
Biocatálise em 

Sistemas     

Não-Aquosos

Prof Bernardo Dias

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

EQB738 – ENGENHARIA ENZIMÁTICA



Introdução
• Uso exclusivo de Água  Restrição de Aplicações em Biocatálise

• Limita a produtividade de processos que envolvem substratos 
hidrofóbicos.

• Muitas enzimas operam in vivo em ambientes ricos em lipídeos

• Meios Não-Aquosos:
 Solventes orgânicos; 

 Fluidos supercríticos;

 Líquidos Iônicos;

 Fases gasosas;

 Fases sólidas;

 Sistemas Micelares;



Introdução
• Vantagens:

 trocas no equilíbrio da reação, como conseqüência da alteração do coeficiente de
partição de substratos e produtos entre as fases de interesse (controle da
atividade da água).

 solubilização de substratos e /ou produtos hidrófobos;

 redução da inibição e ou toxicidade devida a substratos e produtos – solvente
reduz a concentração interfacial (diluente);

 facilidade de recuperação de produtos e biocatalisador (fases distintas);

 aumento da termoestabilidade do biocatalisador;

 menor risco de contaminação microbiana;

 aumento da estereoespecificidade na resolução de misturas racêmicas;

 variação na especificidade de algumas enzimas por seus substratos;

 aumento da solubilidade das espécies apolares;

 a imobilização freqüentemente não é necessária, mas se esta é desejável uma 
simples adsorção ou deposição sobre superfícies não porosas é satisfatória.

 Desvantagens:

 desnaturação e/ou inibição do biocatalisador pela presença do solvente orgânico;

 aumento da complexidade do sistema de reação- formação de emulsões;

 custos adicionais de solventes, co-solventes ou surfactantes.

 Limitações a transferência de massa no reator



Critérios para Seleção do Solvente
Físico Químicos (capacidade extração e solubilização substratos e produtos e 
propriedades- separação e transferência de massa)
- Capacidade para solubilização do substrato e do produto
- Coeficiente de partição
- Densidade
- Pontos de fusão e de ebulição
- Tensão superficial
- Viscosidade

Biológicos (mais restritivo)
- Toxicidade para o biocatalisador

Segurança
- Não apresentar toxicidade ambiental e saúde 
- Inflamabilidade

Logísticos
- Facilidade de obtenção (disponibilidade) e reciclável

Econômicos
- Custo



Toxidez do Solvente

Toxicidade Molecular  difusão das moléculas 
de solvente através da membrana 
citoplasmática  Solventes Hidrofílicos

Toxicidade de Fase  Contato direto entre 
biocatalisador e solvente (baixa partição para o 
filme aquoso que rodeia o biocatalisador) 
Solvente Hidrofóbico

- Pode ser reduzida, pelo uso de nutrientes mais concentrados, 
reduzindo a área interfacial, usando agitação suave/ e ou reduzindo 
a razão volumétrica das fases orgânica/aquosa- reduzindo efeitos 
de agregação e emulsão.

- Uso de imobilização do biocatalisador  ou de membranas 
hidrófobas – evitam contato direto.







Homogêneos: misturas de água com solventes orgânicos 
miscíveis

Heterogêneos:
Macro-heterogêneos –
dois líquidos imiscíveis (sistemas de duas fases orgânico-aquosas)
sólido - líquido - líquido
sólido – líquido (enzimas suspensas em meio orgânico com baixo 
conteúdo de água- forma de pó ou imobilizadas)

Micro-heterogêneos - micelas reversas (micelas invertidas e 
enzimas modificadas covalentemente)

Sistemas





Homogêneos:

• Solventes aquosos miscíveis em água –

etanol, metanol, dimetilformamida.

• Resistências a transferência massa 

reduzida – homogeneidade.

• Mais tóxicos em concentrações elevadas.



Sistemas Macro-heterogêneos

líquido – líquido
Enzima e compostos hidrofílicos na fase aquosa e os substratos e 

produtos hidrófobos na fase orgânica

Vantagens:
- converter compostos pouco solúveis em água;
- conduzir com alto rendimento reações que ocorram com formação de 

água como produto (p.ex., síntese de peptídeos e de ésteres de 
aminoácidos);
- preparação simples;
- fácil separação de produtos de reação e regeneração da enzima.

Desvantagens:
- partição de solventes polares usados como fase orgânica em água -

perda de atividade catalítica da enzima dissolvida na fase aquosa;
- área interfacial água-solvente orgânico é bastante pequena e 
conseqüentemente a magnitude da transferência de massa através da 
interface é baixa  - emulsão;
- intensa agitação pode gerar uma tendência das enzimas a adsorver-se na 
interface.





Sistemas Micro-heterogêneos
• Casos particulares de microemulsões- fase aquosa não é 

macroscopicamente discernível da fase orgânica.

• Moléculas de agentes tensoativos na presença solventes apolares e de 
pequenas quantidades de água.

• Agentes tensoativos – grupo polar (hidrófilo- dentro do agregado) e cauda 
apolar (hidrófoba- contato solvente apolar).

• Micelas invertidas permitem – solubilização enzimas no núcleo interior 
aquoso e a partição de substratos e/ou produtos entre o núcleo e o 
solvente.



Novos Solventes
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Exemplos de Processos Industriais de 

Biocatálise em Fase orgânica

- Hidroxilação – hidroxilação de fenóis usando polifenoloxidase adsorvida em pérolas 

de vidro e suspensas em cloroformio- forma quinonas que são reduzidas depois a 

hidroxilados com ácido ascórbico.

- - Síntese de esteres – lipases alteram a forma de atuação em meio orgânico –

reações de esterificação e interesterificação – obtenção de esteres de ácidos graxos 

de elevada pureza – isopropilmiristato, isopropilpalmitato  2-etilexilpalmitato (cremes 

etc )

- - Síntese peptídeos – á partir de protease em mio de no máximo 50% de água. 

Quimotripsina imobilizada em sefarose em butanol hidratado usada para este fim . 

- - Resolução de misturas racêmicas- compostos opticamente ativos – usando 

lipases em meio orgânico.





Princípios Físico-Químicos

• Papel da água – influencia atividade catalítica da 
enzima.
ex: quimiotripsina em octano (50 H2O : E)

polifenoloxidase em clorofórmio (0,5% v/v H2O)
glucoamilase em di e trietileno glicol (10% v/v H2O)

• Interações que afetam a estabilidade - Ligações H+

• Propriedades dos solventes e seus efeitos 
inibição ou inativação da enzima;
interage com substratos e produtos
remove a capa de água

• Propriedades de solutos e produtos de reação
formação do gradiente de difusão





p  pressão de vapor da agua na solução

p* pressão de vapor da agua pura











Classificação dos sistemas: Perfis relativos de 

concentração do substrato e volume relativo 

de fases orgânico/aquosa

1- Duas fases líquidas 

orgânico-aquosas.

2- Duas fases líquidas 

orgânico-aquosas, com  o 

biocatalisador insolúvel 

(imobilizado).

3- Sistema de biocatalisadores 

ressuspensos em 

solventes orgânicos.



Gradiente de Difusão

para o substrato:
para impulsionar o substrato dissolvido na fase orgânica até a interface, as 
polaridades do meio orgânico e o substrato devem ser diferentes;

para manter solúvel o substrato na interface, as diferenças de polaridade entre 
a interface e o substrato devem ser pequenas;

para situações em que uma dada concentração de substrato no microambiente 
da enzima provoque inibição (inibição por substrato), deve-se otimizar a 
polaridade da interface com respeito a polaridade do substrato.

para o produto:
para que os produtos não fiquem retidos na interface, as diferenças de 
polaridade entre os produtos e a interface devem ser grandes;

para que os produtos difundam até o solvente orgânico, a polaridade do mesmo 
deve ser semelhante a dos produtos; como conseqüência, se evitará a inibição 
por produtos, já que em torno da enzima a concentração dos mesmos será 
sempre baixa.





P coeficiente de partição



kS  coeficiente de transferência de massa (substrato)

A  área interfacial

Vaq  volume da fase aquosa

MS  massa molar (substrato)



Tipos de Reatores Multifásicos

• Seleção reator adequado depende das características 
da biocatálise e de exigências reacionais e cinéticas do 
biocatalisador – modo de operação e características do 
fluxo.

• Características : propriedades substratos e produtos
(PF e PE, solubilidade em água, estabilidade ao pH, T), 
características reacionais (pH, T, atividade de água) e 
do biocatalisador (livres, imobilizadas, localização 
atividade enzimática 

• Requisitos principais de reatores usados em sistemas 
multifásicos – área interfacial elevada, de modo a 
permitir uma trasnferência adequada de S e P através 
da interface e controle eficaz da área interfacial.





Usados processos com 
biocatalisadores solúveis –
áreas interfaciais elevadas podem 
ocasionar formação emulsões 
estáveis.

Usados processos com biocatalisadores 
imobilizados –
redução da formação emulsões 
estáveis, 
melhoria separação produto, 
redução transferência de massa.



Acoplado a membrana de ultrafiltração- permite uso de sistemas que 
microscopicamente temos duas fases líquidas –
biocatalisador solúvel ou insolúvel 



Ideal para biocatalisadores ressuspensos em meio orgânico – são mais favoráveis 
cineticamente e as enzimas não sofrem tensões de corte em função 
da agitação mecânica. Aplicação limitada ao tipo de substrato e 
a forma do biocatalisador.



Reatores tipo air-lift – misturam-se as fases através 
do controle do fluxo e baixas tensões de corte- velocidades de reação 
elevadas e fácil recuperação dos produtos.



Reatores de membrana – permite uma única operação em contínuo, integração da 
bioconversão com a separação/concentração do produto e recuperação do biocatalisador. 

Membrana interface entre fases líquidas imiscíveis e biocatalisador. 
Evita formação emulsões e inativação enzima. 

Problemas – fouling da membrana





Enantiosseletividade



Enantiosseletividade

 Razão enantiomérica

 excesso enantiomérico do substrato restante

 Conversão
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