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APLICAÇÃO DE LÍQUIDOS IÔNICOS À BASE DE FOSFÔNIO NA BIOCATÁLISE 

 

Milson dos Santos Barbosa 

 

Líquidos iônicos (LIs) têm atraído cada vez mais o interesse acadêmico e industrial devido às 

suas excelentes propriedades, tais como pressão de vapor negligenciável a depender do tipo, 

não inflamabilidade, elevada estabilidade química e térmica, assim como alta capacidade de 

manipular suas propriedades, por meio da combinação de diferentes cátions e ânions, para 

atender requisitos para aplicações específicas. Os líquidos iônicos à base de fosfônio (LIFs) são 

produzidos por meio da quaternização de um alquil fosfina com um análogo alcano, e estão 

comercialmente disponíveis desde 2008. Em algumas aplicações, os LIFs apresentam 

propriedades mais atrativas que LIs à base de imidazólio e piridínio, tais como estabilidade 

mais elevada e menor viscosidade. O uso combinado de líquidos iônicos para o aperfeiçoamento 

de biocatalisadores imobilizados tem recebido destaque nos últimos anos, entretanto, são raros 

os relatos na literatura sobre o uso de LIFs na biocatálise. Neste contexto, com interesse de 

obter novas alternativas para o desenvolvimento sustentável e eficiente de biocatalisadores 

imobilizados, este trabalho avaliou os efeitos da aplicação de sete líquidos iônicos à base de 

fosfônio com diferentes comprimentos de cadeias catiônicas ([P4444]
+, [P444(14)]

+ e [P666(14)]
+) e 

distintos ânions ([Cl]-, [Br]-, [Deca]-, [Phosp]- e [NTf2]
-) na biocatálise, em três distintas etapas: 

na atividade de lipase Burkholderia cepacia (LBC) (Etapa 1); na modificação superficial da 

sílica (Etapa 2); e na atividade da LBC imobilizada por adsorção física em sílica (Etapa 3). Os 

resultados mostraram que o aumento no comprimento da cadeia catiônica dos LIFs promoveu 

a diminuição 86% e 50% na atividade da LBC, quando os mesmos foram aplicados nas etapas 

1 e 3, respectivamente. No entanto, quando estes LIFs foram aplicados na modificação da sílica 

(Etapa 2), observou-se que os LIFs com cadeias catiônicas mais longas causaram menores 

efeitos negativos sobre a atividade da LBC imobilizada. Em relação ao efeito do uso de LIFs 

com mesmo cátion e diferentes ânions, notou-se tendências semelhantes nas três etapas, com 

efeitos positivos (aumento da atividade enzimática) quando se selecionou LIFs com ânions mais 

hidrofóbicos. Em geral, o LIF de natureza mais hidrofóbica ([P666(14)]NTf2) promoveu maior 

acréscimo na atividade relativa da LBC em todas as etapas, com aumento de 37,6% para a LBC 

livre, incremento de 109,8% quando aplicado na modificação da sílica,  e com influência mais 

acentuada (222,7%) quando o mesmo foi adicionado durante o processo de imobilização da 

enzima por adsorção física. Os efeitos da melhoria nas propriedades dos suportes e 

biocatalisadores imobilizados foram comprovados a partir das caracterizações morfológicas e 

físico-químicas. 

 

Palavras-chave: Líquidos iônicos à base de fosfônio, lipase Burkholderia cepacia, imobilização 

de enzimas, adsorção física, biocatálise. 
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APPLICATION OF PHOSPHONIUM-BASED IONIC LIQUIDS ON BIOCATALYSIS 

 

Milson dos Santos Barbosa 

 

Ionic liquids (ILs) have increasingly attracted both academic and industrial interest because of 

their excellent properties, such as negligible vapor pressure depending on the type, non-

flammability, high chemical and thermal stabilities, as well as high capacity to manipulate their 

properties, through the combination of different cations and anions, to meet requirements of 

specific applications. Phosphonium-based ionic liquids (PILs) are produced by quaternizing of 

alkyl phosphines, with an alkane analog and have been commercially available since 2008. In 

some applications, PILs have more attractive properties than imidazolium and pyridinium based 

ILs, such as higher stability and lower viscosity. The combined use of ionic liquids for the 

improvement of immobilized biocatalysts has been highlighted in recent years, however, there 

are few reports in the literature about the application of PILs in biocatalysis. In this context, 

with the interest of obtaining new alternatives for the sustainable and efficient development of 

immobilized biocatalysts, this work evaluated the effects of the application of seven 

phosphonium-based ionic liquids with different lengths of cationic chains ([P4444]
+, [P444(14)]

+ 

and [P666(14)]
+) and different anions ([Cl]-, [Br]-, [Deca]-, [Phosp]- and [NTf2]

-) in biocatalysis, 

in three distinct steps: in the activity of free Burkholderia cepacia lipase (BCL) (Step 1); in the 

surface modification of silica (Step 2); and finally, in the activity of immobilized BCL by 

physical adsorption in silica (Step 3). The results showed that the increase in the length of 

cationic chain of PILs caused a decrease in the activity of BCL when they were applied in the 

steps 1 and 3. However, when these PILs were applied in silica modification (Step 2), it was 

observed that PILs with longer cationic chains caused less negative effects on the immobilized 

the BCL activity. Regarding to the effect of PILs with same cation and different anions, similar 

trends were observed in the three steps, with positive effects (increase of the enzymatic activity) 

when PILs synthesized with more hydrophobic anions were selected. In general, PIL of a more 

hydrophobic nature ([P666(14)]NTf2) presented a greater increase in the relative activity of the 

BCL at all stages, with an increase of 37.6% for free BCL, an increase of 109.8% when it was 

applied to the silica modification, and with more pronounced influence (222.7%) when it was 

added during the immobilization process of the enzyme by physical adsorption. The effects on 

the improvement in the properties of the supports and immobilized biocatalysts have been 

proven from the morphological and physico-chemical characterization. 

 

Keywords: Phosphonium-based ionic liquids, Burkholderia cepacia lipase, immobilization of 

enzymes, physical adsorption, biocatalysis. 
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UV: Ultravioleta  

VA: Volume de amostra 

Vb: Volume de branco 

Vp: Volume de poro
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Capítulo 1 

1. INTRODUÇÃO 

O grande desafio para a indústria química e afins no século XXI é encontrar alternativas 

viáveis para diminuir a dependência do uso de solventes orgânicos tradicionais. Estes podem 

promover efeitos negativos à saúde humana e ao meio ambiente, combinado com a insegurança 

devido ao seu alto potencial de inflamabilidade e volatilidade (SHELDON, 2016). A mudança 

de paradigmas é a base da “Green Chemistry” ou Química Verde, que visa a redução do impacto 

da atividade química, por meio do desenvolvimento e aplicação de processos e produtos 

químicos mais limpos. Com o intuito de reduzir ou eliminar o uso e a geração de substâncias 

perigosas para a saúde humana e para o ambiente (ANASTAS e EGHBALI et al., 2010; 

NEWMAN e JENSEN, 2013). 

Uma excelente alternativa verde é a biocatálise, visto que permite substituir processos 

tradicionais por meio da utilização de enzimas em reações catalíticas. Estes biocatalisadores 

possuem elevado potencial catalítico e características específicas, com destaque para a 

possibilidade de realizar processos com baixo consumo de energia e condições reacionais 

suaves (BON et al., 2008; STRAATHOF et al., 2013). Além disso, as enzimas apresentam 

facilidade de produção a partir de recursos renováveis e biodegradáveis, apresentando-se com 

uma valiosa ferramenta para tecnologias ambientalmente amigáveis. Portanto, o grande 

potencial biotecnológico das reações enzimáticas e o desenvolvimento de novos processos 

podem maximizar a produção, minimizar os custos e gerar menos resíduos (ALPTEKIN et al., 

2011; ARMENTA et al., 2015). 

Devido à fácil obtenção, alta seletividade e especificidade, as lipases (glicerol éster 

hidrolases EC 3.1.1.3) aparecem como um dos principais biocatalisadores utilizados em 

diversas áreas industriais, tais como, alimentos, bebidas, couro, tratamento de efluentes, 

biodiesel, oleoquímica, detergente, papel e celulose, têxtil, cosméticos e farmacêutica (HASAN 

et al., 2006; ZHANG et al., 2012; BARBOSA et al., 2012). No entanto, para ser 

economicamente viável e produzido em larga escala, é imprescindível que este biocatalisador 

seja estável, reutilizável e eficiente quando aplicado em processos contínuos, o que é limitado 

para enzimas solúveis. Para solucionar esse problema, a imobilização de enzimas em suportes 

sólidos surge como a principal alternativa, a fim de promover maior estabilidade operacional e 



2 

facilidade de armazenamento e manuseio do biocatalisador, além da possibilidade de 

reutilização, reciclagem, processamento continuo (LIESE e HILTERHAUS, 2013). De uma 

forma geral, as enzimas são imobilizadas em materiais sólidos chamados de suportes. Uma 

ampla gama de suportes é aplicada para a imobilização de enzimas, a exemplo dos materiais 

orgânicos, inorgânicos e híbridos (CARVALHO et al., 2015). Os suportes inorgânicos são os 

mais utilizados e, entre estes, a sílica produzida por meio da técnica sol-gel se destaca por 

oferecer a possibilidade de modificação da sua superfície e apresentar boa estabilidade térmica, 

estabilidade mecânica e segurança toxicológica (VILAR et al., 2008; CARVALHO et al., 

2015). 

Com o intuito de tornar mais eficiente o processo de imobilização, estudos são relatados 

tanto para o uso de aditivos como estabilizadores de enzimas quanto para o aperfeiçoamento 

dos materiais utilizados como suportes (ZOU et al., 2014). O emprego de líquidos iônicos (LIs) 

para o aprimoramento de biocatalisadores imobilizados vem ganhando cada vez mais destaque 

na biocatálise (COWAN et al., 2016). Os líquidos iônicos são um grupo de sais orgânicos que 

geralmente se apresentam no estado líquido em temperaturas abaixo de 100ºC. As suas atrativas 

propriedades físico-químicas, tais como pressão de vapor insignificante, não inflamabilidade e 

elevada estabilidade química e térmica, apontam os LIs como “solventes verdes” (SEDDON, 

1997; BARANYAI et al., 2004; WANG et al., 2014).  Por esta razão, os líquidos iônicos têm 

ganhado amplo reconhecimento como potenciais substitutos aos solventes orgânicos voláteis 

convencionais utilizados em processos químicos, com o diferencial de que estes podem ser 

sintetizados com diferentes combinações de cátions e ânions de modo a atender as necessidades 

de uma aplicação específica (FUKAYA e OHNO, 2013; BUBALO et al., 2015). 

A literatura relata que enzimas na presença de LIs apresentam maior atividade catalítica, 

mas os efeitos também podem ser negativos, dependendo das características do LI e da estrutura 

da enzima (NORDWALD e KAAR, 2013; MATSUBARA et al., 2015). Ao mesmo tempo, 

estudos recentes sugerem o uso de LIs como agentes modificadores de suportes e os resultados 

mostram que a modificação superficial do material promovida pelo líquido iônico pode 

favorecer a fixação do biocatalisador no suporte, por meio do aumento da área superficial, 

volume e tamanho dos poros do material (HU et al., 2012; YANG et al., 2013; ZOU et al., 

2014). Além disso, os líquidos iônicos também têm ganhado grande destaque como aditivos 

adicionados durante o processo de imobilização, com efeitos consideravelmente positivos tanto 

em relação às modificações estruturais nos suportes, quanto ao aumento da atividade 

http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AHiroyuki%20Ohno
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enzimática, com consequente acréscimo no rendimento de imobilização e estabilidade 

operacional dos biocatalisadores imobilizados na presença de LIs (ZARCULA et al., 2010; 

VILA-REAL et al., 2011; SOUZA et al., 2013; CABRERA-PADILLA et al., 2015). 

Os líquidos iônicos à base de fosfônio (LIFs) estão comercialmente disponíveis desde 

2008 e, em algumas aplicações, apresentam propriedades mais atraentes quando comparados 

com LIs mais comuns, tais como menor viscosidade e maior estabilidade (DEL SESTO et al., 

2005; COWAN et al., 2016). No entanto, são raros os relatos na literatura a respeito da 

aplicação de LIFs na biocatálise, em especial na imobilização de enzimas. O que desperta a 

necessidade de obtenção de resultados mais consistentes no que diz respeito aos fatores que 

podem influenciar a atividade enzimática e o processo de imobilização na presença de líquidos 

iônicos (ZHAO et al., 2015). Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo estudar o 

uso de líquidos iônicos à base de fosfônio com distintos tamanhos de cadeias catiônica e 

características hidrofóbicas ou hidrofílicas em três diferentes etapas: na primeira etapa (Etapa 

1) foram estudados os efeitos dos LIFs na atividade da lipase Burkholderia cepacia (LBC) livre; 

na segunda etapa (Etapa 2) foi avaliada a influência dos LIFs na modificação superficial da 

sílica produzida pela técnica sol-gel utilizada para a imobilização por adsorção física da LBC; 

e na terceira etapa (Etapa 3) foi verificada a atuação dos LIFs adicionados durante o processo 

de imobilização da LBC por adsorção física. A fim de avaliar os efeitos na atividade catalítica 

dos biocatalisadores livres e imobilizados na hidrólise do azeite de oliva.
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Capítulo 2 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos de líquidos iônicos à base de fosfônio no comportamento da lipase 

Burkholderia cepacia livre, na modificação superficial de sílica utilizada para a imobilização 

da LBC por adsorção física e durante o processo de imobilização da lipase por adsorção física. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar os efeitos dos líquidos iônicos à base de fosfônio na atividade hidrolítica da 

lipase Burkholderia cepacia livre na reação de hidrólise do azeite de oliva;  

 Preparar e avaliar a influência da adição dos líquidos iônicos à base de fosfônio na 

modificação superficial da sílica produzida pela técnica sol-gel utilizada no processo de 

imobilização por adsorção física da lipase Burkholderia cepacia; 

 Preparar e verificar a influência da adição dos líquidos iônicos à base de fosfônio 

durante  o processo de imobilização por adsorção física da lipase Burkholderia cepacia; 

 Realizar as caracterizações físico-química e morfológica dos suportes e biocatalisadores 

imobilizados. 
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Capítulo 3 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Neste capítulo é apresentado um breve estado da arte referente ao uso de líquidos iônicos 

na biocatálise, a partir dos seguintes tópicos: líquidos iônicos, líquidos iônicos à base de 

fosfônio, enzimas e líquidos iônicos, líquidos iônicos como ativadores/inativadores de enzimas, 

biocatalisadores imobilizados, líquidos iônicos como aditivos durante o processo de 

imobilização, sílica e agentes modificadores, e líquidos iônicos como agentes modificadores de 

sílica. 

 

3.1. LÍQUIDOS IÔNICOS 

Os solventes convencionais são utilizados diariamente em numerosos processos e, 

estima-se que eles sejam responsáveis por cerca de 60% de todas as emissões de poluentes 

oriundos do setor industrial (ANASTAS e EGHBALI et al., 2010). Como o uso de solventes é 

inevitável, duas principais estratégias para o desenvolvimento de processos mais limpos foram 

propostas: a substituição de solventes derivados do petróleo por solventes a partir de recursos 

renováveis, e a substituição de solventes perigosos por outros que apresentam melhores 

propriedades ambientais, de saúde e de segurança (CEVASCO et al., 2014; BUBALO et al., 

2015). 

Os líquidos iônicos (LIs) são sais fundidos, conhecidos com uma nova classe de 

substâncias químicas compostas exclusivamente por íons que está sendo amplamente estudada, 

aplicada e reconhecida como alternativa promissora na substituição de compostos voláteis na 

indústria (HUSSEY, 1988; FREIRE et al., 2012). Os LIs são geralmente compostos por cátions 

orgânicos relativamente grandes e ânions menores que podem ser orgânicos ou inorgânicos. O 

fato de possuir íons de elevadas dimensões faz com que os líquidos iônicos apresentem uma 

baixa energia de rede, isto é, não possuem uma estrutura cristalina bem definida, o que confere 

para a maioria dos LIs estar no estado líquido à temperatura ambiente ou próximo. Ademais, a 

ausência de uma estrutura cristalina ordenada promove baixos pontos de fusão a maioria dos 

LIs, que normalmente estão abaixo de 100ºC (REBELO et al., 2005; JIANG et al., 2009).  
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De modo geral, a assimetria do cátion é responsável pelas baixas temperaturas de fusão 

dos LIs, enquanto a natureza do ânion é considerada a principal responsável pela maior parte 

das suas outras propriedades físicas, tais como densidade e solubilidade (MACFARLANE et 

al., 2007). Devido à possibilidade de manipular livremente as suas características, combinando 

os cátions e ânions de mais de um milhão de formas diferentes para atender os requisitos de 

aplicações específicas, eles são considerados ''designer solvents'' (DEETLEFS e SEDDON, 

2010). Contudo, além da sua ampla versatilidade quando comparada com solventes 

convencionais, os LIs são apontados como ''solventes verdes''. A justificativa para rotulá-los 

''verdes'' é baseada no fato de que, dentre os 12 princípios da Química Verde, os LIs podem 

atender à 4 destes princípios, são eles: (EARLE et al., 2006; RANKE et al., 2007; PRETTI et 

al., 2009; FUKAYA e OHNO, 2013; BUBALO, et al., 2015). 

I. Síntese de produtos menos perigosos: Quando possível, deve-se utilizar e gerar uma 

substância química com pouca ou nenhuma toxicidade à saúde humana e ao ambiente; 

II. Desenvolvimento de produtos seguros: Deve-se desenvolver produtos químicos que 

exerçam a função desejada e ao mesmo tempo não sejam tóxicos; 

III. Desenho para a degradação: Os produtos químicos precisam ser desenhados de tal 

maneira que, ao final de sua função, se degradem em produtos inofensivos e não 

persistam no meio ambiente; 

IV. Química intrinsecamente segura para a prevenção de acidentes: Deve-se utilizar 

substâncias seguras, com nenhum ou mínimo potencial de acidentes, evitando produtos 

inflamáveis ou que possibilitem vazamentos, incêndios, explosões e outros. 

Devido às propriedades citadas anteriormente, como pressão de vapor desprezível e alta 

estabilidade térmica, muitas vezes o potencial impacto ambiental dos líquidos iônicos é 

considerado reduzido. Entretanto, alguns estudos relatam que apesar dos LIs contribuírem para 

a redução da poluição do ar, o seu descarte inadequado em ambientes aquáticos pode causar a 

contaminação da água, devido à sua potencial toxicidade e difícil biodegradabilidade (ZHAO, 

et al., 2007; HECKENBACH et al., 2016). O fato de que as características dos líquidos iônicos 

podem ser manipuladas a partir da sua síntese combinada tem promovido vários esforços para 

produção de LIs biodegradáveis (GATHERGOOD et al., 2004). Outra alternativa para 

minimizar os possíveis efeitos negativos do descarte de LIs no meio ambiente é a sua 

recuperação e/ou reciclagem, cuja metodologia de extração depende do processo no qual o LI 

é aplicado (ALVAREZ-GUERRA et al., 2014; CLAUDIO et al., 2014). 

http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AHiroyuki%20Ohno
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Segundo ROGERS et al. (2012), esses solventes não convencionais têm atraído um 

grande interesse por possuir características físico-químicas atrativas para inúmeros processos 

quando comparado com solventes convencionais, tais como:  

i. Funcionam como excelentes solventes para um amplo número de materiais orgânicos e 

inorgânicos. Isso possibilita a sua utilização em reações com ambos os tipos de 

reagentes, tornando-os, portanto, viáveis e extremamente atrativos do ponto de vista 

tecnológico e industrial; 

ii. A capacidade inflamável é desprezível porque esses solventes não são voláteis. Assim, 

os líquidos iônicos podem ser usados em elevadas temperaturas, diminuindo os riscos. 

Além disso, podem ser considerados como solventes combustíveis;  

iii. Possibilidade de recuperação, remoção e reciclagem devido à alta estabilidade térmica 

e química;  

iv. A boa condutividade elétrica e grande mobilidade iônica favorece o alto potencial 

eletroquímico. No mais, a janela eletroquímica estável dos LIs minimiza processos de 

oxidação ou redução sobre um eletrodo; 

v. As propriedades catalíticas em síntese orgânica e inorgânica são amplamente atrativas. 

Os LIs influenciam de forma positiva na seletividade e nos rendimentos em diferentes 

reações; 

vi. A solubilidade dos líquidos iônicos pode ser ajustada para que estes solventes sejam 

miscíveis com água e até com alguns solventes orgânicos. Muitos possuem a capacidade 

de dissolver uma ampla gama de ácidos inorgânicos e orgânicos. Isto é importante para 

processos que necessitam da dissolução de distintos reagentes numa mesma fase; 

vii. A hidrofilicidade e a hidrofobicidade dos líquidos iônicos podem ser alteradas a partir 

da modificação na estrutura dos cátions e ânions sintetizados.  

Os líquidos iônicos, como os solventes em geral, são classificados com base na estrutura 

química. No entanto, os LIs possuem características estruturais que podem ser facilmente 

manipuladas, isso faz com que a sua classificação seja complexa. De modo geral, os LIs são 

classificados como próticos e apróticos, com base na divisão estabelecida entre doadores de 

prótons (prótico) e não doadores de prótons (aprótico) (KATO e GMEHLING, 2004). Os LIs 
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chamados de próticos são aqueles formados a partir da combinação de um ácido e uma base de 

Bronsted, que possuem um próton de grande mobilidade e apresentam vantagens como baixo 

custo, simplicidade de síntese e baixa toxicidade (ÁLVAREZ et al., 2010; YANG et al., 2013). 

Os líquidos iônicos apróticos formam ligação de hidrogênio e são referidos como os LIs 

constituídos principalmente dos cátions orgânicos a base de imidazólio, piridínio, amônio e 

fosfônio. Estes ainda apresentam elevados custos de síntese, o que dificulta sua aplicação 

industrial (ZOU et al., 2014; CARVALHO et al., 2015). 

 

 3.1.1. Líquidos iônicos à base de fosfônio 

Os líquidos iônicos à base de fosfônio (LIFs) são uma família de solventes não 

convencionais prontamente disponíveis, produzidos por meio da quaternização de um alquil 

fosfina com um análogo alcano. No entanto, quando comparados com LIs com cátions à base 

de nitrogênio, tais como imidazólio e piridínio, os LIFs ainda têm sido muito menos estudados. 

Este fato pode ser atribuído à dificuldade na síntese de materiais derivados de fosfina, como 

por exemplo, o tributilfosfina (DEL SESTO et al., 2005; ATEFI et al., 2009; FRASER et al., 

2009; COWAN et al., 2016).  

Os primeiros relatos a respeito de líquidos iônicos à base de fosfônio foram publicados 

na década de 1970, entretanto, somente após o ano de 1990 que o tributilfosfina tornou-se 

disponível comercialmente. A partir de então, uma variedade de ânions vem sendo sintetizado 

juntamente com o cátion fosfônio e estão disponíveis em escala comercial desde 2008, 

principalmente pela Cytec Industries Inc., como mostra a Figura 1 (BRADARIC et al., 2003). 

Naturalmente, nem todos estes sais de fosfônio são líquidos à temperatura ambiente, mas por 

meio de combinação cuidadosa das propriedades do cátion com as do ânion, diversos sais de 

fosfônio podem ser sintetizados de forma a atender a definição geral do LIs, como pontos de 

fusão inferiores a 100ºC. Geralmente, os LIFs apresentam densidade entre 0,88 e 1,07 g/cm-3 e 

temperatura de decomposição entre 250 e 400ºC (HERRIOTT et al., 1975). 
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Figura 1: Cátion fosfônio e exemplos de ânions que podem ser emparelhados para produzir líquidos iônicos à 

base de fosfônio. 

  Fonte: Adaptado de Bradaric et al., 2003. 

Os LIFs foram testados em diferentes estudos, tais como solventes de extração, solventes 

de síntese química, eletrólitos em baterias, protetores contra corrosão, entre outros 

(MATSUBARA et al., 2015). Em algumas aplicações, os LIFs ofereceram propriedades 

superiores aos LIs à base de imidazólios e piridínios, como maior estabilidade térmica e menor 

viscosidade (JEEVAPANI et al., 2014). Por estas razões, LIFs já estão sendo desenvolvidos e 

aplicados como solventes, catalisadores de transferência de fase, meios de eletroquímica, 

agentes de esfoliação para argilas, catalisadores, biocatalisadores e em reações de policarbonato 

em alta temperatura (MIRAU et al., 2008; FRASER et al., 2009; MATSUBARA et al., 2015). 

 

3.2. ENZIMAS E LÍQUIDOS IÔNICOS 

Enzimas são biocatalisadores, geralmente, de natureza proteica produzidas por animais, 

plantas e micro-organismos, formadas por uma extensa cadeia de aminoácidos unidos por meio 

de ligações peptídicas. Estas operam em condições brandas de pH, temperatura e pressão, 

dependendo da força iônica do meio para que não ocorra a desnaturação e perda da sua atividade 

catalítica. Uma das principais características destes biocatalisadores é que as reações na sua 

presença atingem velocidades muito maiores que as reações na presença de catalisadores 

químicos (BON et al., 2008; ARMENTA et al., 2015). Além disso, devido à sua elevada 

especificidade, um maior rendimento do processo pode ser atingido, permitindo a obtenção de 
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produtos biodegradáveis e reduzindo a quantidade de resíduos gerados (DE CASTRO et al., 

2014). 

Dentre as enzimas, as lipases (glicerol éster hidrolases EC 3.1.1.3) têm alcançado um 

destaque cada vez maior no cenário da biocatálise, estimulado sobretudo pelos avanços em 

processos biotecnológicos (síntese orgânica e quiral), biodiesel, óleos e gorduras e produtos 

farmacêuticos (GUNCHEVA e ZHIRYAKOVA, 2011). As lipases têm como função natural a 

hidrólise de triacilgliceróis em ácidos graxos e glicerol, além de catalisar reações de 

esterificação, transesterificação (interesterificação, alcóolises e acidólises), aminólise (síntese 

de amidas) e lactonização. Estas são originadas de plantas, animais ou micro-organismos e 

devido à essa ampla disponibilidade, seletividade e relevante capacidade de operar em meios 

orgânicos a sua aplicação tornou-se atraente para um grande número de áreas industriais, como 

nas indústrias de alimentos, detergentes, artigos de couro, têxteis, cosméticos e produtos 

farmacêuticos (PAQUES e MACEDO, 2006; BON et al., 2008; LIU et al., 2011; GOG et al., 

2012; MOURA et al., 2012; ZHANG et al., 2012; BARBOSA et al., 2012; NARWAL e 

GUPTA, 2013). 

A partir do expressivo interesse em líquidos iônicos e com o objetivo de otimizar ainda 

mais as reações biocatalíticas, diversos grupos de pesquisas em todo mundo relatam reações 

catalíticas que foram testadas e modificadas com sucesso a partir da adição desses “solventes 

verdes”. O primeiro trabalho referente à biocatálise com a combinação enzimas e LI foi 

publicado em 2000 e, desde então, o número de publicações destinados ao estudo de reações 

catalisadas por enzimas na presença de líquidos iônico tem aumentado bruscamente nos últimos 

anos (GAO et al., 2015). 

A Figura 2 exibe, ao longo dos últimos 16 anos, o resumo do crescente número de artigos 

em que as palavras-chave “ionic liquid” e “enzyme” são usadas. O número de pedidos de 

patentes emitidos ou pendentes segue uma tendência similar. Coletivamente, esses estudos 

têm resumido diferentes aspectos do uso de biocatalisadores combinados com líquidos 

iônicos, em que questões fundamentais relacionadas com os efeitos de LIs sobre a estrutura, 

atividade e estabilidade de enzimas têm sido exploradas. Também são avaliados os impactos 

da utilização de LIs como agentes modificadores de suportes sólidos, bem como aditivos 

adicionados durante a imobilização do biocatalisador, empregando uma variedade de 

combinações de enzimas e líquidos iônicos em diferentes sistemas de reação. A fim de obter 

produtos químicos biodegradáveis mais seguros e reduzir ou eliminar totalmente os resíduos 
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(YANG, 2009; ZHAO et al., 2010; MONIRUZZAMAN et al., 2010; SOUZA et al., 2013; 

REHMANN et al., 2014; CABRERA-PADILLA et al., 2015; FINDRIK et al., 2016). 

A justificativa para o relevante crescimento em publicações referente ao uso de enzimas 

juntamente com LIs é o fato de que esta combinação pode aumentar ou inibir a atividade 

enzimática, ao contrário do que normalmente ocorre com o uso de solventes convencionais, que 

inibem a atividade catalítica e promovem a desnaturação da enzima (RANTWIJK e 

SHELDON, 2007; ZHAO, 2016). O incremento na atividade catalítica ocorre devido às 

características dos LIs, já que suas propriedades podem ser ajustadas de forma a favorecer o 

desempenho enzimático. As incontáveis combinações entre cátions e ânions podem contribuir 

para uma maior estabilidade da enzima (FINDRIK et al., 2016). 

 

Figura 2: Quantidade por ano de artigos publicados e as citações associadas às palavras-chave “ionic liquid” e 

“enzyme” no site Web of Science, entre os anos de 2000 e 2016. 

 

3.2.1. Lipase Burkholderia cepacia 

A lipase Burkholderia cepacia (LBC) é uma proteína que possui 33 kDa de massa molar, 

com dimensões aproximadas de 3nm × 4nm × 5nm (60nm³) e 320 resíduos de aminoácidos de 

Serina, Histidina, Aspartato, entre outros (KIM et al., 1997). A LBC possui boa atividade em 

uma ampla faixa de pH (3,5-11), no entanto, apresenta pH ótimo entre 7 e 8 e, geralmente, é 

empregada na produção industrial para síntese de compostos quirais e ésteres (BARON et al., 

2004; BARBE et al., 2009). A Figura 3 ilustra a estrutura tridimensional da LBC, onde as fitas 

estão representadas por setas () e hélices (). A tampa que engloba a região entre 118 e 159 é 

representada em vermelho, o subdomínio voltado para a tampa (214-261) está na cor azul, a 
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região 1-117 é colorido em roxo, a região 160-213 em cinza e a região 262-320 em marrom. A 

posição do íon Ca2+ está indicada por uma esfera na cor lilás.  A tríade catalítica (S87, D264 e 

H286) e os resíduos de aminoácidos (L17 e Q88) são mostrados na forma de bastão. 

 

Figura 3: Representação da estrutura tridimensional da lipase de Burkholderia cepacia. 

 Fonte: Adaptado de Barbe, 2009. 

Uma característica importante deste tipo de lipase é a presença de uma região móvel, 

denominado de “tampa”, que altera a sua conformação de diferentes formas, dependendo do 

ambiente em que se encontra. Tornando a tríade catalítica ou sítio catalítico acessível (“tampa 

aberta”) para os substratos ou protegido (“tampa fechada”) do ambiente externo. Assim, a 

“tampa”, que possui características variadas de acordo com cada tipo de enzima, sofre 

rearranjos conformacionais drásticos que torna a enzima inativa (“tampa fechada”) ou ativa 

(“tampa aberta”) (VERGER, 1997; BON et al., 2008). 

De modo geral, a conformação aberta (Figura 4A) prevalece quando existe afinidade entre 

o sítio catalítico da enzima e o substrato, que ocorre geralmente em meios orgânicos e nas 

interfaces água/lipídios, onde as lipases são altamente ativas. A conformação fechada (Figura 

4B) é predominante em meios aquosos, indicado pela baixa atividade lipolítica para maior parte 

das lipases em água (REIS et al., 2009). Não só a conformação da “tampa” (grau de abertura), 

mas também a sua natureza anfifílica desempenha um papel fundamental na atividade das 

lipases, que caracteriza regiões hidrofílicas solúveis em meio aquoso e regiões hidrofóbicas 
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insolúveis em água e solúveis em lipídios e meios orgânicos. Além disso, a sequência específica 

de aminoácidos demonstra um papel-chave na especificidade dessa classe de enzimas 

(SECUNDO et al., 2006; BELLE et al., 2007; RANALDI et al., 2009). 

 

Figura 4: Representação das mudanças conformacionais que ocorrem na lipase Burkholderia cepacia. A região 

da tampa é representada em vermelho e a região em azul indica o subdomínio. A tríade catalítica e os resíduos de 

aminoácidos são ilustrados em amarelo. (A) Estrutura da LBC com a tampa na conformação aberta (B) Estrutura 

com tampa na conformação fechada. 

Fonte: Adaptado de Barbe et al., 2009. 

 

Trodler et al. (2009), realizaram uma análise detalhada por meio de várias simulações de 

dinâmica molecular da conformação aberta e fechada da lipase Burkholderia cepacia em água 

e tolueno, a fim de investigar a influência desses solventes na estrutura, dinâmica e transição 

conformacional da tampa. Os resultados mostraram que as transições conformacionais da tampa 

são ligeiramente dependentes do solvente. Nas simulações em água, a tampa da LBC 

permaneceu fechada sem qualquer alteração significativa na sua conformação. Enquanto que 

nas simulações realizadas em tolueno, notou-se uma abertura gradual da tampa da LBC, 

expondo seu sítio catalítico. No estudo realizado por Barbe et al. (2009), os autores avaliaram 

a movimentação da tampa da LBC em água e na interface hexano-água, por meio de simulações 

de transições conformacionais. Os resultados indicaram que a tampa se manteve na 

conformação fechada na presença da água, e apresentou a abertura da tampa na interface 

hexano-água. 
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3.2.2. Líquidos iônicos como ativadores/inativadores de enzimas 

Sistemas utilizando líquidos iônicos e enzimas numa mesma reação já foram descritos há 

algum tempo, mas somente nos últimos anos o potencial dessa combinação foi reconhecido 

(SHELDON, 2001; CANTONE et al., 2007). LIs são relatados como solventes não 

convencionais apropriados para aumentar a atividade e consequentemente a estabilidade de 

enzimas, em contraste com solventes orgânicos comuns (Tabela 1). A partir de então, novas 

aplicações de enzimas na presença de LIs foram surgindo (SHU et al., 2011; NORDWALD e 

KAAR, 2013). No entanto, dependendo da natureza da enzima e das características do LI, esse 

aditivo pode ou não ser apropriado para a reação. Assim, é indispensável avaliar de forma mais 

específica os parâmetros que influenciam o comportamento das enzimas em presença de LIs 

(PAPADOPOULOU et al., 2013; MATSUBARA et al., 2015). 

Segundo Zhao (2005), LIs com cátions com cadeias catiônicas maiores promovem 

maiores benefícios para a atividade enzimática quando comparado com LIs com cadeias 

catiônicas menores, a depender da natureza do ânion associado. A razão para isto é que LIs com 

maiores cadeias catiônicas apresentam características hidrofóbicas e assim, oferecem menor 

tendência para desestabilizar as moléculas de água essenciais para a manutenção da enzima. 

Dessa forma, verificou-se que os LIs hidrofóbicos mantiveram e até aumentaram a atividade e 

estabilidade da lipase avaliada. Enquanto que LIs com características hidrofílicas, removeram 

as moléculas de água presentes na camada de hidratação e reduziram a atividade da enzima. 

A inativação e subsequente desestabilização de enzimas em LIs, embora não seja bem 

compreendida, pode ser atribuída à interação direta entre enzimas e o LI. Estudos sugerem que 

a estabilidade e ativação da enzima são altamente dependentes de alguns fatores, tais como: 

conformação estrutural da enzima; interação por forças eletrostáticas; ligações de hidrogênio e 

hidrofóbicas; e remoção de moléculas de água essencial para atividade da enzima, que são 

ligeiramente influenciadas pela hidrofobicidade/hidrofilicidade do cátion e ânion do LI 

(KUMAR e VENKATESU, 2014; GAO et al., 2015). 
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Tabela 1: Aplicação de líquidos iônicos como ativadores/inativadores de lipases. 

Líquido Iônico Fonte de lipase Referência 

Cloreto de 1-etil-3-

metilimidazólio  

Cloreto de 1-metil-3-

octilimidazólio 

Trifluormetanosulfonato de 1-

butil-3-metilimidazólio  

Acetato de 1-butil-3-

metilimidazólio 

Cloreto de 1-butil-3-

metilimidazólio 

Candida antarctica Ventura et al., 2012 

Cloreto de 1-butil-3-

metilimidazólio 

Etilsulfato de 1-etil-3-

metilimidazólio 

Candida rugosa 

Carica papaya 
Nordwald e Kaar, 2013 

2-hidroxi-N-metiletanoamônio 

bis(2-hidroxietil)amônio 

2-hidroxietilamônio 

Agaricus bisporus Papadopoulou et al., 2013 

tributil([2-

metil]metoximetil)fosfônio 

C16(PEG)10SO4 

tributil(2-metiletil)fosfônio 

C16(PEG)10SO4 

tributil(n-octil)fosfônio 

C16(PEG)10SO4 

tributil(n-hexadecanil)fosfônio 

C16(PEG)10SO4) 

Burkholderia cepacia Matsubara et al., 2015 

1-hexil-3-metilimidazólio 

hexafluorfosfato 
Candida rugosa Su et al., 2016 
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A água aumenta a mobilidade e a flexibilidade dos sítios catalíticos e, simultaneamente, 

a manutenção da estrutura proteica. No entanto, a quantidade de água necessária para a catálise 

depende das características de cada enzima e do meio (LIMA e ANGNES, 1999; BALL, 2008). 

De forma geral, solventes muito polares ou hidrofílicos podem prejudicar a estabilidade 

enzimática ao interagir com a água e desestabilizar a camada de hidratação da enzima. 

Solventes hidrofóbicos possuem uma menor capacidade de afetar a camada de hidratação da 

enzima. Assim, conservam a camada de hidratação ao redor da enzima, o que favorece a 

atividade enzimática (COLLINS et al., 2007). 

Os íons do LI dão origem a cátions e ânions que, de acordo com a natureza e concentração, 

podem afetar o desempenho da enzima (SCHIFFER et al., 1996). A Figura 5 ilustra os efeitos 

relevantes que os íons têm na atividade enzimática, que é normalmente estabilizada por ânions 

cosmotrópicos e cátions caotrópicos, predominantes em líquidos iônicos hidrofóbicos. A 

proteína é desestabilizada por ânions caotrópicos e cátions cosmotrópicos, presentes geralmente 

em LIs hidrofílicos (YANG et al., 2013; ZHAO, 2016).  

 

Figura 5: Ilustração das interações entre líquidos iônicos hidrofóbicos (ânions cosmotrópicos e cátions 

caotrópicos) e hidrofílicos (ânions caotrópicos e cátions cosmotrópicos) e a lipase Burkholderia cepacia. 

Fonte: Adaptado de Zhao, 2016. 

Ânions cosmotrópicos competem com moléculas da água associadas à camada de 

hidratação da enzima, devido à sua forte interação com a água. Isto faz com que a enzima 
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minimize a área exposta ao solvente, estimulando o estado compacto da enzima devido ao efeito 

hidrofóbico (CHEN et al., 2010; ZHANG et al., 2012). No caso dos ânions caotrópicos, ocorre 

o processo contrário, já que os mesmos têm baixa afinidade com água e alta polarizabilidade, 

assim, esses ânions ligam-se à interface água-enzima, desestabilizando a estrutura da proteína 

(COLLINS et al., 2007; REMBERT et al., 2012). Cátions apresentam efeito menor quando 

comparados com ânions com mesma densidade de carga, pois agem indiretamente através da 

interação com o ânion (GIBB et al., 2011; KUMAR e VENKATESU, 2014). Neste contexto, 

o estudo da influência das interações entre líquidos iônicos hidrofóbicos e hidrofílicos faz-se a 

partir do estudo preliminar da estrutura da enzima e do seu comportamento na presença de 

outros solventes (ZHAO et al., 2015). 

Ventura et al. (2012), avaliaram o efeito da concentração, do tamanho de cadeias 

catiônicas e dos ânions de líquidos iônicos à base de imidazólios de natureza hidrofílica sobre 

a atividade enzimática da lipase B de Candida antarctica. Os resultados indicaram que o caráter 

hidrofílico dos LIs provocou efeito negativo sobre a camada de hidratação da enzima e, 

consequentemente sobre a atividade da lipase, com maior perda de atividade para a maior 

concentração de LI. Em relação à variação da cadeia catiônica, notou-se que o aumento da 

cadeia dos LIs hidrofílicos reduziu drasticamente a atividade, a qual causou uma maior 

capacidade do líquido iônico para obstruir o sítio catalítico não polar da enzima. 

Em um estudo mais recente, Matsubara et al. (2015), sintetizaram quatro líquidos iônicos 

à base de fosfônio com diferentes cadeias catiônicas (tributil([2-metil]metoximetil)fosfônio 

C16(PEG)10SO4, tributil(2-metiletil)fosfônio C16(PEG)10SO4, tributil(n-octil)fosfônio 

C16(PEG)10SO4, tributil(n-hexadecanil)fosfônio C16(PEG)10SO4), que foram utilizados como 

agentes de ativação por revestimento da lipase Burkholderia cepacia por meio do processo de 

liofilização. Os resultados indicaram que a parte catiônica dos LIs desempenha um papel crucial 

na modificação da atividade enzimática, uma vez que foram verificados diferentes valores de 

velocidades reacionais com a variação do comprimento do cátion. Ademais, os autores também 

evidenciaram que após o revestimento com os líquidos iônicos à base de fosfônio, foi possível 

armazenar a LBC em dessecador à temperatura ambiente por mais de um ano, sem qualquer 

perda da sua atividade enzimática. 
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3.3. BIOCATALISADORES IMOBILIZADOS 

O enorme potencial catalítico oferecido pelas enzimas para os mais variados tipos de 

reações é indiscutível (GRAY et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013). No entanto, uso de 

enzimas solúveis apresenta desvantagens no que diz respeito à estabilidade operacional e de 

armazenamento, devido à complexidade e sensibilidade da sua estrutura tridimensional, 

fundamentais para a atividade enzimática (SHELDON et al., 2011; HANEFELD et al., 2013). 

As condições ótimas são específicas de cada tipo de enzima, mas geralmente na sua forma livre 

estas são inativadas quando estão expostas a condições drásticas, tais como temperaturas 

elevadas e variação de pH (CANTONE et al., 2013). A baixa estabilidade térmica, o intervalo 

estreito de pH, a impossibilidade de recuperação e reuso devido à perda da atividade enzimática 

depois de um ciclo, são os maiores obstáculos para a utilização de enzimas em muitos 

processos, pois as enzimas apresentam alto custo (DICOSIMO et al., 2013; JESIONOWSKI et 

al., 2014). 

Entre os vários métodos usados para amenizar estas desvantagens, a maior estabilização 

foi obtida por meio da imobilização de enzimas em um suporte sólido e, certamente, este é o 

método mais aplicado (ZHAO, 2010). Assim, em contraste com a aplicação de enzimas solúveis 

na indústria, biocatalisadores imobilizados (BI) oferecem vantagens no que diz respeito à maior 

estabilidade, possibilidade de reutilização, capacidade de reciclagem, bem como aplicações em 

reatores contínuos (LIESE e HILTERHAUS, 2013). O termo imobilização de enzimas foi 

definido no início da década de 1970, pela Primeira Conferência sobre Engenharia Enzimática 

que definiu a técnica como: “enzimas ou sistemas enzimáticos fisicamente confinados ou 

localizados em uma região definida do espaço com retenção de suas atividades catalíticas, e 

que podem ser usadas repetida e continuamente” (BON et al., 2008). 

A Figura 6 mostra os principais parâmetros para obtenção de uma imobilização eficiente, 

que levam em conta características estruturais da enzima (atividade específica, estabilidade e 

seletividade), composição química e superficial do material empregado como suporte (tipo de 

material, porosidade e área superficial), além do tipo de ligação entre a enzima e o suporte 

(HANEFELD et al., 2009; SHELDON e PELT, 2013). A fim de obter bons resultados quanto 

ao carregamento de enzima em relação a unidade de massa de suporte e estabilidade do 

biocatalisador imobilizado e redução de custos no processo (BAYNE et al., 2013; BOLIVAR 

et al., 2016). 
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De modo geral, a imobilização de enzimas promove efeitos benéficos no que diz respeito 

a estabilidade, devido às interações físicas e químicas entre o suporte e as moléculas da enzima, 

possibilitando a sua reutilização, o que contribui para o aumento da vida útil e redução do custo 

do biocatalisador (MEUNIER et al., 2012). Além disso, o uso de enzimas imobilizadas permite 

reações com catálises heterogêneas, facilita a separação de produtos e, em muitos processos, 

reduz a geração de efluentes, minimizando os impactos ambientais (MILETIC et al., 2012). 

 

Figura 6: Principais parâmetros relacionados a enzima, suporte e tipo de ligação para obtenção de uma 

imobilização eficiente. 

 Fonte: Adaptado de Bolivar et al., 2016. 

 

Os métodos de imobilização são classificados a partir do tipo interação que ocorre entre 

a enzima e o suporte, que pode ser física ou química, ou das características da matriz. 

Geralmente, esses métodos são classificados de três diferentes formas: ligação ao suporte, 

ligação cruzada e encapsulação. Além disso, a ligação entre a enzima e o suporte pode 

classificar os métodos de imobilização como reversíveis e irreversíveis. Na imobilização 

irreversível, uma vez em que as enzimas estão ligadas ao suporte, elas não podem ser 

desconectadas sem destruir a atividade da enzima e do suporte (EŞ et al., 2015). 

Adsorção física, ligação covalente e encapsulação são os métodos mais utilizados para 

imobilização de enzimas.  As técnicas de imobilização por adsorção física da enzima em um 

suporte por meio de forças físicas e ligações não covalentes (ligação de afinidade e quelação), 

são métodos de imobilização reversíveis. Porém, a técnica de ligações covalentes, que ocorre 

entre os resíduos terminais da enzima e os grupos funcionais do suporte ou entre duas ou mais 
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moléculas de enzima, além da imobilização por encapsulação e ligações cruzadas são métodos 

irreversíveis (GUNCHEVA et al., 2011; SHELDON et al., 2013). Cada uma dessas técnicas 

tem suas vantagens e desvantagens, como mostra a Tabela 2. 

Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos principais métodos de imobilização de enzimas. 

Método de 

Imobilização 
Adsorção Física Ligação Covalente Encapsulação 

Vantagens 

Baixo custo, simples, 

não ocorre modificação 

química da enzima e 

pode ser possível a 

reutilização do suporte. 

Não é afetado pelo pH, 

força iônica do meio ou 

concentração do 

substrato. 

Não ocorre modificação 

química da enzima. 

Desvantagens 

A imobilização pode 

ocorrer apenas na 

superfície e dessorção 

da enzima com o 

tempo/uso. 

Não é possível 

regenerar o suporte e 

apresenta um alto custo. 

Apresenta limitação de 

difusão, susceptível à 

inativação da enzima e 

ocorre perda contínua de 

atividade devido ao 

tamanho dos poros. 

Fonte: DE CASTRO et al., 2008. 

 

3.3.1. Adsorção física 

Adsorção física (ADS) é o método de imobilização que consiste em uma ligação simples 

entre a enzima e o suporte, por meio de forças físicas com interações fracas, tais como forças 

de van der Waals, ligações de hidrogênio, hidrofóbicas e interações iônicas (MATEO et al., 

2007; MANOEL et al., 2015). Como a ligação é fraca, a imobilização não altera a estrutura 

nativa da enzima, o que mantém o seu sitio ativo intacto e conserva a sua atividade 

(HERNANDEZ e FERNANDEZ-LAFUENTE 2011; HWANG e GU 2013). Entre os vários 

métodos existentes, a adsorção física é o mais estudado e empregado no setor industrial para 

imobilização de lipases em diversos tipos de suportes, como mostra a Tabela 3. 

Quando comparado com outros métodos de imobilização, a ADS apresenta vantagens 

pelos seguintes aspectos: condições brandas e operações fáceis; baixo custo relativo de 

materiais de suporte e processo de imobilização; não requer adição de aditivos químicos durante 

a adsorção; regeneração fácil dos suportes para reciclagem e alta recuperação de atividade das 

enzimas; e reutilização do suporte por dessorção de moléculas inativas de enzima localizadas 
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na superfície do biocatalisador (ZHANG et al., 2012; CUNHA et al., 2014). De modo geral, 

qualquer suporte pode ser aplicado na imobilização da enzima por ADS. Entretanto, nem todas 

as enzimas podem ser imobilizadas em todos os tipos de suporte. A razão é que para que ocorra 

uma adsorção bem-sucedida, algumas condições têm de ser atendidas, entre os quais a afinidade 

entre a enzima e o suporte é a mais importante.  Isto é assegurado pela presença dos grupos 

ativos específicos sobre o suporte, que permitem a ligação enzima-suporte (ZHAO et al., 2015). 

Tabela 3: Aplicação de adsorção física para imobilização de lipases em diferentes suportes. 

Classificação 

do suporte 
Suporte Fonte de lipase Referência 

Orgânicos 

Poliacrilonitrila Pseudomonas cepacia Sakai et al., 2010 

Poliacrilato B Candida antarctica  Jun et al., 2013 

PHBV Candida rugosa Cabrera-Padilla et al., 2015 

Poli-hidroxibutirato Geotrichum candidum Ramos et al., 2015 

PHBV Bacillus sp. Cabrera-Padilla et al., 2015 

Poli-metacrilato 
Thermomyces 

lanuginosus 
Lage et al., 2016 

Inorgânicos 

Sílica Rhizopus oryzae Kharrata et al., 2011 

MCM-41 Candida rugosa Katiyar e Ali, 2012 

Silicato Hidrofóbico Candida sp. Zhao et al., 2014 

Sílica Candida rugosa Yu et al., 2015 

 

3.3.2. Líquidos iônicos como aditivos durante a imobilização de enzimas 

A utilização de aditivos durante o processo de imobilização de enzimas é uma das 

abordagens descritas na literatura com o objetivo de otimizar o preparo de biocatalisadores 
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imobilizados. A principal razão para isto é que a presença desses aditivos pode influenciar 

positivamente a atividade e estabilidade de biocatalisadores imobilizados (ZARCULA et al., 

2010).  Dentre os aditivos utilizados, os líquidos iônicos têm ganhado destaque por favorecer o 

aumento da atividade enzimática, bem como causar modificações estruturais em suportes, 

promovendo um aumento no rendimento de imobilização e estabilidade operacional para os 

biocatalisadores imobilizados (LEE et al., 2007; VILA-REAL et al., 2011). A Tabela 4 exibe 

estudos voltados para a aplicação de diversos LIs durante o processo de imobilização.  

Cabrera-Padilla et al. (2015), utilizaram 1% (m/v) de líquidos iônicos à base de 

imidazólios como aditivos durante a imobilização por adsorção física da lipase Candida rugosa 

em suporte de Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV). Foi investigada a influência 

do núcleo e do tamanho da cadeia catiônica, além das características dos ânions no processo de 

imobilização. As caracterizações físico-química e morfológica revelaram bons resultados para 

a imobilização da enzima na presença dos LIs, com melhor rendimento de imobilização (78%) 

para o LI com núcleo catiônico mais hidrofóbico, com maior cadeia e ânion mais hidrofóbico. 

No estudo realizado por Souza et al. (2013), líquidos iônicos apróticos baseados em 

monoetanolamina com diferentes comprimentos de cadeia catiônica e em diferentes 

concentrações foram utilizados para encapsulação da lipase Burkholderia cepacia pela técnica 

sol-gel. Os resultados mostraram um aumento na eficiência catalítica de 35 vezes para o sistema 

imobilizado na presença de LI quando comparado com o sistema sem o aditivo. Esse efeito 

positivo foi atribuído às modificações que o LI provocou nos poros e na superfície do suporte, 

além da proteção na camada de hidratação ao redor da enzima, evitando a desnaturação da 

enzima pela presença de álcool durante a encapsulação. No que diz respeito à influência do 

tamanho da cadeia catiônica, foi observado que o LI com maior cadeia promoveu os melhores 

resultados de rendimento de imobilização e melhor efeito positivo na estrutura morfológica da 

sílica, devido ao seu caráter mais hidrofóbico. 

Na literatura, além de estudos envolvendo o uso de líquidos iônicos como aditivos durante 

a imobilização de enzimas, existem alguns relatos da aplicação de LIs como agentes 

modificadores de suportes, como por exemplo a sílica.
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Tabela 4: Aplicação de líquidos iônicos como aditivos na imobilização de enzimas. 

Líquidos 

Iônicos 

Tetrafluorborato de 1-etil-

3-metilimidazólio 

Tetrafluorborato de 1-

propil-3- metilimidazólio 

Tetrafluorborato de 1-

butil-3- metilimidazólio 

Tetrafluorborato de 1-

hexil-3- metilimidazólio 

Hexafluorfosfato de 1-

butil-3- metilimidazólio 

Tetrafluorborato de 1-

octil-3- metilimidazólio 

Tetrafluorborato de 1-etil-3-

metilimidazólio 

Bis(trifluorometilsulfonil)amida 

de 1-etil-3-metilimidazólio 

Trifluoracetato de metil-

trioctilamônio 

Tetrafluorborato de 1-butil-4-

metilpiridínio 

Acetato de N-

metilmonoetanolamina 

Propinato de N-

metilmonoetanolamina 

Butirato de N-

metilmonoetanolamina 

Pentanoato de N-

metilmonoetanolamina 

Cloreto de 3-metilpiridínio-1-

butil 

Cloreto de 3-metilimidazólio-1-

butil 

Dicianamida de 1-butil-3-

metilimidazólio 

Bis(trifluorometilsulfonil)amida 

de 1-butil-3-metilimidazólio 

Bis(trifluorometilsulfonil) de 1-

etil-3-metilimidazólio 

Enzima 
Lipase Pseudomonas 

fluorescens 
Lipase Burkholderia cepacia Lipase Candida rugosa Lipase Candida rugosa 

Suporte Sílica Tecido de carbono Sílica PHBV 

Método de 

imobilização 
Encapsulação Encapsulação Encapsulação Adsorção física 

Referência Zarcula et al., 2010 Hara et al., 2010 Souza et al., 2013 Cabrera-Padilla et al., 2015 
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3.4. SÍLICA E AGENTES MODIFICADORES 

Tanto as propriedades dos suportes quanto as condições de imobilização têm significante 

influência na eficiência da imobilização. As características químicas e físicas do suporte, tais 

como, polaridade, razão molar dos grupos hidrofóbicos e hidrofílicos, tamanho da partícula, 

área da superfície, porosidade e tamanho dos poros podem determinar a quantidade de enzima 

imobilizada e sua atividade catalítica após a imobilização (LIESE e HILTERHAUS, 2013; 

JESIONOWSKI et al., 2014). A utilização do suporte com estrutura e características adequadas 

influência diretamente nas propriedades da enzima imobilizada. Dentre as características que 

devem ser avaliadas para identificação de um bom suporte, destacam-se: superfície do suporte; 

estabilidade bioquímica, química e mecânica; resistência a compactação; resistência de ataque 

microbiológico; morfologia e composição (BON et al., 2008; FERNÁNDEZ et al., 2013). 

A utilização de suportes orgânicos tem crescido devido à necessidade de novas 

alternativas baratas, de fácil disponibilidade para os processos de imobilização e a utilização 

em larga escala. Estes são classificados como naturais (polissacarídeos, celulose, proteínas, 

biochar, entre outros) e sintéticos (poliestireno, poliacrilatos, polivinílicos, híbridos e etc.) 

(CRISTÓVÃO et al., 2011). No entanto, os suportes inorgânicos são os mais utilizados, por 

apresentarem características satisfatórias para a imobilização de enzimas, tais como, resistência 

ao ataque microbiano e grande área superficial disponível para a ligação da enzima. Existem 

também os suportes classificados como minerais (areia, bentonita, pedra-pome, horneblenda, 

entre outros) e sintéticos (óxido de ferro, vidro, cerâmica, sílica e outras) (ISPAS et al., 2009). 

Dentre os suportes que podem ser utilizados para a imobilização de enzimas, a sílica 

(SiO2) se destaca por oferecer a possibilidade de modificação da sua superfície, além de ser 

multifuncional e apresentar boa estabilidade térmica, estabilidade mecânica e segurança 

toxicológica, atendendo os princípios da União Internacional de Química Pura e Aplicada. 

(VILAR et al., 2008; CARVALHO et al., 2015). A sílica apresenta estrutura baseada em um 

tetraedro, onde cada átomo de silício se encontra ligado a quatro átomos de oxigênio e cada 

oxigênio se encontra ligado a dois átomos de silício (ADAM et al., 2012). Este material pode 

ser adquirido comercialmente ou ser produzido por diferentes técnicas, onde a mais utilizada 

para a imobilização de enzimas é a sílica produzida pela técnica sol-gel (ZOU et al., 2014). 

A sua produção envolve várias variáveis, como concentração de reagentes, tempo e 

temperatura da reação, natureza do catalisador e outras. São essas variáveis que definem as 
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características finais do sistema, incluindo a porcentagem de hidrólise e condensação de grupos 

reativos, densidade de reticulação e homogeneidade do material. (SOARES et al., 2006; 

CARVALHO et al., 2014). Na técnica sol-gel, a primeira etapa é a pré-hidrolise, com adição 

de uma pequena quantidade de água que provoca a substituição dos grupos alcóxidos (OR) por 

grupos hidroxilas (-OH). Após a etapa de pré-hidrolise tem-se a adição de uma solução básica, 

nesse momento acontece a hidrólise completa e na sequência a policondensação e a gelação dos 

solventes. Dessa forma, géis são formados por reticulados compostos por grupos silanol (Si-

OH) e ligações siloxano (Si-O-Si) mais produtos liberados (SOUZA et al., 2013). 

Como pode ser observado na Figura 7, as hidroxilas se encontram ligados quimicamente 

na superfície da sílica-gel, disponíveis como grupos funcionais de ativação do suporte ou como 

grupamentos de ligação com a enzima (SANTOS et al., 2008; HU et al., 2010). Os grupos -OH 

atuam como centros de reação e podem ser apresentados de diferentes formas, tais como: (A) 

livre (-OH), formando os poros na partícula de sílica; (B) grupos siloxanos (≡Si–O–Si≡); (C) 

grupos silanóis livres (≡Si-OH); (D) grupos silanóis associados (=Si(OH)2); e (E) por meio de 

ligação de hidrogênio grupos silanóis vicinais ou germinais (BENVENUTTI et al., 2009; 

CARVALHO et al., 2015). 

 

Figura 7: Estrutura da sílica e grupamentos presentes. 

Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2015. 

A sílica é considerada um material de fácil obtenção, com vasta aplicação na imobilização 

de enzimas. No entanto, a fim de aprimorar propriedades como área superficial e tamanho de 
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poros, e concomitantemente ampliar a sua aplicação industrial, cresce cada vez mais o número 

de estudos voltados para o seu aperfeiçoamento (BERNAL et al., 2014). O uso de agentes 

modificadores de sílica é a forma mais comum para tornar mais eficiente a fixação da enzima 

neste suporte, entre os mais utilizados estão o polietilenoglicol (PEG), gelatina, albumina, 

caseína, álcool polivinílico (PVA), líquidos hidrofóbicos e líquidos iônicos (LIs) (REETZ et 

al., 1996; SOARES et al., 2006; HU et al., 2010; FREITAS et al., 2010; SOUZA et al., 2013). 

 

3.4.1. Líquidos iônicos como agentes modificadores de sílica 

Dentre os agentes modificadores de suportes, os líquidos iônicos têm ganhado grande 

destaque, como é relatado em alguns trabalhos presentes na Tabela 5. A razão para isto é o fato 

que estudos revelam, a partir de caracterizações físico-química e morfológica dos suportes e 

biocatalisadores imobilizados, que a modificação superficial com LIs não causa impedimento 

na ligação da enzima e suporte, pelo contrário, a adição desse solvente durante a produção do 

suporte pode favorecer a imobilização do biocatalisador. Isso porque os LIs podem ajustar as 

características do suporte, tais como área superficial, tamanho e volume dos poros do material 

e, consequentemente, fornecer maior superfície disponível para ligação da enzima no suporte, 

assim como microambientes adequados para o biocatalisador imobilizado (YANG et al., 2013; 

ZOU et al., 2014). Nesse contexto, o uso de líquidos iônicos como agentes modificadores de 

suportes pode produzir biocatalisadores imobilizados com maior eficiência catalítica, em 

consequência da diminuição dos efeitos difusionais de substratos e produtos durante a reação, 

além da melhoria da estabilidade operacional em processos contínuos (ISPAS et al., 2009; 

SHELDON e PELT, 2013). 

Segundo Karout e Pierre (2007), a modificação superficial causada pela presença de LIs 

como agentes modificadores pode influenciar positivamente na estrutura da sílica, promovendo 

o aumento do tamanho e volume dos poros. No estudo de Hu et al. 2012, a lipase Burkholderia 

cepacia foi imobilizada em sílica modificada com diferentes LIs à base de imidazólios e os 

resultados revelaram que a modificação na superfície do suporte foi uma alternativa eficiente 

para melhoria da estrutura da sílica, devido ao microambiente formado pela amina e o LI, 

mantendo assim a conformação favorável da enzima. O que favoreceu as interações entre a 

enzima e o suporte, promovendo efeitos benéficos em relação à estabilidade térmica e opera-

cional, capacidade de reutilização, além de estabilidade de armazenamento e estabilidade em 
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solventes orgânicos.  De acordo com Zou et al. (2014), as propriedades dos LIs são 

fundamentais para os resultados obtidos na modificação do suporte. Foi observado que a cadeia 

catiônica mais longa promoveu melhores condições para estabilidade da atividade enzimática 

da lipase pancreática de porco imobilizada, devido à natureza mais hidrofóbica. Obtendo 

rendimento de imobilização de até 97%, com a atividade catalítica superior a 62% após cinco 

reciclos. 

Tabela 5: Aplicação de líquidos iônicos como agentes modificadores de sílica utilizada para imobilização de 

lipases. 

Líquido Iônico Suporte Referência 

Tetrafluorborato de 1-butil-3-metil 

imidazólio 

Tetrafluorborato de 1-butil-4-metil 

piridínio 

Sílica Karout e Pierre, 2007 

Tetrafluorborato de 1-Metil-3-(3-

trimetoxisilil-propil)-imidazólio 
SBA-15 Zou et al., 2010 

3-Cloropropiltrimetoxisilano- 

imidazólio 

1-methilimidazólio 

2-Bromoetilamina hidrobrometo- 

imidazólio 

Sílica Hu et al., 2012 

3-cloropropiltrimetoxisilano-

imidazólio 
Sílica Yang et al., 2013 

3-aminapropiltrimetilsilano- 

imidazólio 

3-mercaptopropiltrimetilsilano- 

imidazólio 

Sílica Zou et al., 2014 
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Capítulo 4 

4. MATERIAIS E MÉTODOS EXPERIMENTAIS 

Neste tópico são abordados os materiais e métodos utilizados durante o estudo dos efeitos 

de líquidos iônicos à base de fosfônio no comportamento da lipase Burkholderia cepacia livre, 

na modificação superficial de sílica utilizada para a imobilização da LBC por adsorção física e 

durante o processo de imobilização da enzima por adsorção física. 

 

4.1. MATERIAIS  

4.1.1. Enzima 

Neste trabalho foi utilizada na forma bruta a lipase de origem microbiana Burkholderia 

cepacia (2900,00 U/g a pH 7 e 50°C), adquirida comercialmente da Sigma Aldrich. 

 

4.1.2. Líquidos iônicos 

Os setes líquidos iônicos à base de fosfônio estudados neste trabalho foram: cloreto de 

tetrabutilfosfônio ([P4444]Cl) (95% de grau de pureza), cloreto de tributiltetradecilfosfônio 

([P444(14)]Cl) (93% de grau de pureza), cloreto de trihexiltetradecilfosfônio ([P666(14)]Cl) (95% 

de grau de pureza), brometo de trihexiltetradecilfosfônio ([P666(14)]Br) (98% de grau de pureza), 

decanoato de trihexiltetradecilfosfônio ([P666(14)]Deca) (97% de grau de pureza), bis(2,4,4-

trimetilpentil)fosfinato de trihexiltetradecilfosfônio ([P666(14)]Phosp) (98% de grau de pureza), 

bis(trifluorometilsulfonil)amida de trihexiltetradecilfosfônio ([P666(14)]NTf2) (95% de grau de 

pureza). Todos os LIs foram produzidos pela Cytec Industries Inc. e fornecidos gentilmente 

pelo Departamento de Química da Universidade de Aveiro, em Portugal. Maiores detalhes das 

suas estruturas moleculares com respectivos nomes e abreviaturas são mostrados na Figura 8. 
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Figura 8: Líquidos iônicos à base de fosfônio utilizados neste estudo. 

 

4.2. MÉTODOS 

4.2.1. Atividade de hidrólise no azeite de oliva 

Na reação de hidrólise do azeite de oliva foi determinada a atividade hidrolítica dos 

biocatalisadores, segundo o método descrito por Soares et al. (1999), como ilustrado na Figura 

9. O substrato foi preparado pela emulsão de 35 mL de azeite de oliva e 35 mL tampão fosfato 

de sódio (0,1M, pH 7,0) e 2,5 g de goma arábica. A reação enzimática foi formada por 5 mL de 

substrato, 2 mL de solução tampão fosfato de sódio e 1 mL de água Milli-Q para o branco, 1% 

(m/v) do líquido iônico e 1 mL de solução enzimática (0,1 g de LBC em 1 mL de água mili-Q) 

(Etapa 1) ou 0,1 g do biocatalisador imobilizado (Etapas 2 e 3). A temperatura da reação foi 

mantida a 37ºC em agitação constante (50 rpm) por 5 e 10 min para a enzima livre e imobilizada, 

respectivamente. A reação foi interrompida pela adição de 2 mL de uma solução de acetona, 

etanol e água (1:1:1). Os ácidos graxos liberados foram titulados com solução padronizada de 

KOH ± 0,04 N, utilizando fenolftaleína como indicador. 
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Figura 9: Metodologia de rendimento de imobilização e atividade de hidrólise em azeite de oliva. 

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera em 1 

μmol de ácido graxo por min de reação, nas condições do ensaio. As atividades foram expressas 

em (1 U/g = 1 μmoles/g.min) e calculadas por meio da Equação 1. 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐻𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎 (𝑈 𝑔⁄ ) =
(𝑉𝑎− 𝑉𝑏) 𝑥 𝑀 𝑥 1000

𝑡 𝑥 𝑚
                             (1)        

 

onde Va é o volume da amostra titulada (mL), Vb é o volume do branco titulado (mL), M é a 

molaridade da solução de KOH (mol/L), t é o tempo de reação em minutos e m é a massa da 

amostra utilizada na reação (g). 

A atividade relativa da enzima foi calculada conforme Equação 2: 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 (%) =  
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐻𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑎 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎
 𝑥 100                               (2)  

    

4.2.2. Sílica produzida pela técnica sol-gel 

As matrizes de sílica foram preparadas empregando a metodologia anteriormente 

estabelecida (SOUZA et al., 2013) com algumas modificações, como mostra a Figura 10. A 

solução etanólica, foi preparada dissolvendo 15 mL de Tetraetilortosilicato (TEOS) em 18 mL 

etanol em atmosfera inerte de nitrogênio e foi transferida para um balão de três bocas de 250 

mL. A solução etanólica foi mantida sob agitação durante aproximadamente 5 min à 

temperatura ambiente. A esta solução adicionou-se lentamente (gota a gota), por meio de funil 
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de adição, 0,11 mL de ácido clorídrico diluído em 2,5 mL de água ultrapura. Após a lenta adição 

da solução pré-hidrolisante, a temperatura foi mantida a 35ºC sob agitação, durante 80 min. 

Para as sílicas modificadas (Etapa 2), após esse período, adicionou-se 1% (m/v) dos líquidos 

iônicos à base de fosfônio: [P4444]Cl, [P444(14)]Cl, [P666(14)]Cl, [P666(14)]Deca, [P666(14)]Br, 

[P666(14)]NTf2, [P666(14)]Phosp) e aguardou-se 10 min. Na produção da sílica controle (sem LIFs) 

a etapa anterior não foi realizada. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de hidróxido de amônio 

dissolvido em 3 mL de etanol (solução hidrolisante), obtendo-se uma solução homogênea, e em 

seguida a mistura foi mantida em repouso à temperatura de 35ºC durante 60 min. O material 

foi lacrado no balão e mantido sob condições estáticas e gelação durante 24h para completar a 

policondensação. Após este período, o gel foi retirado do balão de três bocas e transferido para 

o extrator Soxhlet, onde foi lavado com hexano por 6h, para eliminar a presença do LIF. Após 

a lavagem o material foi mantido em dessecador por 72h. 

 

Figura 10: Metodologia da produção da sílica pela técnica sol-gel. 

 

4.2.3. Imobilização por adsorção física 

A lipase Burkholderia cepacia foi imobilizada em sílica controle (Etapas 2 e 3) ou 

modificada com LIFs (Etapa 2) seguindo a técnica da adsorção física (ADS) conforme a 

metodologia de Soares et al. (2004), com modificações (Figura 11). De forma geral, 10 mL de 

hexano foi adicionado a 1 g do suporte com agitação vigorosa à temperatura ambiente durante 

15 min. Em seguida, adicionou-se 10 mL da solução enzimática (0,3 g de LBC em 10 mL de 

água Milli-Q) e, para verificar os efeitos dos LIFs durante o processo de imobilização, 

adicionou-se 1% dos líquidos iônicos à base de fosfônio (Etapa 3). O processo de imobilização 
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foi mantido sob agitação de 50 rpm por 3h, na sequência o material é deixado em gelação por 

24h. Posteriormente, a LBC imobilizada foi lavada por 3 vezes com 30 mL de hexano, 

recuperada por filtração sob vácuo e mantida por 48h em dessecador. 

 

Figura 11: Metodologia do processo de imobilização por adsorção física. 

 

4.2.4. Rendimento de imobilização 

O rendimento de imobilização de todos os biocatalisadores imobilizados (Etapas 2 e 3) 

foi calculado com base na metodologia descrita no item 4.2.1, por meio da Equação 3: 

 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎çã𝑜 (%) =  
𝑈𝑠

𝑈𝑜
 𝑥 100                               (3)     

                      

onde 𝑈𝑠 indica a unidade de atividade hidrolítica total presente no biocatalisador e 𝑈𝑜 é a 

unidade de atividade hidrolítica oferecida para imobilização. 

 

4.3. CARACTERIZAÇÕES 

4.3.1. Caracterização morfológica 

As áreas superficiais das sílicas controle e modificada com LIFs e dos BIs foram 

calculadas de acordo com o método Brunauer-Emmett-Teller (BET) (BRUNAUER et al., 

1938). O volume de poros (Vp) e diâmetro médio dos poros (Dp) foram calculados por meio do 

método desenvolvido por Barret, Joyner e Halenda (BJH) (RAMOS et al., 1998), sendo em 
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seguida analisados pelo software BET (Modelo NOVA 1200e - Área de Superfície e Analisador 

de Tamanho de Poro, Quantschrome Instruments, versão 11.0), utilizando adsorção de N2 à 77 

K. Antecipadamente, as amostras foram submetidas a tratamento térmico em estufa à 120ºC 

por 48h, para eliminar a água existente no interior dos poros dos sólidos. 

As micrografias foram obtidas por meio do microscópio eletrônico de varredura marca 

JEOL modelo JSM6510 LV, nas dimensões de 100x, 200x, 500x, 1000x e 2000x. O MEV é 

um método que tem como princípio de funcionamento a emissão de feixes de elétrons por um 

filamento capilar de tungstênio (eletrodo negativo), por meio de uma diferença de potencial que 

pode variar de 0,5 a 30 kV, capaz de produzir imagens de alta resolução (KESTENBACH et 

al., 1997). 

 

4.3.2. Caracterização físico-química 

As caracterizações físico-químicas das sílicas e os biocatalisadores imobilizados foram 

realizadas por meio dos métodos de Termogravimetria (TG) e Espectroscopia de Infravermelho 

com Transformada de Fourier (FTIR). 

A termogravimetria é uma análise térmica fundamentada na variação de massa de uma 

determinada amostra, resultante de uma transformação química (oxidação, degradação, 

decomposição) ou física (evaporação, condensação, sublimação) em função do tempo (a uma 

temperatura constante) ou da temperatura. A variação de massa é medida com o uso de um 

equipamento chamado termobalança, que é constituído de um programador linear de 

temperatura acoplado em uma microbalança eletrônica, onde a amostra é resfriada ou aquecida 

durante a pesagem (MOTHÉ e AZEVEDO, 2002). Neste estudo, as curvas termogravimétricas 

foram obtidas através do equipamento Shimadzu DTG-60H (DTA-TG simultâneo) sob 

atmosfera de nitrogênio, iniciando as curvas a partir da temperatura ambiente até 1000°C a uma 

taxa de aquecimento de 20°C/min. 

O método de espectroscopia no infravermelho é baseado nas frequências de vibração 

específicas dos átomos que formam as moléculas, que variam de acordo com a estrutura, 

composição e o modo de vibração da amostra. A espectroscopia no infravermelho por 

transformada de Fourier possibilita que o espectro seja obtido de forma mais rápida. Ao invés 

de se coletar os dados variando a frequência da radiação infravermelha, a radiação é guiada 
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através de um interferômetro. Por meio de uma transformada de Fourier no sinal, obtêm-se um 

espectro idêntico ao da espectroscopia convencional. A estrutura química superficial das 

amostras analisadas neste trabalho foi indicada por meio do espectrômetro FTIR de refletância 

total atenuada (marca Perkin Elmer), nas faixas entre 4000 e 500 cm-1.
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Capítulo 5 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados descritos neste capítulo estão divididos em três diferentes etapas. 

Inicialmente, são apresentados e discutidos os resultados obtidos em relação aos efeitos dos 

líquidos iônicos à base de fosfônio aplicados na lipase Burkholderia cepacia livre. Na segunda 

etapa, são expostos e discutidos os resultados referente ao comportamento da Burkholderia 

cepacia imobilizada por adsorção física em sílicas modificadas com líquidos iônicos à base de 

fosfônio, onde também são apresentadas as caracterizações morfológica e físico-química dos 

biocatalisadores imobilizados. Na terceira e última etapa, são exibidos e discutidos os resultados 

relacionados aos efeitos dos líquidos iônicos à base de fosfônio quando adicionados como 

aditivos durante o processo de imobilização por adsorção física da Burkholderia cepacia. Estes 

efeitos são correlacionados com as características morfológicas e físico-químicas dos 

biocatalisadores imobilizados. 

 

5.1. EFEITOS DOS LÍQUIDOS IÔNICOS À BASE DE FOSFÔNIO NA LIPASE 

Burkholderia cepacia LIVRE 

Nesta seção são discutidos os efeitos dos LIFs sobre a atividade enzimática da lipase 

Burkholderia cepacia aplicada na reação de hidrólise do azeite de oliva (Etapa 1). Verificou-se 

a influência do comprimento da cadeia catiônica e do tipo de ânion na atividade da enzima. 

 

5.1.1. Efeito do comprimento da cadeia catiônica na atividade da lipase Burkholderia cepacia 

livre 

A Figura 12 mostra o efeito dos líquidos iônicos à base de fosfônio de mesmo ânion [Cl]- 

com diferentes comprimentos de cadeia catiônica ([P4444]
+, [P444(14)]

+ e [P666(14)]
+) sobre a 

atividade da lipase Burkholderia cepacia livre. Os resultados indicaram que a inativação da 

LBC se tornou mais expressiva na presença do líquido iônico com cadeia catiônica mais longa, 

seguindo a tendência: [P4444]Cl < [P444(14)]Cl < [P666(14)]Cl. 
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Figura 12: Atividade relativa da lipase Burkholderia cepacia na presença de líquidos iônicos à base de fosfônio 

de mesmo ânion [Cl]- com diferentes comprimentos de cadeia catiônica ([P4444]+, [P444(14)]+ e [P666(14)]+). 

Alguns estudos sugerem que o aumento da cadeia catiônica induz maiores interações do 

LI com a estrutura da proteína e, a depender das propriedades físico-química do ânion associado 

ao cátion do LI, pode promover a sua deformação estrutural, com consequente inativação 

enzimática (ATTRI, et al., 2011; ZHAO et al., 2015). Líquidos iônicos sintetizados com ânions 

mais hidrofílicos podem perturbar ligações de hidrogênio e interagir fortemente com a enzima, 

promovendo a mudança conformacional na sua estrutura e, consequentemente, influenciando 

na sua atividade e estabilidade (NAUSHAD et al., 2012). O ânion [Cl]- possui forte capacidade 

de formar ligações de hidrogênio e, por essa razão pode interagir com grupamentos polares da 

enzima e desestabilizar a sua estrutura (KLAHN et al., 2011; CLAUDIO et al., 2014). Este fato 

pode justificar a diminuição da atividade catalítica da lipase Burkholderia cepacia na presença 

dos LIFs [P4444]Cl, [P444(14)]Cl, [P666(14)]Cl. 

A consistência destes dados também pode ser verificada no estudo de Ventura et al. 

(2012), que utilizaram a lipase B Candida antarctica na presença de líquidos iônicos com 

cátions de diferentes comprimentos de cadeias catiônicas. Os autores descreveram que o efeito 

do aumento na cadeia catiônica sobre a atividade está relacionado com a natureza hidrofóbica 

da cadeia lateral do cátion associado à ânions de natureza hidrofílica, que promove a capacidade 
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do líquido iônico para modificar a estrutura da proteína e, consequentemente, diminuir a 

atividade enzimática (KLAHN et al., 2011). 

Outra justificativa pode ser atribuída ao fato de que a viscosidade do líquido iônico torna-

se maior com o aumento do comprimento da cadeia catiônica para um ânion fixo, devido às 

fortes interações de van der Waals. A literatura relata que a viscosidade do líquido iônico 

também pode afetar a atividade e a estabilidade da enzima, isso porque o aumento da 

viscosidade diminui a velocidade das reações biocatalíticas devido à limitação de transferência 

de massa (MONIRUZZAMAN et al., 2010). 

 

5.1.2. Efeito do ânion na atividade da lipase Burkholderia cepacia livre 

A fim de elucidar a influência do cátion com cadeia catiônica mais longa ([P666(14)]
+) 

combinado com diferentes ânions sobre a atividade da LBC, a Figura 13 ilustra o 

comportamento da atividade relativa da LBC na presença dos LIFs de mesmo cátion [P666(14)]
+ 

com diferentes ânions ([Cl]-, [Br]-, [Deca]-, [Phosp]- e [NTf2]
-). 
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Figura 13: Atividade relativa da lipase Burkholderia cepacia na presença de líquidos iônicos à base de fosfônio 

de mesmo cátion [P666(14)]+ com diferentes ânions ([Cl]-, [Br]-, [Deca]-, [Phosp]- e [NTf2]-). 
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Estudos relatam que o efeito do ânion sobre a perda de atividade enzimática está 

associado à capacidade dos íons de formar ligações de hidrogênio com a proteína, além de 

outras forças intermoleculares que ocorrem entre os íons do LI e os resíduos de aminoácidos da 

enzima (LUNGWITZ e SPANGE, 2008; LUNGWITZ et al., 2010; KLAHN et al., 2011; 

VENTURA et al., 2012). Os líquidos iônicos com os ânions [Cl]-, [Br]- e [Deca]- apresentaram 

efeito negativo para a atividade enzimática. De acordo com a série de Hofmeister, os ânions 

[Cl]- e [Br]- são altamente hidratados, formados na sua maior parte por íons caotrópicos, que 

geralmente atuam no sentido de desestabilizar a estrutura da proteína (HOFMEISTER et al., 

1988, YANG, 2009). Entre os ânions estudados, o [Cl]- apresenta a mais forte basicidade de 

ligação de hidrogênio e, como um bom aceitador, este ânion possibilita uma forte polarização 

de carga interna que gera grandes cargas parciais sobre os átomos polares que coordenam 

diretamente a enzima, por meio de fortes ligações de hidrogênio. Estas interações com os sítios 

carregados positivamente na estrutura enzimática podem provocar a sua desnaturação e 

consequente redução da atividade (GAO et al., 2015; SU et al., 2016). 

Entretanto, pode-se observar que a seleção dos ânions [Phosp]- e [NTf2]
- promoveu efeito 

positivo para a atividade da lipase. Especialmente para o [NTf2]
-, que apresentou acréscimo de 

37,6%, em relação à atividade inicial da LBC livre de solvente (LBC-Controle). Neves et al. 

(2011), analisaram as propriedades termofísicas dos líquidos iônicos [P666(14)]Cl, [P666(14)]Br, 

[P666(14)]Deca, [P666(14)]Phosp, [P666(14)]NTf2, [P666(14)]CH3SO3 e [P666(14)]N(CN)2, e seus 

resultados indicaram o [P666(14)]NTf2 é o LI mais hidrofóbico estudado. Este fato pode justificar 

o acentuado efeito positivo para a atividade da LBC na presença deste líquido iônico, uma vez 

que estudos afirmam que LIs mais hidrofóbicos tendem a manter a estrutura proteica e preservar 

a camada de hidratação em torno da enzima e, ao mesmo tempo, facilitar o acesso do substrato 

ao sítio catalítico, favorecendo assim a hiperativação interfacial da enzima (COLLINS et al., 

2007; ZHAO, 2016). 

 

5.2. EFEITOS DOS LÍQUIDOS IÔNICOS À BASE DE FOSFÔNIO COMO AGENTES 

DE MODIFICAÇÃO DA SÍLICA 

Nesta seção são discutidos os resultados a respeito da atividade relativa e do rendimento 

de imobilização da lipase Burkholderia cepacia imobilizada pela técnica de adsorção física em 

sílica controle e em sílica modificada com líquidos iônicos à base de fosfônio, verificando a 
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influência do comprimento da cadeia catiônica e do tipo de ânion (Etapa 2). Além disso, são 

avaliados os resultados obtidos por meio das caracterizações morfológica e físico-química da 

sílica controle, da sílica modificada com LIFs e dos biocatalisadores imobilizados em sílica 

controle e modificada com LIFs. 

5.2.1. Efeito do comprimento da cadeia catiônica na modificação superficial da sílica 

A Figura 14 mostra o comportamento da atividade relativa e o rendimento de 

imobilização da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em sílica controle e modificada com 

líquidos iônicos à base de fosfônio com mesmo ânion [Cl]- e diferentes comprimentos de cadeia 

catiônica ([P4444]
+, [P444(14)]

+ e [P666(14)]
+). 
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Figura 14: Atividade relativa e rendimento de imobilização da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em 

sílica controle e modificada com líquidos iônicos à base de fosfônio de mesmo ânion [Cl]- com diferentes 

comprimentos de cadeia catiônica ([P4444]+, [P444(14)]+ e [P666(14)]+). 

O desempenho catalítico do biocatalisador imobilizado é diretamente dependente das 

características da superfície do suporte, tais como área superficial, volume e tamanho dos poros, 

além do caráter hidrofóbico (CARVALHO et al., 2014). De acordo com os dados obtidos, o 

uso destes LIFs para a modificação superficial da sílica promoveu efeitos negativos tanto para 

a atividade relativa quanto para o rendimento de imobilização. Contudo, contrariamente aos 

resultados obtidos com a lipase Burkholderia cepacia livre, os LIFs formulados com cátions de 
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cadeias catiônicas menores promoveram maior efeito negativo sobre os biocatalisadores 

imobilizados, como se segue: [P666(14)]Cl < [P444(14)]Cl < [P4444]Cl. Uma vez que não houve 

diferença significativa nos valores de atividade relativa e rendimento de imobilização, 

provavelmente, a natureza hidrofílica do ânion [Cl]- tenha sido o fator principal, que provocou 

alterações nos microambientes dos poros, além de diminuir o volume e o tamanho dos mesmos, 

o que reduziu a acessibilidade do substrato devido à limitação difusional. Consequentemente, 

estes fatores afetaram as características da enzima, reduzindo o seu desempenho catalítico 

(QUIRÓS et al., 2011; ZOU et al., 2014). 

 

5.2.2. Efeito do ânion na modificação superficial da sílica 

A Figura 15 exibe os resultados a respeito da atividade relativa e do rendimento de 

imobilização da LBC imobilizada por adsorção física em sílica controle e modificada com 

líquidos iônicos à base de fosfônio com mesmo cátion [P666(14)]
+ e diferentes ânions ([Cl]-, [Br]-

, [Deca]-, [Phosp]- e [NTf2]
-). 
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Figura 15: Atividade relativa e rendimento de imobilização da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em 

sílica controle e modificada com líquidos iônicos à base de fosfônio de mesmo cátion [P666(14)]+ com diferentes 

ânions ([Cl]-, [Br]-, [Deca]-, [Phosp]- e [NTf2]-). 
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Os dados obtidos mostram que a utilização dos LIFs com diferentes ânions na 

modificação superficial da sílica promoveu influência tanto positiva quanto negativa na 

atividade enzimática e rendimento de imobilização da LBC imobilizada nestes suportes, a 

depender do ânion. Para a LBC imobilizada em sílica modificada com o LIFs com ânions de 

natureza hidrofílica ([P666(14)]Cl, [P666(14)]Deca e [P666(14)]Br), observou-se uma diminuição na 

atividade relativa e no rendimento de imobilização da lipase. Quando comparado ao controle, 

o efeito negativo foi mais acentuado para a LBC imobilizada em sílica modificada com LIF 

sintetizado com o ânion [Cl]-, com redução de 54% na atividade relativa e 17% no rendimento 

de imobilização.  

Para a LBC imobilizada em sílica modificada com LIFs com ânions de natureza 

hidrofóbica ([P666(14)]Phosp [P666(14)]NTf2), notou-se efeitos positivos para a imobilização da 

enzima, com destaque para o biocatalisador imobilizado em sílica produzida com LIF 

sintetizado com o ânion [NTf2]
-, que quando comparado ao biocatalisador imobilizado em sílica 

controle, apresentou aumento na atividade relativa de 100% para 209,8%, bem como no 

rendimento de imobilização, que passou de 30,16% para 77,26%. Sugere-se que a modificação 

superficial causada pelo LIF mais hidrofóbico ([P666(14)]NTf2), promoveu o aumento do 

tamanho e volume dos poros da sílica e tornou o microambiente favorável à enzima, 

aumentando a acessibilidade do substrato e induzindo a hiperativação interfacial da lipase 

imobilizada neste suporte. A consistência destes resultados pode ser verificada no estudo de 

revisão de MATEO et al. (2007), onde os autores relatam que microambientes mais 

hidrofóbicos são benéficos à atividade de lipases, além de aumentar a afinidade entre a enzima 

e o substrato, com efeito positivo para a reação de hidrólise. 

Após a verificação do aumento na atividade relativa e rendimento de imobilização, 

selecionou-se o biocatalisador imobilizado em sílica controle e modificada com melhor 

resultado BI-[P666(14)]NTf2 para realizar as caracterizações morfológicas e físico-químicas. 

 

5.2.3. Caracterização morfológica 

As características morfológicas do suporte, tais como área superficial, diâmetro e volume 

dos poros desempenham um importante papel a respeito da eficiência do processo de 

imobilização (ZHOU e HARTMMANN, 2013). Dessa forma, por meio do método BET foram 

realizadas análises para determinação da área superficial, volume e diâmetro de poros de sílica 
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controle e modificada com [P666(14)]NTf2, além dos biocatalisadores imobilizados.  

Os resultados expostos na Tabela 6 indicam que houve diminuição na área de superfície 

da sílica modificada com o líquido iônico, de 802,7 m2/g na Sílica-Controle para 733,58 m2/g 

na Sílica-[P666(14)]NTf2, e ambos os materiais têm uma área superficial relativamente grande. 

Essa diminuição está de acordo com os estudos de Yang et al. (2013) e Hu et al. (2012), e pode 

ser atribuída às alterações de domínios do suporte e a redistribuição dos grupos funcionais na 

superfície da sílica provocadas pela presença do aditivo. No entanto, notou-se aumento 

significativo tanto para o volume dos poros (de 0,93 cm3/g para 4,08 cm3/g) quanto para o 

diâmetro dos poros (de 1,92 para 6,36 nm).  

Tabela 6: Área superficial, volume de poros e diâmetro de poros da sílica controle e modificada com 

[P666(14)]NTf2 e dos biocatalisadores imobilizados por adsorção física. 

Amostras 
Área Superficial 

(m2/g) 

Volume dos Poros 

(cm3/g) 

Diâmetro dos Poros 

(nm) 

Sílica-Controle 802,71 ± 5,46 0,93 ± 0,08 1,92 ± 0,23 

BI-Controle 701,2 ± 4,61 0,91 ± 0,06 1,82 ± 0,18 

Sílica-[P666(14)]NTf2 733,58 ± 4,77 4,08 ± 0,59 6,36 ± 0,78 

BI-[P666(14)]NTf2 378,4 ± 2,11 1,46 ± 0,14 3,71 ± 0,39 

 

Segundo Kim et al. (1997), a LBC é uma proteína com dimensões moleculares de 

aproximadamente 3nm × 4nm × 5nm. Para a Sílica-Controle, o diâmetro dos poros (1,92 nm) 

pode não é grande o suficiente para fornecer acesso para a lipase, sendo provável que a mesma 

seja adsorvida na entrada ou nas proximidades dos poros. No caso da Sílica-[P666(14)]NTf2, o 

diâmetro dos poros (6,36 nm) é maior do que a maior dimensão da lipase, o que possibilita o 

acesso mais fácil para a LBC. Estes resultados indicam que as propriedades do [P666(14)]NTf2 

influenciaram positivamente a modificação da sílica. Segundo Jaladi et al. (2009), a adsorção 

de lipase Burkholderia cepacia é ligeiramente dependente do tamanho dos poros do suporte. 
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No que diz respeito aos biocatalisadores imobilizados (BI-Controle e BI-[P666(14)]NTf2), 

notou-se a diminuição de todos os parâmetros analisados quando comparados aos dos suportes 

(Sílica-Controle e Sílica-[P666(14)]NTf2), com diferença mais acentuada para a LBC imobilizada 

em sílica modificada (BI-[P666(14)]NTf2). Na literatura, é possível observar a mesma tendência 

de diminuição de área superficial, volume e diâmetro dos poros do suporte após a imobilização 

do biocatalisador (ZOU et al., 2010; SOUZA et al., 2013). Assim, pode ser visto que a 

utilização do líquido iônico à base de fosfônio ([P666(14)]NTf2) influenciou positivamente no 

processo de imobilização, conforme evidenciado pela atividade relativa e rendimento de 

imobilização de biocatalisador imobilizado em Sílica-[P666(14)]NTf2. 

A Figura 16A-D mostra as micrografias da sílica controle, da sílica modificada com 

[P666(14)]NTf2 e dos biocatalisadores imobilizados em sílica controle e modificada (BI-

[P666(14)]NTf2). 

 

Figura 16: Microscopia eletrônica de varredura para: (A) Sílica Controle (x200), (B) Biocatalisador imobilizado 

com sílica controle (x200), (C) Sílica modificada com [P666(14)]NTf2 (x200), e (D) Biocatalisador imobilizado 

com sílica modificada com [P666(14)]NTf2 (x200). 

A partir destas imagens pode ser analisada a morfologia geral das amostras, que sugerem 
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que a presença do LIF [P666(14)]NTf2 durante a produção da sílica promoveu uma maior 

formação de fissuras na sua superfície (Figura 16A e 16C), o que pode ter facilitado a adsorção 

física da enzima neste suporte. Estas observações estão de acordo com o que foi descrito no 

estudo de Zou et al. (2014), no qual os autores relataram que a modificação causada pelo aditivo 

não destruiu a estrutura da sílica, mas promoveu pequenas alterações na sua superfície porosa 

motivada pela carga de líquido iônico presente durante a sua produção, sendo crucial para 

melhorar a atividade enzimática e o rendimento de imobilização. Assim, demonstrou-se que o 

uso do líquido iônico ([P666(14)]NTf2) na modificação superficial da sílica influenciou de forma 

benéfica a sua morfologia, subsequentemente, no processo de imobilização da lipase (SERRA 

et al., 2010; MAHMOUD e AL-BISHRI, 2011). 

 

5.2.4. Caracterização físico-química 

As análises termogravimétricas fornecem informações sobre a composição por meio da 

perda de massa da LBC, sílica controle e modificada com [P666(14)]NTf2 e dos BIs. Os 

termogramas foram divididos em três regiões: Região I, cuja temperatura está entre 25 e 200°C, 

onde a perda de massa está associada especialmente à decomposição de grupos amino e a 

moléculas de água. A sílica obtida pela técnica de sol-gel contém muitos grupos Si-OH que 

podem absorver água com facilidade (Wu et al., 2012). Na Região II, que abrange entre 200 e 

400°C, a perda está associada aos componentes orgânicos (C, O, H e N), a decomposição 

biológica, incluindo a lipase e a presença de grupos silanóis do TEOS que não realizou a 

interação entre a enzima e o suporte, presentes na sílica devido à incompleta reação sol-gel. Na 

Região III, entre 400 e 1000ºC, a perda de massa é associada com as reações desidroxilação 

finais e de carbonização final de compostos orgânicos, acarretando na degradação completa do 

material (SOARES et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2009). 

Pode-se observar na Tabela 7 que, para a sílica modificada com o LIF [P666(14)]NTf2, 

observou-se uma perda de massa total um pouco inferior a Sílica-Controle, cerca de 19,14%. 

SOARES et al. (2004), correlacionam essa menor perda de massa obtida para o suporte 

modificado com aditivo com o aumento da estabilidade térmica do material, resultante das 

interações entre os grupamentos da sílica e os componentes do LI. Em concordância, a perda 

de massa correspondente à Região I foi pouco maior para Sílica-Controle (17,77%) quando 

comparada a Sílica-[P666(14)]NTf2 (16,07%), sugerindo que a presença do LIF hidrofóbico 
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promoveu uma menor adsorção de moléculas de água residual nos interstícios da rede porosa 

da sílica modificada (VILA-REAL et al., 2011; ABAHAZI et al., 2014). 

Tabela 7: Perda de massa parcial e total da lipase Burkholderia cepacia, da sílica controle e modificada com 

[P666(14)]NTf2 e dos biocatalisadores imobilizados. 

Amostras 
Região I 

(25 – 200°C) 

Região II 

(200 – 400°C) 

Região III 

(400 – 1000°C) 

Perda total de 

massa (%) 

LBC 8,56 ± 0,71 87,42 ± 4,53 3,64 ± 0,13 99,62 ± 5,37 

Sílica-Controle 17,77 ± 1,07 2,16 ± 0,10 0,67 ± 0,02 20,60 ± 1,19 

BI-Controle 18,25 ± 1,34 4,42 ± 0,21 1,65 ± 0,07 24,32 ± 1,62 

Sílica-[P666(14)]NTf2 16,07 ± 1,05 2,04 ± 0,08 1,03 ± 0,04 19,14 ± 1,17 

BI-[P666(14)]NTf2 17,90 ± 1,11 4,97 ± 0,31 2,02 ± 0,08 24,89 ± 1,50 

 
 

No que diz respeito aos biocatalisadores imobilizados, notou-se um pequeno aumento na 

perda de massa total para ambas as amostras, com cerca de 24,32% para BI-Controle e 24,89% 

para BI-[P666(14)]NTf2. Estes resultados sugerem que o aumento esteja relacionado com a 

presença da lipase imobilizada, pois foi observada uma perda de massa maior para os BIs em 

relação aos suportes na Região II, a qual está associada à decomposição de componentes 

orgânicos (MUKHERJEE et al., 2009). Isto corrobora com os dados demonstrados na 

caracterização morfológica, uma vez que o acréscimo de lipase imobilizada é associado ao 

aumento do tamanho e volume dos poros. 

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier foi utilizada para 

analisar a composição química superficial das amostras Sílica-Controle, Sílica-[P666(14)]NTf2, 

BI-Controle e BI-[P666(14)]NTf2. A partir da Figura 17 pode-se observar a presença das bandas 

características de sílica produzida pela matriz sol-gel, como os grupamentos Si-O-Si (800 e 

1000 cm-1), Si-OH (entre 900 e 1100 cm-1) e grupos -OH (entre 3400 e 3500 cm-1), que indicam 

a formação das ligações da sílica e a polimerização do alcooxido TEOS, durante a formação da 

matriz de sílica (SOARES et al., 2004; SOUZA et al., 2013; ANUAR et al., 2013). 
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Figura 17: Espectros de FTIR da LBC, dos suportes de sílica controle e sílica modificada com [P666(14)]NTf2, e 

dos biocatalisadores imobilizados por adsorção física. 

Por meio dos espectros de LI-[P666(14)]NTf2 e Sílica-[P666(14)]NTf2 nota-se que todo 

líquido iônico foi removido durante a lavagem da sílica usando soxhlet com hexano, uma vez 

que não foi observada a presença de bandas características do LI-[P666(14)]NTf2 no suporte 

modificado, SO2 (entre 1050-1230 cm-1), CH2 (1460 cm-1), CH3 (1350 cm-1) e CH (entre 2840-

2920 cm-1). No que diz respeito a eficiência da imobilização da lipase no suporte controle e 

modificado com [P666(14)]NTf2, nota-se a presença de espectros típicos de proteínas, com bandas 

características de amida, grupos IV e V (695 cm-1), amida I (entre 1600 e 1700 cm-1), além de 

compostos da lipase, como C-C e C-N (entre 1000–1100 cm−1), que podem ser observados nos 

espectros dos BI-Controle e BI-[P666(14)]NTf2, confirmando a imobilização da LBC nos suportes 

analisados (PORTACCIO et al., 2011; ANDRADE et al., 2012). 
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5.3. EFEITOS DOS LÍQUIDOS IÔNICOS À BASE DE FOSFÔNIO COMO ADITIVOS 

DURANTE A IMOBILIZAÇÃO POR ADSORÇÃO FÍSICA 

Nesta seção é investigada a influência de líquidos iônicos à base de fosfônio com distintos 

comprimentos de cadeia catiônica ([P4444]Cl, [P444(14)]Cl e [P666(14)]Cl) e diferentes ânions 

([P666(14)]Cl, [P666(14)]Br, [P666(14)]Deca, [P666(14)]Phosp e [P666(14)]NTf2), como aditivos na 

imobilização por adsorção física da lipase Burkholderia cepacia (Etapa 3), em sílica controle 

sem modificação com LIFs. Além da atividade relativa e rendimento de imobilização, são 

discutidos os resultados quanto as características morfológicas e físico-químicas dos 

biocatalisadores imobilizados controle e na presença dos LIFs. 

 

5.3.1. Efeito do comprimento da cadeia catiônica na imobilização por adsorção física 

A partir da Figura 18, pode-se observar que a adição dos líquidos iônicos à base de 

fosfônio com diferentes comprimentos de cadeia catiônica ([P4444]
+, [P444(14)]

+ e [P666(14)]
+) e 

mesmo ânion [Cl]- promoveu efeito negativo tanto na atividade relativa quanto no rendimento 

de imobilização da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em sílica controle. 

Nota-se que o efeito negativo se tornou mais significativo para as cadeias catiônicas mais 

longas, seguindo a tendência [P666(14)]Cl > [P444(14)]Cl > [P4444]Cl. Este fato pode ser justificado 

porque líquidos iônicos com cátions de cadeias catiônicas longas possuem maior capacidade de 

interagir e modificar a estrutura conformacional da enzima (ATTRI et al., 2011). No entanto, a 

variação do comprimento da cadeia catiônica para os LIFs utilizados não causou diferenças 

significativas no processo de imobilização.  

Estudos relatam que as características do cátion apresentam menor efeito dominante nas 

características da enzima quando comparadas com as propriedades do ânion, uma justificativa 

para isso é o fato de os ânions são mais fortemente hidratados que os cátions (NORDWALD e 

KAAR, 2013; GAO et al., 2015). Assim, provavelmente a natureza do ânion [Cl]- foi a maior 

responsável pela diminuição da atividade catalítica da lipase, já que o cloreto tem forte 

capacidade de formar ligações de hidrogênio e interagir fortemente com a enzima, alterando a 

sua estrutura original (KLAHN et al., 2011; CLAUDIO et al., 2014; KUMAR e VENKATESU, 

2014). 
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Figura 18: Atividade relativa e rendimento de imobilização da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em 

sílica controle na presença de líquidos iônicos à base de fosfônio de mesmo ânion [Cl]- com diferentes 

comprimentos de cadeia catiônica ([P4444]+, [P444(14)]+ e [P666(14)]+). 

 

5.3.2. Efeito do ânion na imobilização por adsorção física 

Para a avaliação do efeito do ânion no processo de imobilização foram adicionados 

líquidos iônicos à base de fosfônio com mesmo cátion [P666(14)]
+ e diferentes ânions ([Cl]-, [Br]-

, [Deca]-, [Phosp]- e [NTf2]
-). A Figura 19 mostra que com a adição destes LIFs sintetizados 

com diferentes tipos de ânions houve tanto efeito negativo quanto positivo. Obteve-se bons 

resultados a respeito da atividade relativa e rendimento de imobilização para a lipase 

imobilizada na presença de LIFs com ânions de natureza hidrofóbica ([P666(14)]Phosp, 

[P666(14)]NTf2). Enquanto que a presença de LIFs com ânions de natureza hidrofílica [P666(14)]Cl, 

[P666(14)]Deca e [P666(14)]Br) durante o processo de imobilização promoveu efeito negativo para 

o biocatalisador. 
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Figura 19:  Atividade relativa e rendimento de imobilização da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em 

sílica controle na presença de líquidos iônicos à base de fosfônio de mesmo cátion [P666(14)]+ com diferentes 

ânions ([Cl]-, [Br]-, [Deca]-, [Phosp]- e [NTf2]-). 

Segundo NAUSHAD et al. (2012), os ânions podem formar ligações de hidrogênio e, a 

depender das suas propriedades, interagir fortemente com a enzima, promovendo a sua 

alteração conformacional e influenciando diretamente na atividade e estabilidade. Os dados 

obtidos indicam que o biocatalisador imobilizado na presença do LIF [P666(14)]NTf2 foi o mais 

eficaz, com valor de rendimento de imobilização de quase o triplo (ADS-[P666(14)]NTf2 = 

91,09%) quando comparado ao controle (ADS-Controle = 30,16%). Sugere-se que a ótima 

recuperação da atividade da lipase imobilizada na presença deste líquido iônico esteja 

relacionada com a hidrofobicidade do ânion selecionado. 

Zarcula et al. (2010), estudaram a imobilização da lipase Pseudomonas fluorescens 

(Amano AK) em matrizes sol-gel híbridos utilizando líquidos iônicos à base de imidazólios 

com diferentes hidrofobicidades como aditivos e compararam com solventes orgânicos comuns. 

Os resultados indicaram que a presença dos grupos hidrofóbicos durante a imobilização 

converge para o microambiente ótima para a atividade da enzima. A presença de LIs mais 

hidrofóbicos nos meios reacionais conduziu a maiores eficiências catalíticas que com a presença 

de solventes orgânicos comuns. 
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Em um outro estudo posterior, Cabrera-Padilla et al. (2015), utilizaram líquidos iônicos 

à base de imidazólios de natureza hidrofóbica e hidrofílica como aditivos durante a 

imobilização por adsorção física da lipase de Bacillus sp. (ITP-001) em suporte de PHBV, a 

fim de avaliar a influência do núcleo catiônico, do comprimento da cadeia de catiônica e dos 

ânions no processo de imobilização. Os resultados indicaram que o biocatalisador mais eficiente 

foi aquele imobilizado na presença do líquido iônico mais hidrofóbico [C4min]NTf2, com 

aumento duas vezes maior na recuperação da atividade enzimática em comparação ao controle. 

A partir da discussão dos dados a respeito da atividade relativa e do rendimento de 

imobilização, escolheu-se os biocatalisadores imobilizados (ADS-Controle e ADS-

[P666(14)]NTf2) para realizar as caracterizações físico-químicas e morfológicas. 

 

5.3.3. Caracterização morfológica 

A Tabela 8 resume parâmetros de textura das amostras ADS-Controle e ADS-

[P666(14)]NTf2, tais como a área superficial, volume de poros e diâmetro do poro. De acordo com 

os dados expostos e em comparação com a amostra ADS-Controle, é possível verificar uma 

notável diminuição da área superficial para o biocatalisador imobilizado na presença do LIF 

(ADS-[P666(14)]NTf2). Estes resultados estão em concordância com a literatura, que indica que 

essa redução é consequência do número maior de moléculas de enzimas confinadas no interior 

do suporte, e mostra a maior eficiência na imobilização da LBC na presença de líquidos iônicos 

(JIANG et al., 2009; ZHAO et al., 2010; ZOU et al., 2010). 

Tabela 8: Área superficial, volume de poros e diâmetro de poros dos biocatalisadores imobilizados por adsorção 

física (ADS-Controle e ADS-[P666(14)]NTf2). 

Amostras 
Área Superficial 

(m2/g) 

Volume dos Poros 

(cm3/g) 

Diâmetro dos Poros 

(nm) 

ADS-Controle 701,2 ± 4,61 0,91 ± 0,06 1,82 ± 0,18 

ADS-[P666(14)]NTf2 359,90 ± 2,06 1,35  ± 0,10 3,68  ± 0,29 

A Figura 20 exibe as micrografias dos biocatalisadores imobilizados por adsorção física 

na ausência (ADS-Controle) e na presença de líquido iônico (ADS-[P666(14)]NTf2). A partir das 

imagens pode ser observado que a morfologia da superfície da sílica da amostra ADS-
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[P666(14)]NTf2 (Figura 20B) possui maior número de imperfeições e apresenta um número maior 

de partículas distribuídas de forma aleatória no material, que possivelmente seja a lipase, 

quando comparada com a superfície da amostra ADS-Controle (Figura 20A). Certamente, a 

presença do líquido iônico hidrofóbico influenciou de maneira positiva na imobilização da 

enzima.  

 

Figura 20: Microscopia eletrônica de varredura para: (A) ADS-Controle (x200), (B) ADS-[P666(14)]NTf2 (x200). 

 

5.3.4. Caracterização físico-química 

As perdas de massa de amostras da lipase Burkholderia cepacia e dos biocatalisadores 

imobilizados (ADS-Controle e ADS-[P666(14)]NTf2) foram determinadas por análise 

termogravimétrica. Os dados de perdas de massa estão descritos na Tabela 9 e foram obtidos 

depois de aquecer as amostras em três diferentes regiões de temperatura: Região I (entre 25 e 

200ºC), Região II (entre 200 e 400ºC) e Região III (entre 400 e 1000ºC). 

Tabela 9: Perda de massa parcial e total dos biocatalisadores imobilizados por adsorção física (ADS-Controle e 

ADS-[P666(14)]NTf2). 

Amostras 
Região I 

(25 – 200°C) 

Região II 

(200 – 400°C) 

Região III 

(400 – 1000°C) 

Perda total de 

massa (%) 

ADS-Controle 18,25 ± 1,34 4,42 ± 0,21 1,65 ± 0,07 24,32 ± 1,62 

ADS-[P666(14)]NTf2 18,42 ± 1,41 4,70 ± 0,41 2,13 ± 0,12 25,25 ± 1,94 
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Na Região I, os termogramas indicaram perdas de massa de 18,25 e 18,42% para ADS-

Controle e ADS-[P666(14)]NTf2, respectivamente. Associadas principalmente com a extração da 

água presente na superfície do biocatalisador imobilizado, além da decomposição de grupos 

amino, geralmente de grupos orgânicos. Sugere-se que a perda de massa associada a esta região 

foi um pouco maior para o biocatalisador imobilizado na presença do LIF [P666(14)]NTf2 devido 

à característica higroscópica dos líquidos iônicos, ou seja, a sua alta capacidade de absorver 

água (KRANNICH et al., 2016). Na Região II, foram observadas menores perdas de massa em 

comparação a Região I, 4,42% para ADS-Controle e 4,70% para ADS-[P666(14)]NTf2, 

relacionadas à decomposição térmica de grupos silanol da sílica e alguma perda de constituintes 

orgânicos (C, H, O e N) sob a forma de voláteis presentes ou formados no início da 

decomposição orgânica, incluindo a lipase (KAROUT e PIERRE, 2007). Para a Região III, a 

perda de massa está associada com a decomposição dos líquidos iônicos, o que indica que algum 

líquido iônico residual estava presente no biocatalisador imobilizado, a água residual nos 

interstícios das amostras, as reações de desidroxilação finais e carbonização definitiva de 

compostos orgânicos, abrangendo a lipase. Também nesta região, mais precisamente na gama 

acima de 750ºC, a degradação completa do material é alcançada (SOARES et al., 2004). 

As amostras da lipase Burkholderia cepacia imobilizadas em sílica na ausência (ADS-

Controle) ou na presença do LIF (ADS-[P666(14)]NTf2) também foram caracterizadas por FTIR 

(Figura 21). Ambos os materiais analisados apresentaram espectros com comprimentos de onda 

característicos de constituintes presentes na sílica produzida pela técnica sol-gel, com bandas 

entre 800 e 1000 cm-1 (Si-O-Si), entre 900 e 1100 cm-1 (Si-OH) e entre 3400 e 3500 cm-1 (grupos 

-OH) (SOARES et al., 2004; SOUZA et al., 2013; ANUAR et al., 2013). A partir dos espectros 

também foi possível confirmar a presença da lipase imobilizada, por meio de bandas 

características de proteínas em três diferentes regiões de comprimento de onda: 695 cm-1 

(grupos IV e V), 1000–1100 cm−1 (amida I) e entre 1000–1100 cm−1 (C-C e C-N). Estas últimas 

bandas são mais evidentes na amostra ADS-[P666(14)]NTf2, provavelmente devido ao efeito 

positivo do líquido iônico à base de fosfônio utilizado como aditivo (PORTACCIO et al., 2011; 

ANDRADE et al., 2012). 
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Figura 21: Espectros de FTIR da LBC livre, dos biocatalisadores imobilizados por adsorção física (ADS-

Controle e ADS-[P666(14)]NTf2). 

 

5.4. COMPARAÇÃO DOS EFEITOS DA APLICAÇÃO DE LÍQUIDOS IÔNICOS À 

BASE DE FOSFÔNIO NAS DIFERENTES ETAPAS 

Nesta seção é comparada a influência da aplicação de líquidos iônicos à base de fosfônio 

nas três diferentes etapas: na atividade da lipase Burkholderia cepacia livre (Etapa 1); na 

modificação superficial da sílica (Etapa 2); e na atividade da LBC imobilizada por adsorção 

física em sílica (Etapa 3). A fim de facilitar a compreensão, inicialmente são analisados os 

efeitos dos LIFs com distintos comprimentos de cadeia catiônica ([P4444]Cl, [P444(14)]Cl e 

[P666(14)]Cl) e, posteriormente, verifica-se a influência de líquidos iônicos à base de fosfônio 

com diferentes ânions ([P666(14)]Cl, [P666(14)]Br, [P666(14)]Deca, [P666(14)]Phosp e [P666(14)]NTf2). 

 

5.4.1. Efeitos do comprimento da cadeia catiônica nas diferentes etapas 

A partir da Figura 22, pode-se verificar as influências do comprimento da cadeia catiônica 

dos líquidos iônicos à base de fosfônio ([P4444]Cl, [P444(14)]Cl, [P666(14)]Cl) na atividade relativa 
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(Etapa 1, Etapa 2 e Etapa 3) e no rendimento de imobilização (Etapa 2 e Etapa 3) da lipase 

Burkholderia cepacia livre e imobilizada por adsorção física.  

Para todas as etapas, notou-se a redução da atividade relativa (Etapas 1, 2 e 3) e do 

rendimento de imobilização (Etapas 2 e 3). Entretanto, o LIF de maior comprimento de cadeia 

catiônica ([P666(14)]
+) promoveu maiores efeitos negativos nas etapas 1 e 3, com redução da 

atividade relativa de cerca de 86% (LBC-[P666(14)]Cl) e 50% (ADS-[P666(14)]Cl), 

respectivamente. A razão para isto é o fato de que, somente nestas duas etapas, os líquidos 

iônicos à base de fosfônio interagem diretamente com a lipase, podendo desestabilizar a sua 

estrutura e inativá-la (ATTRI et al., 2011). Em contrapartida, quando os LIFs estiveram em 

contato apenas com os constituintes da sílica, observou-se que a seleção do cátion de menor 

comprimento foi o que causou diminuição mais acentuada para a atividade relativa (54%) e 

rendimento de imobilização (16%). Líquidos iônicos sintetizados com cátions de cadeias curtas 

possuem maior natureza hidrofílica e, quando aplicados na modificação superficial da sílica, 

provocam maior limitação difusional devido à diminuição do volume e tamanho dos poros do 

suporte modificado (QUIRÓS et al., 2011). 

LB
C
-C

on
tr
ol

e
LB

C
-[
P
44

44
]C

l

LB
C
-[
P
44

4(
14

)]
C
l

LB
C
-[
P
66

6(
14

)]
C
l

B
I-C

on
tr
ol

e
B
I-[

P
44

44
]C

l
B
I-[

P
44

4(
14

)]
C
l

B
I-[

P
66

6(
14

)]
C
l

B
I-C

on
tr
ol

e
A
D
S
-[
P
44

44
]C

l

A
D
S
-[
P
44

4(
14

)]
C
l

A
D
S
-[
P
66

6(
14

)]
C
l

0

25

50

75

100

125

150

175

200

225

250

275

300

325

350
 Atividade Relativa

 Rendimento de Imobilizaçao

R
e

n
d

im
e

n
to

 d
e

 I
m

o
b

ili
z
a

ç
a

o
 (

%
)

A
ti
v
id

a
d

e
 R

e
la

ti
v
a

 (
%

)

0

25

50

75

100

125

150

175

200

ETAPA 2 ETAPA 3ETAPA 1

 

Figura 22: Efeitos de LIFs de mesmo ânion [Cl]- com diferentes comprimentos de cadeia catiônica ([P4444]+, 

[P444(14)]+ e [P666(14)]+) na atividade relativa (Etapa 1, Etapa 2 e Etapa 3) e rendimento de imobilização (Etapa 2 e 

Etapa 3) da LBC na hidrólise de azeite de oliva. Efeitos de LIFs em LBC livre (Etapa 1), na modificação 

superficial de sílica (Etapa 2), e adicionados durante a imobilização da LBC por adsorção física (Etapa 3). 
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5.4.2. Efeito do ânion nas diferentes etapas 

Nesta seção, é discutida a influência de líquidos iônicos à base de fosfônio de mesmo 

cátion [P666(14)]
+ e diferentes ânions ([Cl]-, [Br]-, [Deca]-, [Phosp]- e [NTf2]

-) na atividade 

relativa (Etapa 1, Etapa 2 e Etapa 3) e no rendimento de imobilização (Etapa 2 e Etapa 3) da 

lipase Burkholderia cepacia livre e imobilizada por adsorção física.  

A Figura 23 mostra que, a de acordo com o LIF selecionado, houve diferentes tendências 

de comportamento da atividade relativa (Etapas 1, 2 e 3) e do rendimento de imobilização 

(Etapas 2 e 3) da LBC. Com redução da atividade relativa e do rendimento de imobilização 

quando se aplicou LIFs com ânions de natureza mais hidrofílica, seguindo a tendência: [Cl]- > 

[Br]- > [Deca]-. 
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Figura 23: Efeitos de LIFs de mesmo cátion [P666(14)]+ com diferentes ânions ([Cl]-, [Br]-, [Deca]-, [Phosp]- e 

[NTf2]-) na atividade relativa (Etapa 1, Etapa 2 e Etapa 3) e rendimento de imobilização (Etapa 2 e Etapa 3) da 

LBC na hidrólise de azeite de oliva. Efeitos de LIFs em LBC livre (Etapa 1), na modificação superficial de sílica 

(Etapa 2), e adicionados durante a imobilização da LBC por adsorção física (Etapa 3). 

Quando se selecionou LIFs [Phosp]- e [NTf2]
- notou-se a hiperativação interfacial da 

enzima, com aumento da atividade relativa (Etapas 1, 2 e 3) e do rendimento de imobilização 

(Etapas 2 e 3). Segundo Neves et al. (2011), dentre os LIFs aplicados no presente estudo, o 
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líquido iônico [P666(14)]NTf2 é o LI mais hidrofóbico estudado. Este fato pode justificar o 

acentuado efeito positivo para a atividade da LBC na presença deste líquido iônico, uma vez 

que estudos afirmam que LIs mais hidrofóbicos tendem a manter a estrutura proteica e preservar 

a camada de hidratação em torno da enzima e, ao mesmo tempo, facilitar o acesso do substrato 

ao sítio catalítico, favorecendo assim a hiperativação interfacial da enzima (COLLINS et al., 

2007; ZHAO, 2016). 

Os efeitos positivos foram mais significativos quando se adicionou o LIF mais 

hidrofóbico ([P666(14)]NTf2) durante o processo de imobilização por adsorção física, com 

aumento de cerca de 223% na atividade relativa e de cerca de 60% no rendimento de 

imobilização (Etapa 3). Estes resultados estão de acordo com o recente estudo de Zhao (2016), 

que evidenciou que os líquidos iônicos mais hidrofóbicos favorecem a manutenção da estrutura 

nativa das proteínas e preservam a sua camada de hidratação, o que facilita o acesso do substrato 

ao sítio catalítico.
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Capítulo 6 

6. CONCLUSÃO 

Uma vez que não há informação na literatura a respeito dos efeitos de líquidos iônicos à 

base de fosfônio sobre a atividade da lipase Burkholderia cepacia livre, bem como a sua 

aplicação na modificação superficial da sílica e durante o processo de imobilização por 

adsorção física da LBC, este trabalho mostrou, pela primeira vez, que a atividade catalítica da 

LBC livre é ligeiramente dependente das propriedades dos LIFs presentes no meio da reação 

de hidrólise de azeite de oliva. Uma vez que os resultados demonstram que a presença de LIFs 

hidrofílicos promove efeito negativo sobre a atividade da enzima e, a presença de LIFs 

hidrofóbicos favorece de forma positiva o desempenho catalítico da LBC. Para a aplicação de 

LIFs na modificação da superfície da sílica produzida pela técnica sol-gel, verificou-se que a 

presença de LIFs hidrofóbicos (Sílica-[P666(14)]Phosp e Sílica-[P666(14)]NTf2) promoveu 

melhorias nas características morfológicas e físico-químicas dos suportes modificados, o que 

resultou em uma eficiência catalítica mais elevada para o biocatalisador imobilizado em sílica 

modificada com LIF mais hidrofóbico (BI-[P666(14)]NTf2), que apresentou rendimento de 

imobilização igual a 77,26%. No que diz respeito a adição de LIFs durante o processo de 

imobilização por adsorção física da LBC em sílica controle, notou-se que o LIF mais 

hidrofóbico ([P666(14)]NTf2) promoveu aumento de mais de 3 vezes no rendimento de 

imobilização do biocatalisador imobilizado ADS-[P666(14)]NTf2 (91,09%), em comparação com 

ADS-Controle (30,16%), o que foi comprovado  a partir das caracterizações morfológicas e 

físico-químicas dos biocatalisadores imobilizados. O comportamento relatado aqui mostra que 

o efeito positivo se torna mais significativo quando o LIF com caráter mais hidrofóbico é 

adicionado durante o processo de imobilização. Assim, a utilização de líquidos iônicos à base 

de fosfônio hidrofóbicos pode ser a base para o desenvolvimento de métodos mais eficientes de 

imobilização de enzimas. 
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Capítulo 7 

7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Para dar continuidade e complementar os estudos da aplicação de líquidos iônicos à base 

de fosfônio na biocatálise, sugere-se: 

 Verificar a influência de aplicação de líquidos iônicos à base de fosfônio em diferentes 

concentrações na lipase Burkholderia cepacia livre, na modificação superficial da sílica 

e durante o processo de imobilização; 

 Investigar, a nível molecular, os efeitos de líquidos iônicos à base de fosfônio na 

atividade e estabilidade da lipase Burkholderia cepacia livre; 

 Testar outros procedimentos de imobilização para a lipase Burkholderia cepacia, tais 

como ligação covalente e encapsulamento; 

 Analisar a capacidade de adsorção e o efeito difusional dos biocatalisadores 

imobilizados na presença dos líquidos iônicos à base de fosfônio; 

 Aplicar os biocatalisadores imobilizados na síntese de ésteres de interesse industrial; 

 Realizar as reações em meios não convencionais como, por exemplo, micro-ondas; 

 Estudar a viabilidade econômica da metodologia desenvolvida em questão.
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