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Classes de enzimas

1 — Oxido redutases
2 — Transferases

3 {Hidrolases]

INTRODUCAO

4 — Liases
5 - Isomerases
6 — Ligases
HIDROLASES
HIDROLASES

= Grupo que inclui todas as enzimas que envolvem
agua para a formacdo de seus produtos

A-B+H,O0< A-H +B-0OH

= Catalisam reagdes entre um substrato e a agua

= Moléculas grandes sdo quebradas em unidades
menores

= Catalisam a quebra de
= ligagbes peptidicas em proteinas,
= ligagbes glicosidicas em carboidratos,
= ligagGes éster em lipidios
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HIDROLASES

1.Lipases

,.Proteases [ i Amilases

2. Pectinases
3.Carboidrases - . celulases

4. Lactases

_s. Invertases

1.LIPASES

EC3.1.1.3

DEFINICAO

¢ LIPASES —
— EC 3.1.1.3. —Triacilglicerol éster hidrolases

* Relacionadas com metabolismo e degradagao de
gorduras.

SUBSTRATO

* LIPASES hidrolisam preferencialmente tri e
diglicerideos, sendo os monoglicerideos
hidrolisados mais lentamente

o]
a Il
. . . L. . - , o] HzC—=0=C—R
» Catalisam rapidamente a hidrdlise de ligagGes ésteres oA
de cadeias longas de acidos alifaticos, com formacao i )W B on
de glicerol e acidos graxos na interface éleo/agua. HT’—O o AR
Hyt—07 Y H?C_OH
TRIGLICERIDEO MONOGLICERIDEO

LIPIDEOS

* Compostos encontrados nos organismos vivos,
geralmente insolUveis em dgua, mas soluveis em
solventes organicos.

* Podem ser extraidos de células animais e vegetais
com solventes organicos de baixa polaridade (éter,
benzeno, cloroférmio).



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Monoglyceride.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Monoglyceride.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/be/Fat_triglyceride_shorthand_formula.PNG
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/be/Fat_triglyceride_shorthand_formula.PNG
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MONO e DIGLICERIDEOS

Hyo—CH

1 — MONOGLICERIDEO m T

—

2 — MONOGLICERIDEO =

1,2 - DIGLICERIDEO = *—— .=

13- DIGLICERIDEO ™ {

A ENZIMA

ESTERASES

= Envolvidas na hidrolise de ésteres
= Formacado de acido e alcool
= Incluem vérias lipases

Triglyceride

besssassy
>

LIPASES

= Presentes no alimento
= Produzidas por microrganismos e plantas

= Presentes em animais, especialmente no
pancreas

= Atividade enzimatica altamente
dependente do contelido de agua do
alimento

IMPORTANTE = INTERFACE OLEO/AGUA

LIPASES

= Atuam na interface agua-lipidio das
emulsdes

oil

water

Watch a Novozymes lipase
attack greasy stains

novozymes')?G
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i
CHy-O-C-CHRy
! @
CH-O-C-CH
| o
CH,-0-C-CH, R,

J[ 5 racraverorpase |
REAGCOES

q
CATALISADAS 1 ;"

CHy-0-LcH R,

i
+  Ho-C-CHR,

POR LIPASE l 2. Diacylglycerol lipase
CH,-OH .
(IZH—O—H + HOLCH R,

| o]
CHy-o-d-cH, Ry
l 3. Monoacylglycerol lipase

CH,-OH

| 7
CHeot + Ho-CCHR,

|
CH,-OH

Nomenclatura

* Nomes comuns:

— Lipase

— Triacilglicerol lipase
* Nome sistematico:

— Triacilglicerol acilhidrolase
* EC3.1.13

Outras enzimas lipoliticas

* Fosfolipase Al (EC 3.1.1.32)
* Fosfolipase A2 (EC 3.1.1.4.)
* Fosfolipase C (EC 3.1.4.3)
* Fosfolipase D (EC 3.1.4.4)

LIPASES

= Qualquer condicdao que resulte no aumento
da drea superficial da interface lipidio-agua
aumentara a atividade da enzima:

s Te  +

Sleo Z y & Tensoativo
;gggé,, p Alcool

< -
Microemulsdo A/O Microemuls3o 0/A

Figura 1. Esteni

A atividade da lipase é muito maior em leite
homogeneizado (ndo pasteurizado)
comparado ao produto ndo homogeneizado

Feed

y %

e

Valve

F’(ﬁﬁbﬁ (gG0000
N 1000000

9 ps
o L) |0oocoq,
g g

ATIVIDADE

* Pode ser medida por
determinacdo direta
ou indireta do

. 0
desaparecimento do e
76

substrato ou da S

~ /
produgdo dos o7 O

. /

compostos finais 0 r\\
como os acidos &

graxos livres.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE

1. Titulometria = neutralizagdo de FFA por titulacdo
com NaOH;

2. Uso de reagentes cromogénicos = complexagdo de
FFA com reagente - monitorado por
espectrofotometro;

3. Uso de triacilglicerois radioativos e medida da
radioatividade dos FFA liberados;

P

Analise cromatografica dos FFA liberados;

v

Conversdo enzimatica dos FFA para produtos que
podem ser medidos por espectrofotometria.
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CLASSIFICACAO

* Baseado na inibicdo de sua atividade
enzimatica por modifica¢cdes quimicas, lipases
foram inicialmente classificadas como serina
hidrolases.

— Serina presente em seus sitio ativo tem
demonstrado estar diretamente envolvida na
catdlise e representa o aspecto mais comum das
lipases.

ESTRUTURA Cavidade

hidrofébica
« Estrutura da lipase de

Pseudomonas aeruginosa

pa

. ~ idi

* Fitas- B sdo representadas como tidica
flechas (lilds-amarronzado) e a-
hélices como rolo (azul e amarelo);

* A hélice amarela pode formar uma
“tampa” sobre o sitio ativo.

* Residuos do sitio ativo Ser82,
Asp229 e His251

Figure 2 A stereo view of Candida rugosa lipase (PDBid: ltrh).

3 ligacdes dissulfeto = Cys29—Cys268, Cys40—Cys43, Cys235—

. ica i i 2
Posicao potencial do ion Ca?ré Cys244, promovem uma estabilizag&o global da proteina.

indicada pela bola verde

Sitio Ativo = (Ser144...His257...Asp203) = coberto por uma tampa
helicoidal de natureza anfipatica.

(Jaeger and Reetz, TIBTECH, v. 16, p. 396-
403, 1998).

FONTES

¢ Amplamente distribuidas na natureza:
— Animais (secre¢do pancredtica),
— Vegetais (grdos cereais)
— Microrganismos (bactérias e fungos filamentosos).

FONTES

¢ Alguns microrganismos produtores de lipases :
— Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida rugosa,

Rhizomucor miehei, Penicillium roqueforti :

* um po ou liquido — por fermentagdo controlada.
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FONTES

* A maioria das lipases de leveduras sdo:

—extracelulares,
—glicoproteinas monoméricas,
—Massa molecular na faixa entre 33 a 65 kD.

REACAO QUIMICA

REACAO QUIMICA

+ E geralmente representada pela reagdo quimica
reversivel que consiste na adi¢do de dgua a um
glicerideo, produzindo glicerol e 3 moles de acidos
graxos.

REACAO QUIMICA

Il
H,c—0—C—R

H,C—OH
o}

1
0 R
1 HC—O0—C—R
Ri=G-od HE—0—C—R' HO H,0
O—CRy OH o ? lipase HC—0— C—R’ lipase H,G—OH
Lipase H,C—O0—C—R"
O-}I:Rz e OH + Ry—C-OH Monoglyceride
g Triglyceride
%
0-CRy OH //o
3 Rs—ﬁ—OH R
9 Fatty acid OH
Triglycerides Glycerol Fatty acids
Hydrolysis of triglycerides
. Representag¢ao
CARACTER|ST|CAS ESPEC'A'S esquematica de
reacoes A
* A hidrdlise enzimatica de um lipideo = diferencial: cata:]sadas por
— Reacgdo heterogénea = Ipases

* enzima é soltvel em agua,
* substrato ndo.

— Ainteragdo enzima/substrato precisa ocorrer na interface
do substrato e dgua.

* Os glicerideos sdo os substratos normalmente
preferidos, enquanto que a hidrélise de ésteres de
acidos carboxilicos, solUveis em agua, apresenta-se
extremamente baixa.

ueEwWwNPR

Catalisam um grande
numero de reagdes,
incluindo:

hidrdlises,
Interesterificagao,
Alcodlise,
Aciddlise,
Esterificagdo

Fonte: Castro
et al, 2003
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PRODUCAO

* LIPASES = geralmente produzidas por microrganismos
em

— meio contendo uma fonte de carbono lipidico = éleos,
acidos graxos e glicerol ou tween na presenga de uma fonte
de nitrogénio organico.

LIPASES:
CONDICOES DE REACAO

* Dependendo da
fonte = massa

molecular
variando entre 20
a 75 kDa.
Foto: Vivian Chies/Embrapa
CONDICOES DE REAGAO CONDICOES DE REACAO
* TEMPERATURA
° p H * Ampla faixa de temperatura = variando até 70°C:
* Estaveis em solugbes aquosas neutras a temperatura
i ambiente.
* Podem atuar em uma grande faixa de pH
e temperatu ra, embora as |ipases * A maioria = atividade 6tima 30 e 40°C.
bacterianas alcalinas S€jam as mals * Termoestabilidade = depende da origem.
comuns.

— lipases microbianas possuem maior estabilidade térmica.

CONDICOES DE REACAO

* Muitas enzimas lipoliticas necessitam de
extensos periodos de incubagdo para a
detecgdo da atividade.

ESPECIFICIDADE

* Sobre a mistura de reagdo é necessario
agitacdo vigorosa durante a incubacgdo para
renovar constantemente a superficie de
contato dleo/agua.
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ESPECIFICIDADE
* Tipos:
— Grupo 1 - Lipases n3o especificas
— Grupo 2 - Lipases 1,3 especificas
— Grupo 3 - Lipases acido graxo especificas

— Grupo 4 - Lipase estereoespecifica

CLASSIFICACAO DE ACORDO COM A
ESPECIFICIDADE

* GRUPO 1 = lipases nao especificas

— ndo apresenta especificidade marcante;

— hidrolisa indiferentemente qualquer posigdo da
molécula do TG:
« libera FFA e glicerol,
+ di- e monoglicerideos aparecem como intermediarios da reagdo

— ex: produzidas por Candida rugosa,
Staphylococcus aureus, Chromobacterium
viscosum e Pseudomonas sp.)

GRUPO 1

CLASSIFICAGAO DE ACORDO COM A
ESPECIFICIDADE

*  GRUPO2 =lipases 1,3 especificas

[} H H
| ‘ | —  Catalisa a liberagdo de acidos graxos especificamente da posigdo 1 e 3
9 T R,—C—0—C—C—H (posigdes externas ou a-posigdes) dos glicerideos.
R,f‘c 0—C—H .J‘ L —  Os produtos sdo:
T Acidos graxos livres - FFA;
ﬁ 0 M "‘ H—C—O—H 1,2 ou (2,3) diglicerideos;
R,—C—0—C—H = | | 2 monoglicerideos.
¢ R;—C—0—C—C—H Hotlai
"3 4 ’J' | *  Devido a instabilidade quimica de 1,2 (2,3) diglicerideos e
& g Al Ul W oW H ‘f o—H especialmente 2 monoglicerideos, estes sofrem acil migragado,
’ ‘ ﬁ ] H obtendo-se 1,3 diglicerideos e 1 (3) monoglicerideos.
H R,—C—0—C—C—H
4 '_]‘ *  ex: de Aspergillus niger, Mucor javanicus, Humicola lanuginosa,
Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae, Candida lipolytica,
Rhizopus niveus e Penicillium roquefortii
ESPECIFICIDADE
[} H H
i || i . . o
R—C—0 C‘ <‘= H H0-=Ciil ¢ GRUPO 3 = Lipases acido graxo especificas
P T H P‘I o
\ | . x ) . -
R —C—0—C—H + R;—C—0—C—H — Catalisa a liberagdo de um tipo particular de acido graxo da
ﬁ “ molécula do glicerideo.
R,—C—0—C—H > (\: y - H—0- T—u
H—0—C—
ﬁ : H — Muitas lipases microbianas extracelulares mostram uma
R,—C—0—C—H . II " baixa especificidade quando incubadas com dleos e
- o—C— . . .
P‘l et - gorduras naturais, no entanto lipase de Geotrichum
ﬂ ﬁ \ candidum apresenta especificidade por acido oléico,
Ry—C~—0—C—H Ry~—~C—~0—C—C—H independente de sua posi¢do no triglicerideo.
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T-g-T T-g-T

GRUPO 3

CLASSIFICACAO DE ACORDO COM A
ESPECIFICIDADE

GRUPO 4 = Lipase estereoespecifica

- habilidade de discriminar enanciomeros de uma mistura racémica;

—  Edecorrente da orientagdo imposta pelas dimens&es e estrutura do sitio
ativo.

—  Advém da prdpria simetria estrutural (quiralidade da enzima), que limita
a agdo em substratos que ndo satisfagam determinadas relagdes
espaciais.

—  Utilizagdo: resolugdo de racematos, para obtengdo de ésteres, alcodis e
4cidos opticamente puros.

Efeitos das formas enantioméricas de alguns

farmacos (Koblitz, 2008)

Farmaco R-enatiobmero S-enantiomero
Carnitina Eficaz no tratamento | Toxico
de doencas cardiacas
de ordem muscular
Ibuprofeno Inativo Anti-inflamatério
Penicilamina | Toxico Anti-artritico
Talidomida Sedativo Provoca a morte

ou deformagéo do
feto

APLICACOES INDUSTRIAIS

INDUSTRIA

INDUSTRIA
OLEO-QUIMICA

COSMETICOS

INDUSTRIA
FARMACEUTICA

N
INDUSTRIA
DETERGENTES
‘\ GORDURAS 4

ACAO
ENZIMATICA
SOBRE
OLEOSE

APLICAGOES INDUSTRIAIS

INTERESTERIFICAGAO
DE GORDURAS

GORDURAS
I MODIFICADAS

MODIFICAGAO DO
SABOR

TRATAMENTO DE

INDUSTRIA
ALIMENTOS

RESIDUOS
DOMESTICOS E
INDUSTRIAIS

Vantagens para o processo industrial:

1. Especificidade
Permite controle dos produtos desejados

Pode aumentar o rendimento por redugdo da quantidade dos tipos
de produtos

>
>

2. CondigGes suaves de reagdo
»  Reagdes quimicas necessitam de altas temperaturas ou pressdo
»  Operagdo com menor capital e custo energético

3. Baixo custo no tratamento de residuos
»  As enzimas sdo naturalmente biodegradaveis
»  Subprodutos indesejaveis sdo reduzidos ou eliminados.

10
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APLICACOES NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Hidrélise de lipideos;

Fabricacdo de queijos e flavour de queijo;
Modificacdo de lipideos;

Producdo de produtos lacteos;
Desenvolvimento de flavour .

CURA DO QUENO

* Sabor caracteristico em queijos, muitas das reagdes

envolvidas sdo de carater enzimatico.

¢ Enzimas = naturais, adicionadas ou do crescimento de

culturas adicionadas.

/J Penicillium candida
4 \ " 4 ou

P. camemberti

Brie Camembert

Penicillium roqueforti
> Ou
Penicillium glaucum

Roquefort Stilton

Gorgonzola

INDUSTRIA APLICAGAO
Hidrélise da gordura do leite
Laticinio Aumento do aroma, da qualidade e da vida de
prateleira
Cerveiaria Aumento do aroma e aceleragdo do processo
) fermentativo

Molhos e condimentos

ovo

Aumento de propriedades funcionais da gema de

Processamento de carnes

de gorduras

Desenvolvimento de aromas e reducéo no conteildo

Oleos e gorduras

Transesterificagdo de 6leos — introducéo de &cidos
graxos de interesse em 6leos e gorduras naturais

Quimica fina Sintese de ésteres

Detergentes Hidroélise de gorduras

Farmacéutica Aucxiliares de digestao

Médica Determinagéo de lipideos no sangue (biossensores)
Couros Remocé&o de gordura da matéria-prima

Tratamento de residuos

Decomposicéo de lipideos de efluentes.

ESTUDOS RECENTES...

* DESCOBERTAS:

— Capacidade de catalisar reagbes de sintese;
* Quando baixa Aw no meio.

— Relativa estabilidade em diversos solventes
organicos

— Reagdes de transesterificagdo ou interesterificagdo

— Ex.: manteiga de cacau produzida a partir de azeite de
ou dleo de oliva.

Dendé

NOVAS APLICAGOES BIOTECNOLOGICAS

Sintese de biopolimeros;
Producdo de biodiesel;
Tratamento de efluentes contendo gorduras;

Sintese enancidémero puros para
medicamentos e nutracéuticos.

Bioaromas

* Sintese de ésteres a partir de acidos graxos de

cadeia curta e média e alcodis

Na industria de alimentos como constituintes do

sabor e aroma

11
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Lipases comerciais e uso na
industria de alimentos

Table 1—Commercial lipases produced by Nova Nordisk'’

Brand name
Lipopan ®

Lipozyme ®
Novazym ® 27007
Palatase
Novozyme ® 871

Mechanism

Hydrolysis and
oxygen uptake

Interesterification

Hydrolysis
Hydrolysis
Emulsification

Application
Baking industry
Pasta/noodles

Dairy industry
Pet food industry

Oils and fats industry
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Table 4—Lipase applications in the food industry™

Food industry

Dairy foods

Bakery foods
Beverages
Food
dressings
Health foods
Meat and fish

Fats and oils

Action

Hydrolysis of milk
fat, cheese ripening,
modification of
butter fat.

Flavour
improvement
Improved aroma

Quality improvement

Transesterification
Flavour development

Transesterification,
hydrolysis

Product of application

Development of
flavouring agents in
milk, cheese and butter

Shelf-life propagation.

Alcoholic beverages,
e.g. sake, wine
Mayonnaise, dressings
and whippings

Health foods

Meat and fish product,
fat removal

Cocoa butter, margarine,
fatty acids, glycerol,
mono and diglycerides
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