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Lipases catalisam a hidrélise
de 6leos e gorduras, liberando
&cidos graxos, diacilglicerdis,
monoacilglicerdis e glicerol.

Lipases sao esterases que
apresentam maior atividade
sobre substratos insoltiveis em
agua. Catalisam a hidrolise de
dleos e gorduras e também a
reaao inversa de sintese, entre
outras,

plicagoes Praticas

Introdugao —Iolicerol éster hidrolasesm
Lipases trlace: fat alisam a hidrélise de ligaggeg éstey

sio esterases qU :
preferencialmente
S50 enzimas largam

obre substratos insoliveis e 4 W
ente distribuidas na Naturez,, qué
ons e widrdlise de oleos e gorduras liberandg 4.
catalisam a diacilglicerdis monoacilglicerdis e 8licer)
dos graxos, latém papel fundamental no metabolism(;
Essas Ienzm:ias seres vivos: como enzimas digestivag ng
de lipideos Osbilizaf;é o dos tecidos de reserva energetic,

deposicdo e mo
" nI:) mgtabonsmo intracelular, atuando sobre as memby,.

nas celulares.

Os aspectos bioldgicos, ﬁsio!égiFOS e a aplicagio indys.
trial de enzimas lipoliticas tém s1d(.> intensamente estudadgg
devido principalmente a trés motivos:

« Por serem enzimas que apresentam uma forma de acio
incomum - sdo soltiveis em agua mas catalisam reacdes
envolvendo substratos lipofilicos —, a estrutura molecylar
das lipases, muitas vezes composta por uma “tampa” que
protege o sitio ativo predominantemente hidrofébico da
enzima, apresenta grande interesse ao estudo da confor-
magdo tridimensional e de mudangas nessa conformagio
que interferem na atividade catalitica

* Lipases apresentam grande relevancia médica, principal-
mente em relagdo 4 aterosclerose e 4 hiperlipidemia, uma
Vez que seus substratos e produtos tém papel crucial na
regulacdo e no metabolismo celular

* A descoberta, relativamente recente, da capacidade de
as lipases catalisarem reacoes de sintese e sua surpreen-
fieflte estabilidade em diversog solventes organicos abrit
1numeras possibilidadeg no campo da sintese quimicé
onde as diferentes seletividades de lipases de vérias for-
tes, aliada 35 condi¢es suaves de temperatura e pressi

resentam uma enorme vantagem €7
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lipases também sdo capazes de catalisar reagoes de sintese
dependendo, para isso, de baixa atividade de 4gua no meio
reacional (Figura 4.2).

Caracteristicas gerais e modo de aciio

Lipases sdo enzimas pertencentes ao grupo das serina-
hidrolases (EC 3.1.1.3). Os triacilglicerdis (lipideos neutros,
principais componentes de 6leos e gorduras) sdo seus subs-
tratos naturais, com consequente liberagdo de diacilglicerdis,
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Figura 4.1 Hidrdlise de triacilglicerol por lipase.
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Lipases sao serina-hidrolases
cujo sitio ativo se localiza
dentro de uma cavidade
hidrofdbica onde se aloja
0 dcido graxo de modo a
posicionar a ligagao éster
alinhada com a regiao
catalitica.

r Hidrélise j

RCOOR' + H,O «—» RCOOH + R'OH

[ Esterificagsio j

RCOOH + ROH «—» RCOOR'’ + H,0

([ Alcodlise )

RCOOR' + R"OH «—» RCOOR” + R'OH

([ Acidolise ]

RCOOR'’ + R"COOH «—» RCOOR” + R'COOH

ﬁransesteriﬁcagaa

RCOOR’ + R"COOR™ +—» RCOOR” + R'COOR"

[ Lactonizagdo j

I
RCOOR'— (CH,)n —OH +— (CH,)n 0 +H,0

&minélise ou sintese de amidaq

RCOOR'’ + R'NH, — RCONHR"” + R'OH

Figura 4.2 Reacdes catalisadas por lipases.

monoacilglicerdis, glicerol e 4cidos graxos. Independente-
mente de diferengas na massa molecular, na seletividadede
substratos, na resposta a ativadores e inibidores etc., a grande
maioria das lipases apresenta estrutura similar, conhecide}
como “dobra /B de hidrolase” (ot/B hydrolase-fold), que¢
composta por diversas estruturas B-pregueadas paralelas€
antiparalelas, separadas por trechos de oi-hélices, com pept
deos helicoidais cobrindo parte de sua superficie. Diferent¢
graus de homologia na estrutura primadria sao encoﬂtf"‘dos
em lipases; entretanto, uma sequéncia é excepcionalments
bem conservada: o pentapeptideo Gly-X-Ser-X-Gly- O8%
de conservacio dessa sequéncia e a perda de ativida_ % 1
lipases que tém o residuo de serina modificado ou supn_lﬂl
sdo fortes indicadores de que esse trecho esteja lo¢

//d



& na & considerada a causa
b i atividade na regiao de
" ipterface hidrofdbico-
vidrofflica, mas pode

a outros estimulos
como temperatura.

Vidade de ligagdo determina

Aespedficidade da lipase,

ém da~capacidade de realizar
feades de esterificago,

%dr:u de hidrofobicidad;&; '
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no sitio catalitico dessas enzimas. Além de glicina e serina,
estdo presentes, em muitos casos, no sitio catalitico das li-
pases, residuos de histidina e de 4cido aspértico e/ou cido
glutidmico. Lipases apresentam ainda trés determinantes
estruturais-chave: tampa, cavidade de ligagdo e orificio de
oxidnion.

A tampa est4 presente na grande maioria das lipases
e ja foi considerada a principal diferenga entre lipases €
esterases. No entanto, sabe-se atualmente que ha lipases
(especialmente de origem animal) que ndo apresentam
tampa e esterases que apresentam tampa, embora estas se-
jam, geralmente, pequenas, quando comparadas as tampas
das lipases. A tampa é formada por uma ou mais t-hélices,
gerando uma estrutura mével, que isola o sitio catalitico e
regides mais hidrofobicas da enzima do meio hidrofilico
exterior. A tampa das lipases é considerada a causa da sua
atividade na regiio de interface entre ambientes hidrofébico
e hidrofilico. A forma fechada da enzima, que predomina
no ambiente hidrofilico, apresenta baixa atividade catalitica.
Quando atinge uma regio de contato com a interface hidro-
fébica, a tampa se abre através de alteragdes de conformagao
na estrutura tridimensional da proteina, possibilitando
acesso ao sitio catalitico e a atividade hidrolitica pode ser
percebida. A tampa pode ainda apresentar outras fungdes.
Na lipase A de Candida antarctica, a tampa ndo responde a
tensdo superficial na interface dleo/dgua, mas a mudangas
na temperatura, 0 que garante seu comportamento psicré-
filo. A medida que a temperatura aumenta, a tampa tende
a passar da configuragdo aberta para a fechada.

A cavidade de ligagdo pode apresentar diferentes graus de
hidrofobicidade e diferentes conformagées tridimensionais.
A literatura atualmente divide as lipases em trés grupos, de
acordo com a forma dessa cavidade: (1) em forma de fenda,
localizada na superficie da estrutura proteica e apresentando
alta hidrofobicidade (caracteristica das lipases de Rhizopus e
Rhizomucor); (2) em forma de funil (encontrada nas lipases
de C. antarctica) e (3) em forma de tinel (caracteristica da
lipase cis-9-especifica de Geotrichum candidum). O grau de
hidrofobicidade dessa cavidade determina a especificidade
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0s aminodcidos do orificio do
oxidnion s3o responsdveis por
fazer ligagdes de hidrogénio
com o oxigénio do composto
intermedidrio da reacdo, de
modo a permitir a liberagdo
dos produtos.

.................................

Lipases apresentam até quatro
pontes dissulfeto, diretamente
relacionadas com sua
termoestabilidade.

.................................

Lipases sdo dassificadas
em nao especificas ou
1(3)-especificas, conforme
sua regiosseletividade.
Apresentam ainda seletividade
de substrato, de acordo
com o tamanho e o grau de
instauragao dos acidos graxos e
enantiosseletividade, reagindo
mais rapidamente com um
enantiémero que com os
outros.

da lipase, além da capac.idac?e de re.alizar reagses g,

rificagdo. Cavidades mais hidrofébicas garanten, meelite‘
estabilidade de ligagdo com os s11bs.tratos em ampy 0
ndo aquosos, favorecendo a ocorréncia de reacgeg invel,nes
a hidrolise. g

O orificio de oxianion € uma regido da enzim, indig
savel A realizacdo da hidrélise. Durante alise da ligaci, lgen.
é formado uma intermedidrio negativamente Carreg:ctl
cujo oxigénio precisa ser estabili.zad,o para dar confip,; 0,
aliberagdo dos produtos. Os aminodcidos do orifij,, doy e
anion sio responséveis por fazer ligagées de hidrogénio co .
esse oxigénio, de modo a permitir a sequéncia da reacs
Pelo menos um dos residuos do orificio est4 sempre Joc,
lizado préximo ao residuo de serina do sitio ativo, fazeng,
parte do pentapeptideo conservado dessa regiio da eNzimg

Além dessas caracteristicas estruturais, lipases g3, en.
zimas ricas em cisteina, apresentando de uma at¢ quatro
pontes dissulfeto em sua estrutura, diretamente relacionagyg
com sua estabilidade conformacional e com a termoestab;.
lidade caracteristica de algumas lipases.

Classificacao

As lipases sio, em geral, classificadas de acordo com o

tipo de especificidade que apresentam: regiosseletividade,
seletividade de substrato e enantiosseletividade.

Regiosseletividade. E a propriedade de reconhecer a mesms
ligagéo quimica em diferentes regides do substrato e reagir
apenas com algumas delas,

» Lipases 1(3)-especificas: hidrolisam apenas ésteres
primarios, isto é, nas posicées 1(3) do triacilglicerol A
maior parte das lipases pertence a essa categoria. Esses
lipases sdo capazes de promover a hidrolise total df
triacilglicerdis em 4cidos graxos livres e glicerol, pos
2-monoaci1glicer6is tendem a sofrer isomerizagdo ¢’

acido graxo migra €spontaneamente para as posi¢oe
ou 3, permitindo a hidrélie

. ~ i . s
I,,lpases 1140 especificas: hidrolisam igualmente hgaq;zs
ester nas Posiges 1(3) e 2 do triacilglicerOl (66F
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primérios e secunddrios); ndo sdo conhecidas lipases
2-especificas, embora a lipase A de Candida antarctica
hidrolise essa posi¢do ligeiramente mais rapido que as

outras.

Seletividade de substrato. Propriedade de reconhecer um tipo
de 4cido graxo e hidrolisar as ligagoes nas quais ele esta en-
volvido com exclusividade ou com maior rapidez.

« Em relagio ao tamanho da cadeia carbonica: dcidos
graxos de cadeia curta (até 10 carbonos), média (de 12
e 14 carbonos), longa (acima de 16 carbonos) ou muito

longa (acima de 22 carbonos)

« Em relagdo ao grau de insaturagao do 4cido graxo: sa-
turado, mono-, di- ou poli-insaturado. Muitas vezes, a
localizacio da(s) insaturagio(des) também determina a
atividade de uma lipase sobre um substrato

o Algumaslipases apresentam seletividade negativa, hidro-
lisando ligagdes éster envolvendo todos os dcidos graxos
exceto alguns. Em geral, 4cidos graxos poli-insaturados
como EPA, DHA e o 4cido y-linolénico ndo sdo reconhe-

cidos por diversas lipases.

Enantiosseletividade. Propriedade de reagir com um determi-
nado isdmero do substrato exclusivamente ou mais rapida-
mente do que com outros isdbmeros da mesma substancia.

A maioria das enzimas apresenta algum grau de enan-
tiosseletividade, embora em lipases essa caracteristica seja,
geralmente, bastante variada. Quando a reagio catalisada
por lipases gera maiores concentragdes de um enantiémero
do que de outro, essa maior concentragio ¢ designada como

(43 . . »
excesso enantiomérico.

Na Tabela 4.1 estdo relacionadas algumas lipases e suas
seletividades.

Fontes e principais caracteristicas

Aslipases sio produzidas por virtualmente todos os seres
vivos, podendo ser encontradas em células e secre¢des de
animais, vegetais e de diferentes microrganismos (bactérias,
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Tabela 4.1 Seletividade de lipases de diferentes fontes,

Lipases sao produzidas por
todos os seres vivos, podendo
ser encontradas em células e
secre¢des de animais, vegetais
e microrganismos.

As lipases mais estudadas
sa0 as de mamiferos, mas,
do ponto de vista industrial,
as lipases microbianas sao
mais interessantes, pois
apresentam maior facilidade
de producao em larga escala.
Devido a enorme variedade de
microrganismos existentes, ha
também uma grande gama
de lipases com caracteristicas
diferenciadas de atuagdo.

Panética

(>M,

13

Pré-géstrica CM>>L 13

Aspergillus niger (ML 13533

(andida lipolytica CML 1352 <
Humicola lanuginosa CML 1353)
Mucorjavanicus ML>>L 1352

Rhizomucor miehei ML >33
Penicillium roquefortii CM>>L 13

Rhizopus delemar ML>>( 13>3)

Rhizopus javanicus M,L>C 13>2

Rhizopus niveus ML>C 13>2

Rhizopus oryzae ML>C 135552
Pseudomonas florescens M,L>C 13>2
Pseudomonas sp. CML 13>2

Rhizopus arrhizus CM>L 13

$i

(: acidos graxos de cadeia curta; M: cadeia média; L: cadeia longa. Reproduzida de Xu, 2000,

fungos e leveduras). Embora as lipases mais estudadas a
hoje sejam as lipases pancreaticas humana e de outros ma
miferos, do ponto de vista industrial, as lipases microbianas
sdo bem mais interessantes, pois permitem produgio en
maior escala e podem ser expressas mais facilmente, it
clonagem, em outros organismos, o que facilita sua obtengi!
e purificacdo. Além disso, devido 4 enorme variedade &
microrganismos existentes, h4 também uma grande 8““‘?{
de lipases com caracteristicas diferenciadas de atuacd® B
ainda a possibilidade de se induzir a produgao de liP.asf's’?
em alguns microrganismos, de acordo com a COm'POSl@Z
do meio fermentativo, Em geral, a produgao de hpasese)
inibida na presenca de aglicares simples (glicosé ff“to;_
ou glicerol e ¢ estimulada por meios contendo 4cidos’ p
X0s livres, 6leos e gorduras ou acticares mais comp”

(polissacarideos)

2
1 i . 3 ~ ‘Onad \
Nos animais superiores as lipases estao relad®” ;

1 . ta
sobretudo 2 digestio de lipideos ingeridos né ¢
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altssima massa molecular e
também substratos soliveis
em dgua.
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mobiliza¢io dos tecidos adiposos de reserva. A lipase pan-
credtica, produzida pelo pancreas e introduzida no duode-
no durante o processo digestivo, é a mais importante; no
entanto, outras lipases - géstrica, lingual (além de outras
lipases orais) e lipase ativada pela bile - podem ser respon-
sdveis pela digestdo de até 50% dos lipideos da dieta. Alguns
lipideos, como os glébulos de gordura presentes no leite
ndo homogeneizado, dependem da agio combinada dessas
varias lipases para serem efetivamente digeridos.

Em vegetais, as lipases sio mais abundantes em semen-
tes oleaginosas, sendo importantes durante o processo de
germinagao, mas estdo presentes em varios outros tecidos,
sendo encontradas, por exemplo, no litex do mamoeiro.

Lipases s3o ainda produzidas por uma grande quantidade
de microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamen-
tosos), estando envolvidas em seu processo de aquisi¢do de
energia. Atualmente, apenas lipases de origem animal ou
microbiana tém aplicagdo industrial, sendo estas tiltimas
predominantes no mercado.

Cutinases sdo esterases semelhantes a lipases em sua
estrutura e modo de a¢do. No entanto, em virtude da ausén-
cia da “tampa” em sua estrutura, cutinases sao capazes de
hidrolisar ligagdes éster envolvendo substratos de altissima
massa molecular, como o polimero de cutina, que é seu
substrato natural, e outros poliésteres sintéticos, incluin-
do polietileno tereftalato (PET) e policaprolactona. Além
disso, cutinases também sio capazes de hidrolisar liga¢oes
éster em substratos soluveis em 4gua, incluindo ligagdes
envolvendo 4cidos graxos de baixa massa, uma vez que na
auséncia de tampa, ndo dependem de tensao superficial
para serem ativadas. Adicionalmente, ja foi comprovado que
essas enzimas também sio capazes de catalisar as reagbes
inversas a hidrélise, em ambientes com baixa atividade de
agua, de forma semelhante a lipases e esterases. Ainda nao
sdo conhecidas cutinases comerciais, mas elas sio produ-
zidas por diversos microrganismos, fungos filamentos e
bactérias, fitopatogénicos e sapréfitas e vém despertando
grande interesse de pesquisadores.
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Importantes lipases comerciais
inespecificas sao produzidos
por leveduras do género
Candida. A espécie C. antarctica
secreta duas isoformas, uma
altamente termoestavel
(CaL A) e outra com atividade
em baixa temperatura e
excelente atividade de sintese
(CaL B).

Lipases animais

A lipase pancredtica suina € a lipase de yg, c

mais estudada. Trata-se de uma enzima 1(3)-esp12e,rci&l
com preferéncia por 4cidos graxos de cadeia ¢y, oy eclﬁq,
6timo de atuagdo entre 7,0 e 9,0 (caracteristic, do j bl
no) e é fortemente ativada na presenga de Nac| A tes_ti.
parte das lipases pancredticas apresenta ainda at
fosfolipase A1l (ver, adiante, Figura 4.8); uma e
lipase pancreatica humana.

o . alOr
vidag, d

Lipases microbianas

» Origem flingica

Candida antarctica foi isolada do lago Vanda, Ak
tirtica, de alta salinidade e eternamente coberto poy gelo
Essa levedura é capaz de produzir duas isoformas de lipase,
chamadas A e B (ou CaL A e CaL B), de vasta aplicagi

industrial. A Tabela 4.2 apresenta algumas caracteristic
das duas isoformas.

CaL A ¢ uma enzima extremamente termoestavel, con
atividade 6tima acima de 70°C e capaz de funcionar a 90°(;:#§
por varias horas, sem perda significativa de atividade. Es
caracteristica fez com que as primeiras aplicagdes indus
triais dessa enzima fossem voltadas para hidrélises em al
temperatura, envolvendo ceras com alto ponto de fusion
industrias téxtil e de papel. Essa é a tnica lipase conhecida
com maior afinidade pela posicio 2 (dois) do que por ésteres

Tabela 4.2 Comparacio entre CaL A e CaL B.

_ Massa molecular (kDa) 45 33

Ponto isoelétrico (pl) 7,5 6,0
. pH étimo 70 7,0
Atividade especifica (U/mg) 420 435
Termoestabilidade a 70°C 100 15
Estabilidade ao pH 6,029,0 7,0a100
_ Ativacdo na interface Sim (baixa) Nao __—

Adaptada de Kirk; Christensen, 2002.
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primdrios no esqueleto de glicerol. No entanto, por nao
apresentar essa mesma seletividade para reagdes de sintese,
a CaL A foi classificada como lipase nio especifica. Além
dessa caracteristica pouco usual com relagdo A regiosseletivi-
dade, a CaL A apresenta outras caracteristicas unicas, como
marcada seletividade por 4cidos graxos trans-insaturados,
tanto para hidrélise quanto para sintese. Por fim, a CaL A
apresenta ainda a capacidade, pouco distribuida entre as
lipases, de reagir com substratos volumosos, como esterdis
e alcodis tercidrios, apresentando alta estereosseletividade,
gerando excesso enantiomérico superior a 70% e, muitas
vezes, com alto rendimento.

CaL B ¢ uma enzima pouco termoestidvel em meio
aquoso, apresentando perda significativa de atividade em
temperaturas superiores a 40°C. No entanto, apresenta alta
atividade e enantiosseletividade para reagdes de sintese e é
mais termorresistente em meio organico, suportando tem-
peraturas até 70°C, especialmente nas formas comerciais
imobilizadas. E uma lipase ndo especifica, com alta ativi-
dade para as reagdes inversas a hidrdlise e estd disponivel
em formas de alta pureza para aplicagées em quimica fina
(resolugido de racematos) comercializadas por diferentes
empresas (Novozymes 432°%, pela Novozymes, Chyrazy-
me L2®, pela Roche, CalB immo Plus®, pela Purolite, por
exemplo).

Outras espécies do género Candida (C. cylindracea e C.
rugosa) também sdo boas produtoras de lipases inespeci-
ficas. C. rugosa produz uma lipase com seletividade pelo
acido ricinoleico, sendo especialmente interessante na
transformacio de 6leo de mamona.

Entre os fungos filamentosos, os géneros Rhizopus, Rhi-
zomucor e Aspergillus sdo produtores de lipases 1(3)-espe-
cificas, geralmente com preferéncia por dcidos graxos de até
12 carbonos. Dentre estes, o fungo Rhizomucor miehei é o de
maior aplicagio industrial. Sua lipase foi descrita em 1973,
com massa molecular de 31,6 kDa e ponto isoelétrico de 3,8.
Em 1977, foi publicado o primeiro trabalho (Moskowitz et
al.) com sugestdo de sua aplicagao em alimentos, verificando
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sua capacidade de hidrolisar gord;: I;Séi‘f‘imais € Oleq, Y
getais e os efeitos benéficos de.ssa ldrolise na me'horiad‘
aroma de alguns produtos al1men.t1c1os. Atualmente ess:
lipase é comercializada na forma livre ou m}(’biliza & -
resina e apresenta aplicagdes tanto em hidrélise Quang,
sintese. Também disponivel comerc1al.mente, na forp, g
ou imobilizada, sob 0 nome comercial d.e LipoZYIne@ . |
Lipolase® é a lipase de Thermomyces lanugmosus,

u .
1li \
filamentoso termofilico. 1

tm

Uma lipase fiingica de Cf)ns1derave1 mtf:ress«,: € prog,
zida por Geotrichum candidum. Essa enzima ¢

’ Onhegjg,
como lipase cis-9-dcido graxo especifica e apresent, grang,
seletividade por dcidos graxos contendo uma insatura;;m
entre os carbonos 9 e 10, como os 4cidos oleico e linoleico,
por exemplo.

................................. » Origem bacteriana

Lipases de origem bacteriana . ) 5 .

530 produzidas por espécies Embora seja bem conhecida a produgcio de lipases poy
dos géneros 3"'”'0’518_"'" bactérias, até recentemente nio havia lipases bacterian
ﬂéﬁ?ﬂ;’aﬁaﬁm disponiveis comercialmente. No

entanto, diversos autores
origem bacteriana sejam
digdes desejadas em trans.

com aplicagio em detergentes. acreditam que as enzimas de

melhor adaptadas para as con
formagdes industriais,

Diversos géneros de bactérias ja foram estudados por
produzirem lipases — extracelulares, ligadas a membranss

ou intracelulares, Alguns exemplos estio apresentados na
Tabela 4.3, Entre a5 espécies produtoras de lipases comer-
C131$ as mais importantes sq apres

entadas a seguir:

* Burkholderia cepgcig (antes Pseudomonas cepacia). St
lipase extracelylay estd disponivel em sua forma livrene
imobilizada e diferentes suportes (diatomito e cert

i comercializady Pela empresa japonesa Aman®

Trata-se de ymg lipase nao especifica com pH 6timo ¥

70etemperatyry dtima de 50°C, mantendo a maior par

€ Sua atividade M temperaturas de até 75°C, e mas
molecular de Cerca de 33 kD,

Pseudomon,g fluorescens. Lipase alcalina, com pH 6t
degoe temp

€ratura Gtimg de 55°C.
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Enterococcus faecium 19 10,8 40

Pseudomonas aeruginosa 29 8,0 45

Bacillus stratosphericus 19 90 35

Streptomyces lividans 31 8,0 50

Bacillus amyloliquefaciens 23 10 40

Bacillus pumilus 27 8,0 45

Geobadillus thermodenitrificans 50 9,0 65

Yersinia enterocolitica 34 9,0 37

Pseudomonas aeruginosa 40 9,0a10,0 40

Colwellia psychrerythraea 34 7,0 25

Bacillus pumilus 62 6,0 60

Acinetobacter baylyi 30 8,0 60

Spirulina platensis 45 6,5 45

Pseudomonas gessardii 92 5,0 30

Javed etal., 2018.
Lipases vegetais
frooesreseusnemcenassenaes Nio sdo comercializadas lipases vegetais de aplica¢io in-
Nao sao comercializadas % . 5 _—_
g veqets de aplicagio dustrial, no entanto, diversos tecidos vegetais sdao produtores
nustrial, mas a maior parte de lipases e hd uma vasta literatura cientifica disponivel a
ﬁm?apresenta respeito do assunto. As fontes mais comumente estudadas
st sdo sementes, especialmente as oleaginosas. A maior parte

Quando em dorméncia. o :
das sementes apresenta atividade de lipase, mesmo em esta-

do dormente, porém, em algumas espécies, como o milho,
por exemplo, a atividade na semente dormente é bastante
reduzida, préxima de zero, mas aumenta gradativamente ao
longo do periodo de germinagao. A maior parte das lipases
de sementes apresenta pH 6timo na faixa entre neutro e al-
calino. No entanto, sdo conhecidas excegdes, como a lipase
de semente de mamona, que tem pH 6timo em 4,5. Lipases
vegetais geralmente apresentam temperatura 6tima entre
30 e 50°C, mas também sdo conhecidas exceg¢des, como as
isoformas produzidas pela aveia, que apresentam 6tima ati-
vidade em temperatura entre 65 e 75°C e a lipase de arroz,
com temperatura 6tima de 80°C. A maior parte das lipases
de sementes ¢é inespecifica, porém as lipases de semente de




144 Bioquimica de Alimentos | Teoria e Aplicages Praticas

Rancidez hidrolitica ocorre
quando, por agao de lipases
sobre os triacilglicersis dos
alimentos, sao gerados acidos
graxos livres. Se estes sio de
baixa massa molecular, eles
530 volateis e causam aroma
desagradavel no produto. 0s
produtos mais afetados sio
0s laticinios, mas graos e seus
derivados também podem
sofrer deterioracdo pelo rango
hidrolitico. Em éleos, a alta
acidez é considerada um
problema grave de qualidade.

mamona e de tremogos apresentam maior af
posicoes 1 e 2 do esqueleto de glicerol. A prin
¢ a lipase de coco, que é 1(3)-especifica.

nidade
Cipa] excllili

Importancia em alimentos | Rancidez hidrolitica

As lipases sdo responsdveis por um tipo de de
dos alimentos, conhecido como “rancidez hidr,
processo consiste na hidrélise de triacilgliceréig p
alimento com a formagao de 4cidos graxos livres. uan
voléteis, os dcidos graxos liberados geram odor desg do
dével, de rango. A rancidez hidrolitica é majs comupy ea~
laticinios, uma vez que o leite possui lipases Nativas o S::;
gordura apresenta quantidade consideravel dos acidos b,
tirico (4:0), caproico (6:0) e caprilico (8:0), que s3o 4cig,,
graxos de baixa massa molecular, portanto volateis, ¢ com
odor considerado desagradavel. No entanto, Produtos g
origem vegetal, como 6leos, graos, farinhas e farelos tambép,
podem se deteriorar em virtude da presenca de lipases, ny.
turais da matéria-prima ou provenientes de MiCrorganismeg
contaminantes. Nesses casos, em geral, Por apresentarem em
sua composi¢do dcidos graxos de alta massa, nio volateis,
o aroma de rango nao é percebido. No entanto, a presenca
de altos teores de icidos graxos livres nesses produtos,
normalmente designada como alta acidez, é considerada
bastante indesejavel. Acidos graxos livres tendem a ser mais
suscetiveis a oxidagao, acelerando o processo de peroxidagio
lipidica. Além disso, 6leos de alta acidez apresentam meno-
res pontos de fumaga, faisca e combustio, oferencendo risco
de ignigdo quando aquecidos por tempo prolongado. Para
evitar a ocorréncia desse tipo de deterioragio é necessé.}’la
uma operagio de branqueamento para inativago térmic?
das lipases responsaveis pela rancidez hidrolitica.

tel‘ior S
d
litica”_ E@Qq

resenteS

Vale lembrar que é possivel a ocorréncia de rafllc(‘)‘ie:
hidrolitica na auséncia de lipases. Para tanto, 0 ;r ]
gorduras precisam ser aquecidos em altas 'cemP"'r::esso
por longo tempo e na presenca de dgua. Esse ProtemPe‘
comum em Oleo utilizado para fritura, que atlpge oqe
raturas superiores a 150°C e recebe agua do alime
esta sendo frito.
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Aplicacao industrial

usesde 1'gera(éo_séo

tilizadas para hidrolisar

05 riadlglicerdis da massa,
gerando adillicerdis parcials
om atividade emulsrﬁcfmte.
) geracao dessas enzimas

apresenta atividade de

fosfolipase, com poder

de gerar emuls‘rﬁcan'te§
melhores. A 3 geragao € ainda
negativamente seletiva para
4cidos graxos de cadeia curta,
iitando @ geragao de aroma

de rango.

Panificagdo

A introducdo regular de lipases em massa de pao se
iniciou por volta dos anos 1990, com as agora chamadas
lipases de primeira geraco. Essas enzimas eram lipases
1(3)-especificas utilizadas para hidrélise dos triacilgliceréis
da massa liberando acilgliceréis parciais (mono- e diacilgli-
cerdis), com propriedades emulsificantes (devido 4 presenga
de uma frag@o polar e uma apolar na molécula).

A presenca de emulsificantes promove o aumento da ca-
pacidade de retengdo de ar da massa, gerando um produto
com melhor textura (mais fofo), de miolo mais branco e
com maior volume. Além disso, ha também aumento da
capacidade de retengdo de 4gua na massa, o que retarda a
sinérese, prolongando a vida de comercializagdo do pao.
Uma vantagem adicional é a possibilidade de maior con-
servagdo da massa, uma vez que certos acilgliceréis parciais
apresentam atividade antimicrobiana, especialmente os
contendo 4cidos graxos de cadeia média.

Ha indicios de que a formagao de acidos graxos livres na
massa favoreca a interagdo da amilose com esses lipideos,
retardando a retrogradagio. Acredita-se, ainda, que esses
mesmos dcidos graxos sejam substrato para lipo-oxigenases,
naturais da farinha ou adicionadas, em um processo que
melhora as caracteristicas do glaten (ver Capitulo 5, Oxidor-
redutases). Esses ultimos beneficios da adigdo de enzimas
nio sio alcangados quando sua atividade é substituida pela
adigdo de emulsificantes ja prontos.

Melhores resultados foram obtidos com as lipases de se-
gunda geragio, acrescidas de fosfolipases, capazes de gerar
lisofosfolipideos (ver adiante Surfactantes nao i6nicos no
topico “Produgio de outros ingredientes”) na massa, com
poder de emulsificagdo bastante superior. Mais recente-
mente, as lipases de terceira geragdo foram desenvolvidas
para evitar a liberagdo de dcidos graxos de cadeia curta, o
que diminui a formagdo de aroma de rango ao longo do
armazenamento, especialmente em produtos com adigio
de lipideos do leite. Além disso, essas enzimas siao mais
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Oleos e gorduras estruturados
sao sintetizados artificialmente
com composicao de dcidos
graxos e localizacao no glicerol
previamente determinadas.
Apresentam vantagens dos
pontos de vista nutricional e
tecnologico.

bem adaptadas a processos acelerados de fermen;
equipamentos de mistura de alta velocidade.

A adicdo de emulsificantes 2 massa permite aind, areg
¢do significativa da quantidade .de lipideos da formulaﬁu‘
garantindo a fabricagao de pées light. Estudos demongt,., " >
que as mesmas caracteristicas de produto final Poden
alcangadas por uma formulagdo com 4% de lipideos oy cOer
1% de lipideos e 0,3% de emulsificante (no caso do esmdl;l
lecitina de soja), uma redugdo de 75% desse ingrediente.o'
mesmo efeito pode ser alcangado pela adigdo de lipases, o
o diferencial de que as enzimas produzem os emu.lsiﬁcameS
a partir do lipideos presentes na massa.

a950 €a

Produgdo de dleos e gorduras estruturados

Oleos e gorduras estruturados sao produtos que contar,
triacilglicerdis sintetizados artificialmente com o objetiy,
de alterar as concentragdes relativas de seus acidos graog
constituintes assim como a posi¢éo, no esqueleto de glicerg),
que cada grupo acil ocupa. Esse tipo de produto apresenta
vantagens dos pontos de vista funcional e/ou nutriciona
sobre os dleos e gorduras naturais. A obtencio de triacil-
gliceréis estruturados é feita por meio de interesterificagio
quimica ou enzimatica entre dois diferentes Sleos ou entre
6leo e 4cidos graxos na forma livre ou etilada (ésteres de eti-
la). A sintese quimica, embora seja uma tecnologia h4 muito
dominada pela industria, apresenta varias desvantagensem
relagdo ao processo enzimdtico: obtencio de produtos ines-
pecificos, uso de altas temperatura e pressdo — o que gera
subprodutos de cor escura e odor indesejado de queimado
e implica vérias etapas de purificagio subsequentes. O uso
de enzimas 1(3)-especificas garante a obtengdo de produtos
especificos, de acordo com os substratos utilizados, 0 qu¢
vem a ser de grande importancia na aplicagio funcional¢
nutricional dos triacilgliceréis estruturados.

» Uso nutricional
intestino

& o lo
Estudos sobre a absorgio de 4cidos graxos pe Je cadei®

humano levaram a conclusio de que 4cidos graxos i
longa sdo mais prontamente absorvidos quando na 10

e

|
\

i
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cadeia longa sao mais bem
absorvidos na forma de
2-monoadilglicerdis; acidos
graxos de cadeia muito longa
ndo sao eficentemente
absorvidos pelo intestino;
acidos graxos de cadeia muito
curta sao menos caloricos,
assim como 1,3-diacilglicerdis.

Lipideos para“leites
Maternizados” devem
dpresentar dcido palmitico na
p(')sigéo sn-2 e &cidos graxos
Insaturados nas posicges
sn-1e3.

Essetipo de lipideo estruturado
Pode ser obtido por agdo
de lipases 1(3)-especificas
sobre gorduras ricas em dcido
palmitico,

.,
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de 2—monoacilglicer6is. Uma vez que a lipase pancreética
humana ¢ uma lipase 1,3-especifica, equivalentes de gor-
dura do leite humano (ricos em 4cido palmitico) e dleos
com fins terapéuticos devem ser sintetizados de modo a
conter esses dcidos graxos na posicio 2 do triacilglicerol e
grupos acil de cadeia média ou curta ou insaturada (mais
facilmente absorvidos na forma livre) nas posigées 1 e 3.
Estudos mais recentes vém desvendando que dcidos graxos
de c?adeia muito longa, como o 4cido behénico (22:0), sdo
muito pouco absorvidos no intestino, independentemen-
te da sua Posi¢do no esqueleto de glicerol, e que acidos
graxos de cadeia muito curta fornecem menos calorias
do que os 4cidos graxos mais comumente encontrados
em Oleos e gorduras naturais (4cido acético = 3,5 kcal/g;
acido propiénico = 5,0 kcal/ g € dcido butirico = 6,0 kcal/g,
€m contraste com os demais acidos graxos, que fornecem
9,0 keal/g). Além disso, avaliagoes sobre o metabolismo de
1,3-diacilglicer6is demonstraram que, embora facilmente
hidrolisados e absorvidos no intestino, esses lipideos sdo
muito mais lentamente metabolizados ap6s absor¢io pelas
células - na auséncia de dcidos graxos ligados 4 posicio 2,
aressintese de triacilgliceréis depende da via metabélica do
glicerol-3-fosfato para formagio do quilomicron - o que
reduz a eficiéncia no armazenamento dos lipideos ingeridos
na dieta e vem apresentando efeito significativo na redugio
do acimulo de gordura em ratos e humanos.

Com base nesses conhecimentos, diversos produtos vém
sendo desenvolvidos, e alguns ja estdo disponiveis nos mer-
cados de certos paises, com a finalidade de garantir lipideos
com caracteristicas nutricionais desejadas.

Substitutos da gordura do leite humano. As chamadas férmulas
infantis sio produtos que visam substituir o leite humano
quando a amamentagio néo é possivel, por uma varieda-
de de motivos. Esses produtos, muitas vezes denominados
“leites maternizados’, pretendem mimetizar a composi¢ao
e a estrutura do leite humano para fornecer a melhor ali-
mentagdo possivel para o lactente. No entanto, até muito
pouco tempo atrds, os lipideos constituintes desse tipo de
férmula eram provenientes do leite de ruminantes (bovinos
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e ovinos) ou de leos e gorduras vegt.?ta.is. Além de 3Preg,
tar composicio em 4cidos graxos dlst.mta daquely da ln
humano - particularmente rico em dcidos olejcq (18,

a 35%) e palmitico (16:0-20a 30%), em.adiqio 4 Peque
porém importantes quantidades de 4cidos araquidgy,
(20:4 6), EPA (20:5 ©3) e DHA (22:6 ©3) (Concentra%
total de cerca de 1%) - a posi¢do desses dcidos graxog 5, s
queleto de glicerol € totalmente diferente. No leite humg,
0 4cido oleico tende a aparecer muito mais frequemen,‘leﬂte
nas posigdes 1 e 3, enquanto 0 acido palmitico se encop.
tra majoritariamente na posi¢ao 2. Quando ¢ hidmlisado
no intestino (pela lipase pancredtica, 1(3)-especifica), gq,,
triacilglicerol gera acidos oleicos livres, rapidamente ik
sorvidos, e 2-monopalmitoil-glicerol, também absorvig,
eficientemente pelo intestino do lactente. Caso a estruty
nos triacilglicer6is ndo seja essa, é liberado dcido palmyj;,
co, que, na forma livre, forma sais (sabdes) com os fons de
célcio presentes no leite, gerando precipitados, que impe.
dem a absorgdo tanto do 4cido graxo quanto do minerg|
ainda provocam constipagéo intestinal no lactente. Assim,
os lipideos estruturados com a finalidade de substituir 5
gordura do leite humano em férmulas infantis devem ser
compostos majoritariamente de 1,3-dioleil—2-palmitoil-gli-
cerol (OPO), sendo a incorporagdo de DHA e de EPA nas
posigdes 1(3) também altamente desejavel.

Obter esse tipo de produto é possivel mediante agio
de lipases 1(3)-especificas. Deve-se partir de uma maté-
ria-prima com triacilgliceréis ricos em 4cido palmitico
- que vio ter alta probabilidade de apresentarem esse
dcido graxo na posigio 2. A palmitina, gordura vegetal
obtida da améndoa do dendé, é uma matéria-prima de
baixo custo e de excelente composi¢io para esse tipo de
reagio, mas outras gorduras vegetais e animais també
podem ser utilizadas, respeitadas as limitagoes religios®
ou éticas do puiblico-alvo. A essa gordura pode-se misturéf
acido oleico livre; oleato de etila ou ainda um 6leorico ¢
acido oleico, como o azeite de oliva, o 6leo de amendoi®
0 6leo de semente de uva ou o azeite de abacate. Quaf‘to
mais puras as matérias-primas (p. ex., tripalmitina + 4cido

‘A
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oleico), maior o rendimento no triacilglicerol desejado,
porém, maior o custo do processo. A lipase 1(3)- especifica
deverd, entéo, substituir os 4cidos graxos das posigoes 1 €
3 do esqueleto do glicerol por 4cido oleico, gerando o tria-
cilglicerol desejado (Figura 4.3). Residuos de dcidos graxos
livres devem ser removidos por destilagdo e residuos de
triacilglicerdis muito ricos em 4cido palmitico devem ser
removidos por resfriamento e filtragio (winterizagdo),
0 que € possivel gragas ao seu maior ponto de fusdo em
relagdo aos triacilglicerdis enriquecidos em dcidos graxos
insaturados. Para maior rendimento, processos em duas
etapas j4 foram propostos: primeiro uma etapa de etandlise
promove a formagio de 2-palmitoil-glicerol a partir da
gordura de origem e esse monoacilglicerol reage, entéo,
com 4cido oleico livre ou oleato de etila para geragdo do
triacilglicerol desejado. A primeira marca desse tipo de
lipideo estruturado no mercado foi a Betapol®, do grupo
holandés Bunge/Loders Croklaan, porém atualmente
outras marcas com o mesmo tipo de ingrediente ji estio
disponiveis, como a INFALAC?®, da australiana GrainCorp.

Lipideos com baixo valor energético. Esse tipo de produto vem
sendo desenvolvido recentemente, como uma tentativa de
fornecer produtos de menor valor calérico, capazes de auxi-
liar na redugao da obesidade e de vérias disfun¢des associa-
das a esse tipo de problema (diabetes tipo I1, dislipidemias,

Lipase 1(3)-especifica

"
4. _.
Lipase1(3)-especiﬁu o

Figura 4.3 Representado da obtengao de triacilglicerdis desejados para substitutos da gordura do leite
humano. P = &cido palmitico; | = dcido graxo insaturado (dcidos oleico, araquidénico, DHA ou EPA).
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sindrome metabolica, entre outros). Algumas gy,

Naty
; ag
se encontram disponiveis no mercado,
................................. e R do dcidos graxos de cadeias média e lo
Lipideos sintéticos contendo » Triacilglicerdis cor'Iten rihiragialliienitares 4 n
acidos graxos de cadeia maior parte dos dleos e go ima de 1 e Ci
média ~ menos prontamente dos graxos de cadeia longa (acima de . carbonos), cug
armazenados - e dcidos g . ue tém a tendéncia a ser,

- bolismo é lento € q M pre
graxos essenciais podem ser metabo dos no tecido adiposo Acig.
obtidos por interesterificaio ferencialmente armazen‘} s hidrofl + Aicidgy
enzimatica entre o 6leo de soja axos de cadeia média sao mais hidrofilicos e pogey, Sep

ea gordura de coco, gr

rapidamente metabolizados pelf:o ﬁgagq, uma vez que ;.
dependem do transpo.rte por via lin a,tl.Cda. No €ntanty, ,
produgio de lipideos ricos apenas em dci 108 graxos de c,.
deia média gera produtos deﬁqentgs em dcidos gray i,
senciais, especialmente dcido lll‘lOle.lCO (18.:2’ 06) € outyy
acidos graxos poli-insaturados. Assim, os 11p1.deos' estruty.
rados enriquecidos em 4cidos graxos d('E cadeia média pyy,
redugio do teor calérico devem tam.be':m apresentar un,
quantidade de 4cidos graxos essenc1als.de caderfa longy,
Alguns produtos comerciais, obtidos por mter;stenﬁ?a;a.o,
ja estdo disponiveis no Japao (Healthy Resseta®, da Nisshin
Oillio) e em outros paises (Neobee® StephaF Co.,~ nos EUA)
Esses produtos sao obtidos pela interestenﬁcaqao. enzimg-
tica, usando lipase ndo especifica, de 6leo de soja (como
fonte de 4cidos graxos essenciais) com gordura de coco ou
palmitina de dendé (como fonte de 4cidos graxos de ca’dfela
média). Nesse caso, sdo formados triacilglicerdis de vrios
tipos (MLM, MML, LML e LLM). No entanto, acredita-se
que o triacilglicerol do tipo MLM seja o que promova os
melhores resultados, garantindo melhor absoFgao c,los. aci-
dos graxos essenciais. Atualmente nio estéo c?lspomvelslng
mercado produtos enriquecidos no triacilglicerol d(ci) t;}:n
MLM, possivelmente porque esse produto depen’da e .
processo em duas etapas, com enzimas 1(3)-esp.ec1ﬁca8;3te.
torna o produto final menos economicamente interess

> Triacilgliceréiscontendoécidosgraxosdecadeiasmuito,cqrta ou (rinulgi"
longa. Esses 4cidos graxos fornecem valor energetlco(i:”i1 e
do ou por serem de muito baixa massa moleculal‘fd o
e 4 carbonos), ou por serem muito pouco absorYl 0 i
intestino (acima de 22 carbonos). Triacilglice.ré'ls co !
do misturas desses acidos graxos formaréo lipideos

e
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(leos ricos em diacilglicerdis
podem ser obtidos por
psterificagdo direta ou

glicerdlise, utilizando lipases

1(3)-especificas.

as

Substituintes da manteiga de
cacau podem ser obtidos por
reagao mediada por lipases
entre 0 azeite de oliva e os
dcidos palmitico e estearico.
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valor calérico extremamente reduzido em relagéo a 6leos
e gorduras naturais. Atualmente, dois produtos comerciais
(Benefat®, da Cultor, e Caprenin®, da Procter&Gamble)
estdo disponiveis nos EUA, porém ambos sa0 obtidos por
catdlise quimica. Ndo sdo conhecidos produtos desse tipo
obtidos por via enzimatica, embora seja possivel encontrar
trabalhos cientificos relatando processos bem-sucedidos
com lipases comerciais (Kim; Akoh, 2015).

» Diacilglicerdis. De acordo com Lo et al. (2008), a produgdo
de 6leos ricos em diacilgliceréis (DAG) e 0 efeito benéfico de
seu consumo na redugio da deposigdo de gordura no tecido
adiposo e na reduco do peso corpéreo de uma forma geral
j sdo conhecidos por pesquisadores japoneses desde 1999.
Esse tipo de produto pode ser obtido por esterificagdo direta
entre dcidos graxos e glicerol, por uma lipase 1(3)-especifica,
ou por glicerdlise. Geralmente, uma ou mais etapas de pu-
rificagdo sdo necessarias para eliminagdo de acidos graxos,
glicerol e triacilgliceréis remanescentes, para obtengdo de
um produto final com alta concentragio de DAG. Embora
j& estejam disponiveis diversos processos patenteados, sio
conhecidos poucos produtos comerciais, pois os efeitos be-
néficos e possiveis efeitos negativos da ingestdo continuada
desse tipo de produto ainda ndo estao totalmente esclare-
cidos. A comercializacdo de 6leos contendo altos teores de
DAG ¢é mais comum no Japio, onde o produto Enova Oil®
(Kao Corporation) estd disponivel.

» Uso tecnoldgico

Manteiga de cacau. A manteiga de cacau é constituida princi-
palmente pelos seguintes triacilglicerdis: POP (15 a 20%),
POS (35 a 40%) e SOS (25 a 30%) (P = &cido palmitico; O =
4cido oleico; S = dcido estedrico), que juntos correspondem
a de 75 a 90% da composi¢ao da gordura. Essa composi-
¢do confere 2 manteiga de cacau uma faixa de fusio muito
estreita, isto é: toda a gordura se liquefaz a0 mesmo tempo
e em uma faixa de temperatura entre 25 e 35°C (préxima
i temperatura do corpo humano), propriedade muito rara
entre as gorduras naturais e que garante ao produto for-
mulado com essa manteiga a caracteristica de “derreter na
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boca”. No entanto, o fornecimento de manteiga de e
mercado internacional ¢ muito instéve] e g Precog W o
varidveis. Foi entdo desenvolvido um procegs, enz.multo
co para produgdo de substituintes da Mmanteigy e s
Nesse processo parte-se de um 6leo rico em triacﬂglicei:l.l'
que contenham 4cido oleico na posicéo 2 (azejte de o Iy
por exemplo) e promove-se a interesterificaciq desse g K
com os 4cidos palmitico e estedrico, através de uma i, %
1(3)-especifica. Desde a primeira patente desge Procesg

depositada pela Unilever em 1981, algumas alteraggeg Vén;
sendo propostas para melhorar a composicio fing] ¢ pon.
to de fusdo do produto obtido, assim como para aumeny,,
o rendimento e reduzir custos. As principais altery

3 Ativag
propostas estdo na alteragdo da matéria-prima e g

. 0 tipg
de enzima (fonte bioldgica; empresa produtora; forma de
imobiliza¢io e suporte).

Producdo de margarina
0 uso de nterestefcagio As gorduras para uso na mdust'na de alimentos precisap
enzimética entre um dleo apresentar ponto de fusdo especifico para suas diferentes
e uma gordura possibilita a aplicagbes. Esse comportamento pode ser traduzido pela

obtencao de margarinas livres

g i proporgao da gordura que estar4 s6lida a uma dada tempera-

tura. Para produtos de panificagdo, por exemplo, é desejavel
que a gordura usada tenha entre 38 e 45% de sélidos (sofid
Jat content - SFC) a 15°C. Essa faixa geralmente nio é alcan-
¢ada por 6leos e gorduras naturais. O 6leo de girassol, por
exemplo, tem 0% de SFC a 15°C, 0 6leo de palma tem 23,8%,
enquanto o SFC da manteiga de cacau é superior a 50% ¢
0 da gordura de cupuagu ¢ superior a 70%, nessa mesma
temperatura. Tradicionalmente, a tecnologia mais utilizada
para aumentar o teor de dcidos graxos saturados e atingir0
SFC desejado a partir de um 6leo natural era a hidrogena-
¢d0. Nesse processo, parte das insaturacdes presentes 105
cidos graxos do 6leo é hidrogenada, gerando um produto
com as caracteristicas desejadas. No caso de mmg‘*‘ﬁ{1as
para consumo doméstico, deseja-se uma gordura Séh‘}a
em temperatura ambiente, porém com grau de insatura®’
suficiente para conferir cremosidade e boa espalhabilidade
em temperatura de refrigeragio. Entretanto, nesse proces®

R
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530 agentes tensoativos com
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propriedades conservantes em
alimentos e farmacos.
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sdo formados 4cidos graxos trans-insaturados, que foram
associados, na década de 2000, ao aumento do risco de
doencas coronarianas, em virtude do efeito da ingestao
continuada nos niveis séricos de colesterol: aumentando a
LDL (lipoproteina de baixa densidade) e reduzindo a HDL
(lipoproteina de alta densidade). Além disso, residuos dos
catalisadores sdo inevitaveis no produto final, e esses metais
também podem provocar danos  satide do consumidor.
Metodologia alternativa é a produgio de margarina por in-
teresterificacio entre um 6leo e uma gordura usando lipases
como catalisadores. Assim, com a mistura de dcidos graxos
saturados e insaturados nos triacilglicerdis resultantes, po-
de-se obter um produto com a textura desejada, sem 0 uso
da hidrogenagio. Um dos processos mais aplicados é a inte-
resterificacio entre a fragio liquida e a sélida de gordura de
dendé (palma). Um produto comercial disponivel nos EUA,
o NovaLipid® da ADM, é obtido da interesterificago de 6leo
de soja natural com 6leo de soja totalmente hidrogenado e,
portanto, livre de 4cidos graxos trans-insaturados.

Producdo de outros ingredientes

» Surfactantes nao idnicos

Surfactantes sdo substancias capazes de promover a
mistura de componentes imisciveis (como 6leo e 4gua)
através da reducio da tensdo superficial e formagio de
micelas. Para que possam atuar como tensoativos, os
emulsificantes devem ter uma parte de sua molécula com
caracteristicas polares (fragdo que fica em contato com
a 4gua) e uma parte apolar (que fica em contato com a

gordura ou com o ar).

Surfactantes ndo iénicos como mono- e diacilgliceréis e
ésteres de acticar encontram extensa aplicacdo na industria
de alimentos, cosméticos e formacos, ndo apenas por sua
eficiéncia como agentes tensoativos mas também por seu
caréter at6xico e por sua agdo como agentes conservantes.
Sua produgéo por via quimica ndo € muito satisfatdria, pois
a presenga de catalisadores alcalinos e a alta temperatura
de reacio provocam a formagio de produtos secunddrios
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indesejados. Além do custoso procesg, .
producio desses surfactantes por via Quimic
baixo rendimento (entre 30 e 60%).

Mono- e diacliglicerdis (Figura 4.4). A Produgio po, Viaey,
tica de mono- e diacilglicerdis pode ser alCanga & dezm‘
rentes formas: dify.

* Porhidrélise parcial de triacilglicergjs Usando,gq .
1(3)-especificas - nesse caso, a maior dificulg, de COIP;:fes
em se evitar a hidrélise total, com |ip I5te
graxos e glicerol

€racio ge b dog
» Por esterificagdo do glicerol com 4cidog 8TaxX0$ liyye, "
etilados U

* Por glicerolise: reacio entre triacilglicero] glicero]

Nos dois tltimos casos sao duas as dificuldades 5 Seren
contornadas: a eficiente homogeneizacio dog Substratog ¢
a remogdo de d4gua do meio reacional. Virios Processosjg
foram propostos nesse sentido, alguns alcancandg rend.
mentos de até 90% em monoacilgliceréi

1S.
Esteres de agiicar (Figura 4.5). Comp

sacarideo esterificado em 1, 2 oy 3 hidroxilas com acidos
graxos. Obtidos por sintese entre agiicares e 4cidos graxos,
Lisolecitina (Figura 4.6). Produto obtido pela hidrélise da leg.
tina (remogio de um dos dois 4cidos graxos da moléculy)
através do uso de fosfolipases (lipases especificas para fos-
folipideos). A lisoleciting Possui maior fragio polar quea
lecitina, o que lhe proporciona maior capacidade emulsif
cante e maiores possibilidades de aplicagio em alimentos
€ cosméticos. Adicionalmen

te, a lisolecitina ¢ mais estével
em altas temperaturas, em condigdes 4cidas e na presenca

de sais. Mais recentemente alguns estudos vém propondo

0St0s por um mopg ou dis-

0
I

H’?—O- G\/\/\/\/\/
HO-CH
|

H,C—OH

Figura 4.4 Estrutura de monolaurina,



podem ser modificados por
lipases para se tomarem mais
lipofilicos e se dispersarem em
matrizes lipidicas.
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HO/CH,0H—-C — N\ NN NN
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Figura 4.5 Ester de sacarose e acidos butirico, caprilico e lurico.

o enriquecimento de lecitina ou de lisolecitina com 4cidos
graxos poli-insaturados. Esses lipideos teriam maior bioa-
cessibilidade que triacilgliceréis, o que favoreceria a absor-
¢ao dos dcidos graxos funcionais adicionados.

> Modificacao de bioativos

Recentemente muita aten¢io vem sendo dada a descober-
ta de compostos antioxidantes naturais. Entre as principais
substincias com essa capacidade estio diversos compos-
tos fenélicos, particularmente os flavonoides. Embora
apresentem grande capacidade para prevenir ou retardar
a peroxidagio de lipideos, por sua capacidade de receber
ou doar elétrons, formando radicais de baixa energia, que
ndo propagam a reagio radicalar, os compostos fenélicos
apresentam pouca aplicagdo na conservacao de produtos
alimenticios, uma vez que sua caracteristica altamente
hidrofilica reduz sua dispersdo em produtos com alto teor
lipidico, justamente os mais sujeitos a peroxidagao. Uma
alternativa que vem sendo testada recentemente ¢ a mo-
dificagio de compostos fendlicos, por esterificagdo com
4cidos graxos, por meio da atividade de enzimas lipoliticas,
para tornar esses Compostos mais lipofilicos e aumentar sua

utilizagdo em alimentos gordurosos.

Um outro grupo de alcodis, que pode ser modificado
via esterificado por lipases, é o dos ester6is. O consumo
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Fosfolipase
A2

l
HC—0—P—0—CH—CHN—(cH,
I
OH

Piesiing] O
Il
H,Cl-O-C—\/\/\/ 0
Il
HO—CH 0 OH * -
H,C —0—P—0 —CH—CH;—N — (CH),
I
OH

Figura 4.6 Lecitina e lisolecitina.

de fitoesterdis, como sitosterol, estigmasterol e campesterg|
(Figura 4.7) da soja, vem sendo associado 4 reducio dog
Aesterificagio enzimtica de niveis séricos de colesterol ?m ratos .e humanos. No entap-
fitoesterdis com acidos graxos to, a absorgdo desses esterdis vegetais no intestino é muito
aumenta a absorcao intestinal baixa, bem menor do que a do colesterol. Para aumentar 3
desses compostos bioativos. . . .
absorgio, os esterdis devem estar na sua forma esterificada
com 4cidos graxos, o que pode ser alcangado por reacio
com lipases ou com a colesterol-esterase.

Degomagem enzimatica

A degomagem ¢ uma etapa do refino de dleos na qual

sdo removidos os fosfolipideos presentes no 6leo bruto.

Fosfolipideos podem ser divididos em gomas hidrataveis e

ndo hidrataveis. No primeiro grupo encontram-se a fosfati

dil-colina ou lecitina e o fosfatidil-inositol. S0 considerados

" degomagem eumaetapa - nio hidratéveis a fosfatidil-etanolamina e o 4cido fosfatidico.
dorefnodeesraqulsio  Dependendo da composicio da fragio de fosfolipideos do
removidos os fosfolipideos 6leo a ser refinado, a degomagem pode consistir em apenas
presentes no eo bruto. uma etapa de lavagem com 4gua, que pode acompanhar &
neutralizaio (etapa de remogio dos 4cidos graxos livres)

E 0 que acontece, por exemplo, com o dleo de soja, partic

larmente rico em lecitina. Outros 6leos ndo sio tio faceis de

R
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Figura 4.7 Estrutura do campesterol. No destaque, a hidroxila que sofre esterificagao com dcidos graxs.

degomar. O 6leo de colza ou de canola é mais rico em 4cido
fosfatidico, de baixa hidratagio e dificil remogdo durante a
degomagem. Nesse caso, é recomendada a degomagem enzi-
mitica. O processo utiliza fosfolipases A1 ou A2, capazes de
remover 4cidos graxos do esqueleto de glicerol e aumentar a
hidrofilicidade do fosfolipideo a ser removido (Figura 4.8).
Fosfolipases A1 (como a Lecitase® - Novozymes) sdo mais
facilmente encontradas comercialmente. A eficiéncia desse
processo depende de um tratamento acido prévio (por adigio
de pequenas quantidades de 4cido citrico) para quelar metais
que promovem a agregac¢do dos fosfolipideos, reduzindo a
area superficial e, consequentemente, a taxa de hidrélise.

Produgdo de aromas

» Sintese de ésteres

Uma fragdo significativa dos aromas de alimentos é
constituida por ésteres voldteis (de baixa massa molecular)
que podem ser sintetizados a partir de um 4lcool (alifdtico
ou terpénico) e um 4cido, com uso de lipases. Sdo duas as
principais vantagens do uso dessa metodologia:

+ Produtos obtidos por sintese enzimatica sdo conside-
rados “naturais’, o que evita que formulagdes contendo
esses aromas sejam rotuladas como “aromatizadas arti-
ficialmente”, caracteristica que vem sendo cada vez mais
notada pelos consumidores

« Em muitos casos, apenas um isémero apresenta o aro-
ma desejado. Através de sintese enzimdtica é possivel
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Fosfolipase A,
Fosfolipase A, l ﬁ
CH,— O0—C—R,
|
R,—C—0O0— CH ﬁ
I
g CH,—O— T —0—X
(o
Fosfolipase C Fosfolipase D
X = H*, colina, etanolamina, serina, inositol etc.
Figura 4.8 Regido de atividade das diferentes fosfolipases sob.re os fosfolipideos. Quand, X<
obtém-se o cido fosfatidico. A auséncia de grupamento polar ligado ao fosfato reduz 3 hidratagl;
desse tipo de fosfolipideo.

produzir apenas esse isbmero, aumentando o pode;
aromatizante do produto e reduzindo sua dosagem ¢
seu custo. Outra possibilidade € o uso de lipases para
remover, de misturas racémicas, os isdmeros indeseja-
dos, deixando apenas aqueles com aroma caracteristico
(usado na purificagdo de mentol).

Os seguintes ésteres ja foram sintetizados pela agio de
lipases comerciais: valerato de etila, acetato de hexila e
caproato de etila que apresentam aroma frutado e sio uti-
lizados em aromas tipo “tutti-frutti”, acetato de butila com
aroma de abacaxi, butirato de etila com aroma de morango
e acetato de isoamila, com aroma de banana (Figura 4.9).
Além desses, ésteres de geraniol, farnesol e citronelol com
4cidos butirico, propiénico e valérico j4 foram produzidos
e apresentam aromas frutados, de rosas e lavanda.

» Gordura de leite lipolisada

Esse produto ¢ utilizado como flavorizante em aromas
de manteiga para margarinas e pipocas; aroma de quelj
e em produtos de panificagdo. E produzido a partir de
o o
HaC—CHz_CHz_g'—O—CHZ—CHz Hsc—g—O—CHz—CHz—'CfH"CHs
CH,

Figura 4.9 Estruturas do butirato de etila e do acetato de isoamila.

,‘A
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A gordur !
é :tilizada como flavorizante

om aromas de mar!teiga
para margarinas Rlpocas,
em aromas de queijo eem
produtos de panificacao.

Maturagao de queijos:
lipases liberam dcidos
graxos Fesponsaveis pela
formagao do aroma e do
sabor caracteristicos de certos
queijos finos.
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leite concentrado ou de manteiga clarificada (butter oil) na
presenga de emulsificantes, que aumentam a drea superfi-
cial otimizando a taxa de hidrélise. Lipases pancreaticas €
fingicas (Aspergillus niger e Penicillium roquefortii) podem
ser aplicadas para essa finalidade, e a reagdo ¢ terminada
quando se atinge o aroma desejado ou uma dada acidez,
previamente estabelecida. O produto costuma ser pasteu-
rizado e seco em spray dryer para comercializagdo. Lipases
pré-gdstricas e bacterianas ja foram aplicadas para obtengdo
desse produto, porém tendem a liberar altos teores de dci-
dos graxos de cadeia curta (4cido butirico), gerando aroma
indesejado no produto.

> Maturagdo acelerada de queijos

E considerada uma das mais antigas aplicagoes de lipases
exdgenas em alimentos e se baseia no uso de lipases animais
(lipase pré-géstrica de cabrito: queijo parmesdo) ou lipases
microbianas (em geral fiingicas: Penicillium roquefortii,
P. camembertii), de inéculo microbiano (a presenga do
microrganismo, além de produzir as enzimas necessarias,
ainda garante a aparéncia tipica do produto) e, em alguns
casos, em conjunto com proteases. As lipases liberam 4cidos
graxos que ddo o sabor e o aroma especifico dos diferentes
queijos. O uso de enzimas isoladas, em conjunto com o
inéculo microbiano ou néo, reduz o tempo de maturagdo
de diversos queijos, de varios meses para apenas algumas
semanas. Isso reduz muito o custo de produgio, sem pre-
juizo das caracteristicas e da qualidade final do produto.

O produto, denominado de “queijo modificado por en-
zimas” (do inglés enzyme modified cheese - EMC), é obtido
pelas seguintes etapas: suspensdo da matéria-prima em
agua (cerca de 65% de sélidos) — adi¢ao de emulsificantes
e mistura (45% de s6lidos) — pasteurizagdo (72°C/30 min
- resfriar até a temperatura de reagdo) — adigdo de li-
pases e proteases (40 a 55°C/8 a 36 h) — pasteurizagio
(72°C/30 min) — secagem em spray dryer ou apenas envase.

Em geral, a matéria-prima é formada por codgulo de
caseina, aparas de queijo ou queijos nao maturados. Os
emulsificantes mais usados sdo mono- e diacliglicerdis,
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Em virtude de sua
enantiosseletividade, lipases
sao aplicadas na obtencao de
compostos opticamente puros
para uso como farmacos e em

quimica fina.

geralmente sdo adicionados também estapj;
fosfatos ou 4cido citrico e antioxidantes, em, ger 5
Apesar da grande aplicagio industrial desse tipo de Gis,
to, existem muito poucas misturas de enzimag confmfl“‘
especificas para esse tipo de aplicagio. O Prody; :ruais
antigo, da Danisco, tem 0 nome comercial de Accelag ‘;lais
composto principalmente de enzimas de bactérjag léci' Y
um homogenato de células contendo enzimas 1Ca;

. s . ntracelulare.
com atividade de protease, esterase e lipase, Ou S

produtos estao disponiveis no mercado: Rulactine;reol:li? "
rage®, o primeiro contendo proteases de Micrococcys >
o segundo, lipases de Aspergillus sp. Os produtores podi;,lf
ainda, fazer suas proprias misturas de enzimas disponivei;
no mercado. A pasteurizagao final tem por objetivo inativay
as enzimas e garantir a vida de comercializagio do produt
que pode ser comercializado seco ou imido, dependend, d;
aplicagao desejada. Produtos obtidos com essa tecnologia,
com aroma caracteristico de queijo cheddar, parmesiq e

gouda, podem ser encontrados no mercado.

Zanteg Con,
al: t0c0fer

Outras aplicagoes

» Producao de compostos opticamente ativos e
resolucao de racematos

Nos seres vivos, a atividade bioldgica de um medicamen-
to ou principio ativo é geralmente dependente da estereo-
quimica do composto em questdo. Assim, enquanto um
enantidmero apresenta um efeito benéfico, o outro pode ser
téxico ou inécuo. Alguns exemplos dos diferentes efeitos das

formas enantioméricas de foirmacos em humanos podem

ser observados na Tabela 4.4.

Em 1992, a Food and Drug Administration (FDA)adoto
um programa no qual principios ativos em misturas raCéml;
cas enfrentariam processos muito mais longos e comP lex<:e
de aprovagio para venda nos EUA do que 0s OPﬁcafnel-las
puros. A partir desse ano, a grande maioria das indusmara
farmacéuticas tem procurado metodologias eﬁdenteslp 30
producio de compostos opticamente puros € para e u:;s
de racematos. Em razio de sua enantiosseletividad® lip

-

1
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Tabela 4.4 Efeito das formas enantioméricas das substancias.

b lohdeloade 4

Carnitina Tratamento de doencas Toxic
cardiacas musculares
lbuprofeno Inativo Anti-inflamatério
Peniclamina  Téxico Antiartritico
Talidomida Sedativo Provoca morte e deformagdo fetal

tém sido empregadas em vérios processos desse tipo por meio
de hidrélise em meio aquoso ou de sintese em meio organico.

Diversos trabalhos cientificos e patentes se utilizam da
estereosseletividade de lipases e esterases para selecionar
enantidbmeros via hidrélise ou via sintese, de acordo com os
esquemas ilustrados na Figura 4.10. Um exemplo é a resolu-
¢30 de misturas racémicas de R,S-arilatos de metila (como o
metil-éster de naproxeno), para sintese de anti-inflamatérios
nao esteroides, por lipase de Rhizomucor miehei.

Outra aplicacdo de lipases em quimica fina est4 na pro-
dugdo de compostos quirais puros para utilizagdio como
intermedidrios em sinteses quimicas e como padrées para
andlises cromatogréficas.

» Formulagao de detergentes

A industria de detergentes é o destino da maior parte das
lipases produzidas comercialmente. Isso se d4 pois a utiliza-
¢do de formulagdes contendo lipases, amilases e proteases
reduz expressivamente o tempo e a temperatura de lavagem,
resultando em um processo mais eficiente com menor gasto
de energia. Entretanto, para esse determinado fim as lipa-
ses devem apresentar caracteristicas especificas tais como:
atividade a temperaturas em torno de 60°C e valores de pH
alcalinos, resisténcia a surfactantes e a protedlise.

» Tratamento de efluentes

Lipases sao utilizadas em lodo ativado e em outros proces-
sosaerobicos de tratamento de efluentes de diversas industrias
(alimentos, couro, abatedouros etc.) na remogio da camada
lipidica que flota, dificultando a aeragdo dos tanques.
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Resolugéo de misturas racémicas
por hidrélise enantioespecifica

Resolugéo de acidos quirais

(o] //O
V4 Lipase - 7
e P —_—) R—O—C_R + HO—C— *
R,—0—C R H,0 1 R*+ R1\0H
L-enantidmero D-enantiémerg
Resolugéo de alcodis quirais
2 ) //O 0
R—0—C™R, —E%» R'—O0—C—R, + R'—OH + Ho—
A 1
L-enantibmero D-enantibmero

Resolugdo de misturas racémicas
por esterificagdo enantioespecifica

Resolugdo de acidos quirais
(o} o (o)

/) Lipase Y Y
Ho—CLre+ R— OHP2°R —0— LR + Ho— g

L-enantibmero D-enantiémero

O (o)
/Y Lipase V4 /
R—O—C—R*+ R;—OH—» R,—O—C—R" + R—0—C—R"+ R — oK

L-enantibmero  D-enantidmero
Resolugdo de alcoéis quirais
o (o)
Yy Lipase /
R*—OH + HO—C—R,——» R*—0—C—R, + R*— OH

L-enantibmero  D-enantiémero

o
7 L /
R*—OH+RO—C—R,—222 5 o6& R + R—OH + R—OH

L-enantibmero  D-enantidmero
Figura 4.10 Resolucio de misturas racémicas utilizando lipases — por hidrélise e por sintese.

Outras aplica¢des industriais de lipases estdo relacio-
nadas na Tabela 4.5.

Métodos de deteccio da atividade

Pl g ) 5leos
A atividade de lipases pode ser determinada sobre Oleta
e gorduras naturais, na presenga ou na auséncia de eso
-1 T 3 S
bilizantes (como a goma ardbica), emulsificantes 0¥



0 método dldssico de
determinagao da atividade de
lipases se baseia na titulagao
dos acidos graxos liberados, na
presenca de um indicador.
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Tabela 4.5 Aplicagdes de lipases - miscelanea.

s Remogdo de gordura residual das peles ;

Ragoes Melhoria da palatabilidade

Medicina Auxiliar de digestao; andlises dlinicas

Cosméticos Auxiliar na penetragdo de produtos para permanentes

Papel e celulose Lise de material gorduroso da pasta de celulose
Remogao de tinta em papel reciclado

Tecidos Refino de seda

agitacdo vigorosa (1.000 rpm). Em muitos casos ¢ acon-
selhavel acrescentar ao meio reacional algumas pérolas
de vidro que auxiliam a homogeneizagdo e a reagdo deve
sempre ser conduzida sob agitagdo. A atividade da enzima
ird variar com o tipo de substrato usado e com as condigoes
de reagio (temperatura, pH, tempo e agitagdo, além do uso
de auxiliares de homogeneizagao).

Em alguns casos é util utilizar a medida de atividade de
esterase para estimar a atividade lipolitica. Nesses casos
sdo usados substratos sintéticos soluveis (triacetina, por
exemplo). Nas metodologias mencionadas anteriormente, a
atividade é detectada e quantificada pela titulagdo dos 4cidos
graxos liberados, por agdo da lipases, com NaOH ou KOH
alcbolico, na presenga de fenolftaleina ou de outro indicador
acido/base. H4 ainda a possibilidade de se utilizarem subs-
tratos sintéticos cromogénicos (p. ex., ésteres de p-nitrofenol
e 4cidos graxos) cuja hidrélise pode ser quantificada por
espectrofotometria de luz visivel.

Avaliar a atividade de cutinases ndo é muito simples.
Cutinases reais devem apresentar atividade sobre cutina,
um substrato natural pouco disponivel comercialmente.
Algumas alternativas ji foram sugeridas na literatura, es-
pecialmente para confirmar a ocorréncia de cutinases reais
e ndo lipases ou esterases. A atividade de cutinase pode ser
avaliada sobre cutina natural, que precisa ser extraida de
vegetais. Nesse caso, os dcidos graxos liberados devem ser
quantificados por cromatografia gasosa. Um método mais
simples, porém mais caro, é o uso de cutina modificada,
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identificada com marcador radioativo o lga(,la 20
te Remazol Brilliant Blue R (RBBR). Nesse ¢ "
a hidrélise pode ser acompanhada pcl;r esPeCtrOmetria .
590 nm, pela liberagio do corante, Sobre PET a

ativj

. de
pode ser medida pela fluorescéncia do 4cido tereft4); 0.

0
mondmero liberado, e sobre policaprolactopa: °b3€rva~se .
perda de absorbancia a 660 nm, pel.a destru1¢a9 do polipy.
ro. A atividade de cutinase pode ainda S(?r estunada'sobre
substratos sintéticos como ésteres de P-nitrofeng) ¢ dcidog
graxos de baixa massa molecular como: acet?to, b
valerato. Se a enzima em teste for capaz de hidro
substratos, além dos substrato

massa,

lisar €sseg

§ com d4cidog 8raxos de alty

possivelmente ser4 umga Cutinase,
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