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One of the major barriers to the use of enzymes in industrial biotechnology is their insufficient stability 

under processing conditions (Stepankova et al., 2013)
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EX 1: 
Sistema digestório humano: 

enzimas em água



Ex 2: Enzima pancreática da classe das serino-proteases ou peptidase
Atividades amidásica e esterásica

- Água favorece reações de hidrólise
- Água tem alto ponto de ebulição e baixo calor de vaporização 

(solvente estável a 36-37°C ou superior)
- Água participa  na determinação da estrutura proteica e em processos que 

levam à desnaturação (até quanto poderíamos reduzir?)



De fato, 
na natureza enzimas e complexos enzimáticos atuam em água, mas também em 
outros ambientes (mais hidrofóbicos e bifásicos):
(i) Em  interfaces de solução aquosa/solução orgânica 
(ii) Ligadas a membranas celulares

Ex (i): Lipase pancreática - atividade esterásica sobre substratos lipídicos

Modelo esquemático da interação entre 

Enzima e Substrato  Enzima na interface

Reações químicas :

de TAG (gordura neutra):

de AG:

de fosfolipídeos:

(AG)



Enz # =  Lipase ativa 

Lipase pancreática 
em presença de interface
(água/triacilgliceróis)

Ativação interfacial de lipase

(impede a inibição da 

lipase pelos ácidos biliares)



Ex (ii): Enzimas ligadas a membranas 

celulares

*

*

Quão ≠  é esse meio em 
relação ao aquoso para 
S, E e P ?

membrana

mitocondrial

matriz

mitocondrial



Reações enzimáticas
in vitro em 

micelas invertidas (reversas)

- Partição de S e P das reações

catalisadas

Bis(2-ethylhexyl) 

sulfosuccinate sodium salt



Mas... e enzimas em solventes orgânicos (SO) e em outros sistemas bifásicos? 

Aulas 9 e 10 desta disciplina: melhoria de enzimas  

Modificação, Mutação, Imobilização de enzimas / NBCs

The use of organic solvent systems instead of aqueous media for enzymatic reactions offers

numerous advantages, such as increased solubility of hydrophobic substrates or suppression of

water-dependent side reactions….

However, organic solvents often inactivate enzymes Aulas de BQ: E precipitam e denaturam

Industry and academia have devoted considerable effort into developing effective strategies to

enhance the lifetime of enzymes in the presence of organic solvents.

Stepankova et al. (2013) Strategies 

for Stabilization of Enzymes in 

Organic Solvents, ACS Catalysis,

3 (12), 2823–36

Vá para vídeo #2



Em meio contendo 
apenas solventes 

orgânicos?
retenção da atividade 

de quimotripsina
em hexano

conformação nativa
não foi drastica/e 
alterada no meio 
mais hidrofóbico:
comprovado por: 

N15-RMN, C13-RMN,
cristalografia de raios X

Proposição: 
Em SO: rigidez estrutural
H2O = “lubrificante”

vídeo #2



E pkas e pH ótimo; afetados pela alteração da constante dielétrica do meio? 

- alteração de pKas de S, mas não de E (água residual e “pH memory em  > 98% SO”) 

 estrutura 3D mantida  função catalítica também

solvatação e ionização diferentes de S alteração de Km 

O uso de solventes orgânicos ao 

invés da água em reações catalisadas 

por enzimas oferece vantagens:

 Maior solubilidade de determinados

substratos;

 Supressão de reações 2ªs. água-

dependentes K. Faber, Biotransformation in Organic Chemisty
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Qual é a necessidade mínima de H2O para manutenção da atividade catalítica?
R = É enzima-dependente:
1) -Quimotripsina: 50 moléculas /molécula de enzima
(menos do que o necessário para monocamada de água ao redor dela)

2) Subtilisina : traços de água

3) Lipases: traços de água

4) Polifenol-oxidase:  3,5 x 107 moléculas de água 
Alcool desidrogenase, alcool oxidase: similares

Estudos mostram:  Em  soluções aquosas essa necessidade é irrelevante.
Em meios orgânicos essa necessidade é relevante. 

Conteúdo de H2O na reação enzimática em meio de SO é somatória de: 

“bound water” = pequena fração de água que fica estreitamente ligada à superfície da enzima isolada = 

crucial para a manutenção da estrutura ativa =  “água estrutural” =  “água residual”

“bulk water” =  água presente no meio reacional 



Conclusão:
SO - polar : E com + H2O residual
SO + polar : E com - H2O residual

Como mediu?

The Water Determination Test (Karl Fischer Method) is designed to determine water content in substances,

utilizing the quantitative reaction of water with iodine and sulfur dioxide in the presence of a lower alcohol such

as methanol and an organic base such as pyridine, as shown in the following formulae:

H2O + I2 + SO2 + 3 C5H5N → 2(C5H5N+H)I- + C5H5N･SO3 + CH3OH → (C5H5N+H)OSO2･OCH3.

There are two determination methods different in iodine-providing principle: the volumetric titration method and

the coulometric titration method.

Meio orgânico (SO) X quanto de H2O residual?

K. Faber, Biotransformation in Organic Chemisty

©Springer-Verla Berlin Heiderlberg 2000



Convencionalmente, 
considera-se para uma reação catalisada por Enzima:

A  +  B      C
pH ótimo  escolha do tampão
temperatura
tipo de agitação
[A], [B], [E] 
forma de E: bruta/purificada, mas solúvel

Condições reacionais

Velocidade de reação
Rendimento da reação em determinado tempo

Mas, são fatores igualmente importantes:
1) solubilidade de A, B e C no meio reacional  busca de outros meios 
2) quantidade de água no meio reacional nesses meios
3) estrutura e propriedades da enzima em outros meios reacionais 
4) outras formas da enzima: p. ex. insolúvel no meio reacional
5) produtividade



2) Quanto de água 
existe de fato nessas
reações ?

Informação correta
conclusões corretas sobre 
os fatores que afetam a
reprodutibilidade das reações

Pode afetar os resultados

1) Solubilidade de S ou reagentes de natureza orgânica?  
Tampões + SO  ou apenas SO (álcoois, AcOEt, Hexano, octano, tolueno)
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2) E no meios reacionais,
quais são fontes de água para reações catalisadas por enzimas?

• Enzima (estrutural ou residual)

• Reagentes ou substratos (compostos orgânicos;  inclusive polímeros)

• Sais (tampões)

• Solventes orgânicos (depende da polaridade)

• Ambiente (sistemas reacionais abertos)

• Geração de água (um dos produtos)



2) Ex: Ac-Phe-OCH2-CH3 +  R-OH   Ac-Phe-O-R  + CH2-CH3 –OH (transesterificação) 

subtilisina
aditivos  (≠ % água)
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3) Estabilidade de E:  
água e SO >98% 

+  solvente; – água: 
menor desnaturação  
maior estabilidade

Vidas médias de lipase pancreática suína,
Ribonuclease e α-quimotripsina : 

em SO a 100°C  horas
em H2O a 100°C  segundos

Provável:
Manutenção/alteração benéfica de estrutura
Proteólise diminuída 
(menor interação com proteases de

microorganismos contaminantes)
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Desenovelamento (desnaturação térmica) da ribonuclease:
124°C em nonano
61°C em H2O

3) Denaturação térmica X água e SO >98% 



(lipídeo)

3)     Outros exemplos 

SO ≥ 90 % 
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Sólida:
- Liofilizada (+ usual) 
- Liofilizada com aditivos (?)
- Em cristais com ligações cruzadas (glutaraldeído CLEAs, CLECs)
- Precipitada diretamente em SO
- Imobilizada

Solubilizada natural
modificada de forma não covalente (com surfactantes 

e polímeros orgânicos)
dentro de micelas reversas ou gotas de micro-emulsão

4) Formas da enzima usada em reações contendo SO e/ou interfaces?

geralmente : isolada ou purificada em meio aquoso



5) Produtividade X Tipos de meios reacionais usados contendo SO?

1) Enzima dissolvida em soluções aquo-orgânicas monofásicas
Maioria dos solventes orgânicos polares
+ usados: DMSO, DMF, THF, dioxano, acetona, alcoois

(10-70% em vol.)

2) Enzima   dissolvida em soluções aquo-orgânicas bifásicas
Solventes orgânicos apolares
Hidrocarbonetos, éteres, AcOEt, DCM; agitação vigorosa.

3) Enzima suspensa apenas em solvente orgânico
> 89% de SO : soluções monofásicas
Necessidade de água residual da enzima: mobilidade suficiente para 
formação de ES; agitação vigorosa. 

Partições de S e P
Transferência de massas



Ex.: de alteração de propriedades: estereo-seletividade

Derivados de 1,4 dihidroxipiridina

(configuração S) (configuração R)

Autores:  interação entre solvente e enzima

lipase de Pseudomonas sp.
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