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Introducao

Epoxido-hidrolases (EHs, EC 3.3.2.3)
catalisam a hidrolise de epéxidos a seus respectivos
diéis vicinais. Quimicamente, estas enzimas se
destacam como biocatalisadores verséateis na
resolugdo cinética de epoxidos racémicos. Epoxidos
e di6is enantiomericamente puros sao valiosos
intermediérios sintéticos para a preparacao de
diversas moléculas biologicamente ativas.

No entanto, uma dificuldade enfrentada no
uso de enzimas em sintese orgéanica, é a baixa
solubilidade dos substratos em meios aquoso.
Assim, as reagdes em meio bifdsico emergem como
uma solugdo, promovendo a solubilizacdo do
substrato na fase organica e alocacédo da enzima na
fase agquosa.

Neste enfoque, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar as variaveis que influenciam a atuacéo de
uma epoxido-hidrolase de Aspergillus brasiliensis
(AbEH), recombinante e expressa em E. coli, na
hidrélise enantiosseletiva do 6xido de estireno (SO)
em meio hifasico, utilizando planejamento
fracionario de experimentos.

Resultados e Discussao

Neste  trabalho _ foi realizado  um
planejamento fracionario 2,,"*, utilizando as funcdes
geradoras | = 124, | = 135, | = 236, | = 1237. O
planejamento consiste de oito experimentos, 0s
quais foram iniciados simultaneamente. Foram
também realizadas 3 repeticbes no ponto central
para a estimativa dos erros experimentais. As
variaveis e 0s niveis avaliados estdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis do planejamento fracionario 20

Os valores obtidos dos contrastes para as
sete variaveis avaliadas estdo contidos na Tabela 2.

Tabela 2. Contrastes obtidos a partir dos 11
experimentos do planejamento fracionario 2...7'4.

Variaveis Converséo (%) ee (SO)
[Enzima] 11,23 3,01
[Substrato] -2,26 -16,30
% Solvente organico -9,56 -8,71
% Tween-20 -5,82 -7,93
Temperatura -21,43 -33,21
pH -23,67 -41,50
Tempo 1,28 22,44

Niveis
Fatores

- 0 +
[Enzima] (mg/mL) 0,4 0,6 0,8
[Substrato] (mg/mL) 2,0 3,5 5,0
% Solvente organico 50% 62,5% 75%
[Tween-20] (% viv)? 0,1 0,3 0,5
Temperatura (°C) 28 31,5 35
pH 6 7 8
Tempo (h) 12 18 24
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O valor do erro nos contrastes é de 1,81%
para a conversédo e 6,20% para o ee. Para ambas as
respostas obtidas observamos que a temperatura e o
pH se destacaram como altamente significativos,
sendo que os valores negativos indicam que menores
niveis de temperatura e pH levam a maiores
convers@es e excessos enantioméricos. A maioria das
variaveis avaliadas s&o significativas, no entanto,
somente a temperatura e o pH caminham claramente
na mesma dire¢cdo e propor¢ao para o incremento de
ambas as respostas.

A maior conversdo (54%) foi observada no
experimento utilizando 0,8 mg/mL de enzima, 5
mg/mL de susbtrato, 50% de solvente orgénico,
0,5% de Tween-20, 28 °C, pH 6 e 12 h de reacao.

Conclusodes

O planejamento fracionario desenvolvido
permitiu selecionar a temperatura e o pH como as
variaveis mais significativas para o incremento da
conversdo e da enantiosseletividade da hidrélise
enzimética do 6xido de estireno em meio bifasico.
Um novo planejamento experimental sera realizado
com o intuito de otimizar estas respostas.
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