRATOS TC 2 AR 16/3 TC4/1(2) SR16/13 1
Para a avaliacao e identificacao do perfil enzimatico das bactérias foram 5 0 08 10 06
utilizados cinco sondas fluorogénicas, para deteccao de epodxido-hidrolases, 3 43 > 99 38 39
esterases e lipases. Os melhores resultados obtidos pela metodologia de HTS A A8 97 > 09 95
foram validados utilizando a técnica denominada de “multibiorreacdes”, que 5 0 77 77 76

baseia-se na reacdo de um microrganismo e varios substratos, com diferentes
grupos funcionais, em um mesmo meio reacional.

Primeiramente as bactérias foram cultivadas em “slant” com o meio de
cultivo CHOI; contendo (NH,SO,, KH,PO,, Na,HPO,.7H,O, MgSO,.7H,0,
solucao de metais traco e metanol, por 48 h a 30 © C. Posteriormente as celulas
passaram por dois ciclos de crescimento, com 40 mL e depois 250 mL do mesmo
meio de cultivo liquido, de 3-5 dias a 29 ° C sob agitacao (150 rpm).

Apos o periodo de crescimento, as células foram centrifugadas a 5000 rpm
por 10 minutos e 2 g foram ressuspensas em tampao fosfato (Na,HPO,/ KH,PO,,
0,1 M, pH 7,0). Depois adicionou-se 10 uL dos substratos testados (10mg/mL):
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Figura 1: Substratos utillizados nas reacoes de biotransformacao - monoxigenase (1),
epoxido-hidrolase (2), esterase 1 (3), esterase 2 (4) e lipase (5).

Observou-se também que o0s microrganismos AR16/3 e SR16/13 1
hidrolisaram também oleatos (5), porém esta hidrolise fol muito lenta, ou seja, ele
sO foi consumido quando ja nao havia outros substratos no meio reacional.

Além da triagem de multibiorreacao, as bactérias AR16/3 e SR16/13 1 foram
avaliadas com respeito a enantiosseletividade dessas enzimas, visando obter 0s
ésteres 2 e 3 ou o0 produto de hidrolise nas formas enantiomericamente
enriguecidas por resolucao cinética.
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Nestes ensaios de biocatalise convencional foi possivel observar que o
microrganismo AR16/3, apos 1,5 h de reacéao, forneceu o feniletanodiol com 23 %
de excesso enantiomérico para o substrato 19 e 34 % para o substrato 18, em
favorecimento do enantiomero R em ambos os casos. Ja a bactéria SR16/13 1
favoreceu o enantiomero S com um excesso enantiomérico ainda maior, 69%
apos 40 minutos de reacao.

CONCLUSAO

A utllizacao de triagem de alto desempenho baseados em substratos
fluorogénicos para monitoramento de atividades enzimaticas em celulas integras,
permitiu a avaliacao de 74 bactérias de forma simples e rapida. Estas atividades
hidroliticas e a seletividade dos substratos observadas nos experimentos de HTS
foram confirmadas nos ensaios de biocatalise convencional.

Além disso, os ensaios de biotransformacao permitiram selecionar alguns
microrganismos com alta enantiosseletividade na resolucao cinética de éesteres
acetilados e propionilados, como AR 16/3 e SR16/13 1.
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A suspensao resultante foi agitada em “shaker” a temperatura de 29 ° C, e
monitoradas periodicamente tomando-se aliquotas de 1,0 mL. As aliquotas foram
extraidas com 1,0 mL de acetato de etila, por centrifugacao das ceélulas, apos
saturacao da fase aquosa com NaCl. A fase organica foi retirada e seca com
Na,SO, anidro para remocao de tracos de agua.

A analise fol conduzida por CG/MS (modelo HP 5973), empregando
lonizacao por impacto eletronico a 70 eV, coluna capilar de silica fundida HP-5MS
- Crosslinked 5% fenilmetilsiloxano, programacao: 50 a 290 °C com velocidade de
aguecimento de 15 °C/min, temperatura do injetor 240 °C, volume de injecao de 1
uL. O solvente utilizado na extracao continha pentadecano 0,65 mg/mL como
padrao interno.

Os valores de conversao foram calculados de acordo com o consumo de
cada substrato no meio reacional.
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