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Resumo

Os enzimas lipases (E.C.3.1.1.3) pertencem a familia das serinas hidrolases, que por
sua vez incluem varias enzimas esterases (E.C.3.1.1.1). Uma caracteristica que
distingue as lipases das esterases € o facto de serem capazes de realizar a hidrélise
de Oleos e gorduras em glicerol e acidos gordos livres na interface 6leo-agua.
Normalmente é aceite que as esterases hidrolisam ligacdes éster em esteres e
triacilgliceréis de cadeia carbdnica curta, libertando acidos gordos de baixo peso
molecular, ja as lipases hidrolisam preferencialmente triacilglicerois de cadeia longa.
As lipases microbianas apresentam uma grande diversidade de aplica¢des industriais
tais como na industria farmacéutica, alimentar, de detergentes entre outros.

Abstract

The enzyme lipase (EC3.1.1.3) belongs to the family of serine hydrolases, which in turn
to include various enzymes esterase (EC3.1.1.1). One feature that distinguishes
lipases from esterases is the fact that they are capable of performing the hydrolysis

of oils and fats into glycerol and free fatty acids in the oil-water interface. It is usually
accepted that the esterases hydrolyze ester bonds in stacked short carbon chain
triacylglycerols, releasing fatty acids of low molecular weight, since lipases hydrolyze
long chain triacylglycerols preferentially. Microbial lipases have a wide

variety of industrial applications such as in pharmaceuticals, food, detergent and more.

1. Definicéo
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Os enzimas lipases (E.C.3.1.1.3) pertencem a familia das serinas
hidrolases, que por sua vez incluem vérias enzimas esterases. Sao enzimas
que catalisam a hidrélise de gorduras e 6leos, libertando &cidos gordos,
diacilglicerdis, monoacilgliceréis e glicerol. Também tém a capacidade de
catalisar reaccOes de esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo em
solventes orgéanicos (VILLENEUVE et al., 2000) . Estas enzimas catalisam a
hidrélise de Oleos e gorduras em glicerol e acidos gordos livres na interface
Oleo-agua (Figura 1), no entanto, também s&o capazes de catalisar uma grande
variedade de reaccbes em ambos 0s meios (aquosos e ndo aguosos),
particularidade que as distingue das esterases (SAXENA et al., 2003) . Uma
caracteristica importante das lipases é a sua capacidade de nao so hidrolisar
ligacdes éster, para transesterificar triglicéridos e resolver misturas racémicas,
mas também de sintetizar ligacdes éster em meio ndo aquoso (MACRAE;
HAMMOND, 1985).
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Figura 1. Hidrélise por lipases de triacilglicerol em glicerol e acidos gordos.

A lipase ira dividir ésteres emulsionados de glicerina e de cadeia longa de
acidos gordos como trioleina (trioleilglicerol, TC18) (SHARMA et al., 2001).
Para as esterases, 0 substrato considerado padrdo é a tributirina
(tributirilglicerol, TC4), que por sua vez, também pode ser hidrolisada por
lipases (JAEGER et al., 1999) .

As lipases sdo amplamente distribuidas na natureza, e sdo produzidas
por animais, plantas e microrganismos. As maiorias das lipases utilizadas para

fins biotecnoldgicos, tem sido isoladas de bactérias e fungos (LIN et al., 2006) .
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Normalmente € aceite que as esterases hidrolisam ligacdes éster em
esteres e triacilgliceréis de cadeia carbdnica curta (< 10 carbonos), libertando
acidos gordos de baixo peso molecular, e, por isso também sdo denominadas
esterases ndao-lipoliticas (CHAHINIAN et al., 2005 ou somente
carboxilesterases (BORNSCHEUER, U. T., 2002). Ja as lipases hidrolisam

preferencialmente triacilglicerois de cadeia longa (> 10 carbonos).

2. Caracteristicas cinéticas e fisico-quimicas

A maioria das lipases apresenta uma faixa Optima de actividade e
estabilidade entre pH 6,0 e 8,0 e uma temperatura 6ptima para uma actividade
maxima entre 30 e 40°C. No entanto, estas propriedades podem variar
significativamente, dependendo da origem, ou mesmo entre isoformas
produzidas por um mesmo microrganismo. As lipases, geralmente, sao
glicoproteinas &cidas (HIOL et al., 1999) , com massas moleculares entre 20 e
60 kDa. O seu ponto isoeléctrico pode variar entre 4 e 5 (FERRER et al., 2000).

Como as lipases sédo enzimas hidrossollveis, vao actuar no metabolismo
e digestdo dos triacilglicerois (ALOULOU et al., 2006; SVENDSEN, 2000),
apresentando assim uma baixa actividade ou mesmo serem inactivas em
substratos sollveis em solu¢cdes aquosas. No entanto, apresentam maior
actividade quando a concentracdo do substrato € suficientemente alta para
formar agregados micelares ou emulsdes, uma vez que tém a capacidade de
interagir com a interface dos substratos agregados (SARDA; DESNUELLE,
1958). Esse aumento de actividade, na presenca de micelas ou emulsdes,
deve-se ao fendmeno conhecido como activagao interfacial (REIS et al., 2008).
No caso da activacdo de esteres, a situacdo € diferente, isto porque as
esterases catalisam hidrolise de esteres soluveis, trabalhando sem interface e
obedecendo as equacdes de cinética enzimatica de Michaelis-Menten, que sé&o

validas apenas se as reaccOes cataliticas ocorrerem em fases homogéneas.
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Dessa forma, a analise das reac¢des catalisadas por lipases ocorre utilizando-
se substrato lipidico sob a forma de emulsdo. Ao contrario das lipases, as
esterases actuam somente em compostos soluveis em agua (VOLPATO et al.,
2010).

Este fendmeno, conhecido por activacao interfacial, pode ser facilmente
observado quando se avalia o efeito da concentracdo de substrato na

actividade enzimética.
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Figura 2. Hidrdlise de triacetina pela lipase pancreatica e esterase hepatica de porco em
funcéo da concentracdo de substrato (SARDA; DESNUELLE, 1958).

Na figura 2a, observa-se o perfil de actividade da esterase hepatica de
porco frente a triacetina em concentracdes solluveis e além do seu limite de
solubilidade. Na figura 2b, observa-se o perfil de actividade da lipase
pancreatica de porco frente a triacetina. Os substratos no estado sollvel sao
indicados em concentra¢cdes abaixo do limite de solubilidade (sinalizada com 1)
e concentracdes acima deste limite sdo denominados como substrato no
estado agregado.

Este fenomeno de activacdo interfacial das lipases foi observado por

Holwerda et al. (1936) e por Schonheyder e Volquartz (1945). Em ambos os
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casos, os trabalhos foram realizados com lipases pancreatica de porco. Sarda
e Desnuelle (1958) purificaram esta lipase e estudaram detalhadamente este
fendbmeno, observando que a actividade da lipase sobre a triacetina
aumentava, notavelmente, uma vez que esta superava o0 seu limite de
solubilidade. Levantaram-se duas hipoteses, denominadas de modelo da
enzima e modelo do substrato.

O modelo da enzima foi proposto por Desnuelle et al. (1960), supondo
que a activacao interfacial poderia responder a uma mudanca conformacional
sofrido pelas lipases. Estas reac¢fes ndo se podem descrever mediante uma
reaccao de Michaelis-Menten, uma vez que o processo de hidrolise possui
diversas etapas (VERGER et al.,, 1990). No que diz respeito ao modelo do
substrato, a activacdo é explicada com a modificacdo do substrato lipidico na
interface: o aumento da concentracéo local do substrato no lugar do centro
activo vai diminuir a orientacdo e conformacado dos lipidos unidos na interface,
relativamente a geometria do centro activo da enzima ou a diminuicdo do grau
de hidratacdo do substrato (MUDERHWA; BROCKMAN, 1992; SMABY et al.,
1994).

3. Caracteristicas estruturais

Pleiss et al. (1998) compararam a estrutura dos centros activos de
diversas lipases e esterases e, como principal conclusdo, observaram que 0s
centros das lipases sdo normalmente mais largos e profundos do que os
centros presentes nas esterases, o que poderia explicar a capacidade que as
lipases tém de reconhecer substratos mais variados e com cadeias mais longas
(p.ex.: trioleina).

Quando uma lipase estd na fase aquosa, abaixo do seu limite de
solubilidade ou na auséncia de uma emulsédo ou em baixa concentracdo de um
substrato lipidico, ha, normalmente, uma hélice que cobre o centro activo, um
oligopeptido helicoide denominado por motivo “/id” ou “tampa”, que protege o
centro activo (figura 3). Essa tampa, anfifilica, &€ constituida por aminoacidos
polares na parte externa e por aminoacidos apolares na parte interna, em

contacto com o centro activo (KAMIYA et al., 1999).
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Diz-se que, a lipase com a tampa que cobre o0 centro activo estd numa
conformacao fechada, e na presenca de uma emulsdo ao entrar em contacto
com a interface formada pelo lipido, as lipases sofrem uma mudanca
conformacional na regido da tampa, expondo 0 seu centro activo para a
hidrolise das moléculas de triacilglicerol (BRZOZOWSKI et al., 2000). O centro
activo so fica exposto quando a tampa abre, ou seja, a enzima sé catalisa uma
reaccdo em interfaces hidrofébicas-hidrofilicas ou ainda na presenca de um
solvente hidrofébico. O mecanismo de passagem a conformacéo fechada para
conformacao aberta é entdo designado por activacao interfacial (KUNCOVA et
al., 2003).

Substrato hidrofébico

E*+ 8§ — E*S — E*: P

Tampa aberta

Figura 3. Representacdo do mecanismo de tampa das lipases (RIBEIRO Il 2006).

O centro activo das lipases € geralmente caracterizado por uma triade
composta por serina, histidina e um residuo acido (acido aspartico ou
glutdmico), essencial para todas as reac¢des catalisadas por estas enzimas,
sendo portanto classificadas como serina hidrolases (JAEGER et al., 1999;
REETZ, 2002).
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Os mecanismos envolvidos na catalise das serinas hidrolases foram,
inicialmente, propostos por Brady et al. (1990). Na figura 4, a primeira etapa
consiste na retirada de um protdo da serina, mecanismo pelo qual os residuos
de histidina e aspartato sédo requeridos. O grupo hidroxilo do residuo de serina
ataca o carbono do grupo carbonilo do substrato formando um intermediario de
enzima acilado. A presenca de um espacgo oxianionico contribui para a
estabilizacdo da distribuicdo de carga e também para reducdo da energia
minima de formacéo do intermediario tetraédrico. A Ultima etapa é denominada
de desacilacdo: o grupo acil é transferido para a enzima e libertado pelo ataque
de um nucledfilo (p. ex.: H20) sendo assim, o centro catalitico da enzima é

regenerado.
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Figura 4. Mecanismo de reaccdo de hidrélise de ligacdes éster catalisada por esterases e
lipases. A triade catalitica e a 4gua sao visualizadas a preto, os residuos do espago oxianiénico
a azul e o substrato a vermelho. (a) Ataque nucleofilico do hidroxilo da serina ao carbono
susceptivel da ligacao éster; (b) intermediario tetraédrico; (c) intermediario acil enzima e ataque
nucleofilico da agua; (d) intermediéario tetraédrico; (e) enzima livre. Modificado de Jaeger et al.
(1994).
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O residuo da serina que participa na triade catalitica, normalmente,
encontra-se num pentapéptido conservado com uma sequéncia consenso (Gly-
X-Ser-X-Gly), onde X representa qualquer um dos 20 amino&cidos.
Actualmente, alguns bancos de dados de dominios conservados, por exemplo,
0 PROSITE (HULO et al. 2008; SIGRIST et al. 2002) e o Pfam (FINN RD et al.
2008) utilizam a sequéncia do pentapéptido e da regido ao seu redor para
classificar se uma determinada sequéncia de aminoécidos codifica para uma
lipase ou esterase. De facto, somente a sequéncia desta regido tem sido
insuficiente para diferenciar entre estes dois tipos de enzimas e, portanto,
novos métodos de diferenciagédo tém sido sugeridos (FOJAN et al., 2000).

Foi observado que todas as lipases com estruturas terciarias resolvidas
possuem a configuracdo chamada a/B hidrolase (SCHMIDT-DANNERT, 1999)
(figura 5). Esta configuracao foi identificada em 1992 através da comparacao
de cinco enzimas com func¢fes cataliticas totalmente diferentes: dienolactona
hidrolase, haloalcano dehalogenase, serino carboxipeptidase Il de trigo,
acetilcolinesterase e a lipase de Geotrichum candidum. Estas enzimas né&o
possuem qualquer similaridade entre sequéncias, ndo actuam com substratos
similares nem possuem o mesmo nucledfilo, contudo, possuem similaridades
estruturais, combinadas com a preservacéo do arranjo dos residuos cataliticos
(NARDINI; DIJKISTRA, 1999). Segundo estes autores, o grupo de enzimas
com a configuracao a/p hidrélase cresceu e tem abrangido um grande grupo de
enzimas, fazendo destas uma das mais versateis e amplamente distribuidas
configuracdes de proteinas.

Além de apresentarem 0 mesmo mecanismo reaccional, as
carboxilesterases e as lipases apresentam algumas semelhancas estruturais. A
principal € a presenga da configuragdo o/f hidrélase, sendo composto por
varias a-hélices e folhas-B intercaladas. Este € uma configuracdo bastante
comum as hidrolases, sendo também encontrado em outras familias de
enzimas como epoéxido hidrélases (E.C. 3.3.2.3) (ARAND et al., 2005) e
haloperoxidases (E.C. 1.11.1.) (HOFRICHTER; ULLRICH, 2006).
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Figura 5. Representacdo esquematica do motivo estrutural conservado em enzimas da familia

a/B hidrolase.

Na figura 5, os filamentos em conformacédo B (1 a 8) formando uma
estrutura em folha B-pregueada estdo indicados pelas setas azuis, as
estruturas em a-hélices (A a F) estdo indicadas pelas colunas em vermelho. As
posicdes relativas dos aminoacidos da triade catalitica estdo indicadas por
esferas vermelhas. A regido aminoterminal € indicada por NH; no inicio da
cadeia e a regido carboxiterminal por COOH no final da cadeia
(BORNSCHEUER, 2002).

4. AplicagBes biotecnoldgicas das lipases

As lipases microbianas apresentam uma grande diversidade de
aplicacdes industriais, por serem mais estaveis que as lipases animais,
vegetais e por poderem ser produzidas a baixos custos, com alta velocidade de
sintese, grande versatilidade, e com maior simplicidade na manipulacao
ambiental e genética da capacidade produtiva dos microorganismos
(CIHANGIR; SARIKAYA, 2004; ELLAIAH et al.,, 2004). Sdo, na maioria,
extracelulares, uma evidéncia que facilita a sua extraccdo, isolamento e
purificacdo (CARVALHO et al., 2003).

O potencial biotecnolégico das lipases relaciona-se pelo facto de catalisar
diversas reacces (eterificacdo e transesterificacdo), e ndo apenas hidrolises.
Normalmente, preservam a sua estrutura e estabilidade em solventes
organicos, nao requerem a presenca de cofactores mas requerem condi¢cdes
estaveis de temperatura e pH. Apresentam ainda uma larga especificidade pelo
substrato e alta enantiosseletividade (BURKERT et al.,, 2004; CARVALHO et
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al., 2003; CASTRO et al. 2004; CONTESINI et al., 2009; ELIBOL; OZER, 2002;
RIGO et al., 2010).

As lipases de origem microbiana s&o utilizadas em alimentos, no fabrico
de detergentes (hidrélise de gordura), de cosmeéticos (remocdo de lipidos) e
tratamento de efluentes (decomposicdo e remocdo de substancias oleosas).
Como estas enzimas possuem um enorme potencial catalitico, também s&o
utilizadas como biocatalisadores ideais em quimica organica, quimica fina
(sintese de ésteres), na industria farmacéutica, e na producdo de aditivos
alimentares (intensificacdo de aroma) (BURKERT et al. 2004; CIHANGIR;
SARIKAYA, 2004; ELIBOL; OZER, 2002).

5. Industria farmacéutica

A sintese de substancias bioactivas tem sido praticada ao longo dos anos
através da quimica organica convencional. Esta via de sintese, em alguns
casos, pode resultar em problemas, como a instabilidade da molécula nas
condicBes de reaccao e a formacao de mistura racémica, sendo a molécula de
interesse um dos enantidmeros (REETZ, 2002).

A utilizacdo de lipases na industria farmacéutica deve-se, especialmente,
a enantiosselectividade exibida por muitas destas enzimas. A catalise
enantiosselectiva permite a obtencdo de produtos opticamente puros, uma vez
gue estas enzimas sdo capazes de reconhecer moléculas quirais e actuarem,
preferencialmente, num dos isomeros de uma mistura racémica. Esta
caracteristica € extremamente vantajosa, pois, em muitos casos, uns dos
isémeros (R ou S) apresentam actividade bioldgica, enquanto o outro é menos
activo ou até mesmo toxico (HASAN et al., 2006). Como exemplo, pode-se citar
o acido 2-fenil-propandico. Este composto é utilizado na sintese de drogas anti-
inflamatorias nédo esteroides (Ibuprofeno e Naxopreno) e pode ser obtido
através de reaccdes de transesterificacdo ou de hidrélise do éster
correspondente, catalisadas por lipases. Outro exemplo que pode ser descrito,
na utilizagéo da lipase de C. antarctica numa resolucéo racémica dos derivados
do &cido tiotetrénico, para a obtencdo do composto (R)-triolactomicina, que

possui um atomo de carbono quaternario quiral em C5, com excesso
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enantiomérico, (ISAKSSON et al. 2006; PANDEY et al., 1999; TOYAMA et al.,
2006).

Como as esterases e lipases sdo capazes de catalisar uma série de
reaccOes e possuem uma boa estabilidade em solventes organicos, podem ser
consideradas como excelentes biocatalisadores em fases intermediarios de
processos quimicos convencionais e na catalise de reaccdes quimicas que
envolvam substratos insollveis em meio aquoso. Além disso, sédo aplicadas na
resolucdo de misturas racémicas e na remocao selectiva de certos compostos.
As lipases sdo, também, utilizadas na producdo de antidepressivos, anti-
hipertensivos e vasodilatadores (HASAN et al., 2006; PATEL, 2002). O uso de
lipases nas industrias da quimica fina e farmacéutica tem sido cada vez mais
comum devido as caracteristicas de quimio-, regio- e/ou estereosselectividade
(REETZ, 2002).

6. Industria alimentar

Na industria de alimentos, as lipases séo intensamente utilizadas,
principalmente na hidrolise da gordura do leite, intensificacdo do sabor dos
queijos e na aceleracdo do processo de maturacao, fabrico de derivados de
queijo e na hidrdlise de gorduras e 6leos (HASAN et al., 2006).

As lipases sdo, também, utilizadas para modificar o sabor dos alimentos,
sintese dos ésteres, dos acidos gordos, e alcoois de cadeias curtas, sendo
estes compostos basicos do sabor e aroma (HASAN et al., 2006).

A estereoselectividade das lipases é util na sintese de biopolimeros como,
por exemplo, em polifendis e poliésteres, na resolucdo cinética de misturas
racémicas de alcoois secundarios em reaccfes de hidrolise, na eterificacdo e
na transesterificacdo (JAEGER; EGGERT, 2002; SCHULZ et al., 2000).

Por exemplo, na industria de lacticinios, no queijo e no leite, séo utilizadas
na aceleracdo do processo de maturacdo. Desta forma, a lipase tem sido
utilizada na hidrdlise selectiva dessa gordura, possibilitando a sua utilizagdo na
formacao de produtos com aroma do queijo, na producao de substitutos de

manteiga e outros aditivos usados em cereais, gomas e aperitivos. A adicao
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desses hidrolisados confere uma variedade de efeitos organolépticos aos
alimentos (VIRTO et al., 2003).

Outro exemplo pode ser dado na industria de panificagdo, no fabrico do
pao, a lipase degrada os lipidos do trigo, modificando a sua interaccdo com o
gluten, obtendo um resultado condicionador nha massa, aumentando o volume
do pdo, melhorando a textura. Neste caso, utiliza-se a lipase 1,3 especifica
para obter este efeito (CASTRO et al., 2004). A hidrdlise realizada por lipases
1,3 especificas é aplicada para a obtencdo de monoacilglicerdis que sao
usados como agentes emulsificantes (FREIRE; CASTILHO, 2008).

7. Industria de detergentes

As lipases séo utilizadas na industria de detergentes para facilitar o
rompimento de ligacBes presentes nos triacilglicerdis e, consequentemente
solubilizar gorduras aderidas ao tecido. Alguns exemplos de enzimas utilizadas
em detergentes sdo a Lipolase® (Novozymes), obtida do fungo Thermomyces
lanuginosa e expressa em A. oryzae; a Lumafast® (Genencor, USA) e a
Lipomax® (Gist-Brocades, Holanda), lipases bacterianas provenientes de
Pseudomonas mendocina e P. alcaligenes (JAEGER; REETZ, 1998).

A &rea mais importante de aplicacdo comercial para as lipases hidroliticas
€ em detergentes industriais ou domésticos (HORCHANI et al., 2009), onde é
geralmente usada em combinacdo com uma ou mais enzimas, tais como
proteases, amilases e celulases, sendo responsavel pela remoc¢éo de diversas
gorduras (CASTRO et al.,, 2004). As lipases, neste caso, devem possuir
caracteristicas de baixa especificidade ao substrato, termoestabilidade, e
serem activas e estaveis em condigcdes normalmente consideradas agressivas
para uma enzima, como temperaturas de 40 a 60 °C e meios muito basicos
(SHARMA et al., 2001).

8. Outras aplicagbes

Na industria téxtil, as lipases sdo usadas para facilitar a remocao de

lubrificantes, a fim de promover uma melhor absor¢do da tinta no tecido. As
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fibras sintéticas modificadas enzimaticamente sdo utilizadas para a producéo
de fios e tecidos (HASAN et al., 2006).

As possibilidades de aplicagBes das lipases na industria oleoquimica sé&o
enormes. Pesquisas acerca da producao de biodiesel utilizando lipases através
da transesterificacdo de triglicéridos com alcoois de cadeia curta, tem crescido
significativamente nos dltimos anos. Foram realizadas producdes de biodiesel
catalisadas por lipases a partir de diferentes tipos de dleos, tais como de
girassol, soja, coco e palma (LEE et al.,, 2002; PIZARRO; PARK, 2003;
TALUKDER et al., 2010).

As lipases também sao utilizadas na industria de papel e celulose para
remocao de triacilglicerois e ceras, removendo componentes hidrofébicos que
causam problemas no fabrico do papel (GRUPTA et al., 2004; KONTKANEN et
al., 2004; PANDEY et al., 1999).

Na area ambiental, as lipases podem ser aplicadas na remocao de 6leos
presentes nas aguas residuais de fébricas, restaurantes ou residéncias, ou
provenientes de industrias de refinacdo de 6leos que poluem solos e agua. A
aplicacdo de microrganismos produtores de lipases na degradacdo de
hidrocarbonetos derivados do petroleo é sugerida como uma alternativa de
biorremediacdo (JAEGER; EGGERT, 2002; PATEL, 2002; PIZARRO; PARK,
2003).
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