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Resumo

Lipases pertencem ao grupo das hidrolases que catalisam a conversdo de triacilglicerois a acidos
graxos livres e glicerol. Possuem significante potencial biotecnoldgico como catalisadores em reagdes
de sintese organica em meio ndo aquoso utilizando processos simplificados com altos rendimentos. A
producdo de lipases tem sido realizada, usualmente, por processo fermentativo submerso; entretanto,
o processo em fase solida também tem se mostrado promissor, quando sdo utilizados residuos como
fontes de substrato que s@o nutrientes de baixo custo. As lipases microbianas podem ser utilizadas
como aditivos em alimentos para modificar e real¢ar as propriedades organolépticas, como também
em detergentes para hidrolisar gorduras, no tratamento de efluentes oleosos, ¢ ainda, nas industrias
farmacéuticas, de cosméticos, agroquimicas e oleoquimicas. Recentemente, as lipases tém sido
utilizadas em reacdes de transesterificagdo para converter 6leos em biodiesel. O objetivo deste trabalho
foi revisar a literatura publicada sobre a produg¢ao, propriedades e aplicagdes das lipases microbianas e
o seu papel biotecnologico na produgdo do biodiesel.

Palavras-chave: Enzimas. Enzimas microbianas. Aplicagdes de enzimas. Biodiesel.

Abstract

Lipases belong to the group of hydrolases that catalyze the hydrolysis of triacylglycerol lipids to free fatty
acids and glycerol. They have significant potential biotechnological applications in catalyzing organic
synthesis reactions in non-aqueous solvents using simplified procedures resulting in conversions of high
yields. Lipase production has conventionally been performed by submerged fermentation; however,
solid-state fermentation processes have been prominent when residues are used as substrates because
they serve as low-cost nutrient sources. Microbial lipases can be used as additives in foods to modify
and enhance organoleptic properties, as well as in detergents to hydrolyse fats in the treatment of oily
effluents, and also have value for pharmaceutical, cosmetic, agrochemical, and oil chemical industries.
More recently, they are used in transesterification reactions to convert plant seed oils into biodiesel.
The objective of this work was to review the published literature on the production, properties and
applications of microbial lipases, and its biotechnological role in producing biodiesel.
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Introducao

utilizam
de
biocatalisadores

Muitos
catalisadores

processos tecnoldgicos
biologicos nas
Estes

elevam consideravelmente a velocidade das

seqiiéncias
conversdao quimica.

reagdes, requerem condi¢des brandas, sao
compativeis com os substratos sintéticos e, em
alguns casos, catalisam reagdes de sintese e
degradacdo e podem apresentar seletividade
quanto ao tipo de reagdo (WARNER; CANNON;

DYE, 2004).

O uso de enzimas nas industrias possibilita o
desenvolvimento de processos tecnoldgicos tao
eficientes quanto aos realizados pela natureza
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006) e sem
causar riscos ambientais. Consequentemente, a
demanda mundial destas enzimas tem crescido
anualmente, %
comércio efetuado pelos Estados Unidos, Europa
e Japdo. Existe uma expectativa de crescimento
deste mercado, e espera-se para o ano de 2012,
gastos superiores a 2,7 bilhdes de dolares, com
previsdes futuras de aumento em torno de 4 %
(IYER; ANANTHANARAYAN, 2008).

Mais de 4000 enzimas
e aproximadamente 200
comercialmente, sendo a grande maioria de
origem microbiana. Pelo menos 75% de todas as

sendo mais de 90 do seu

sao conhecidas

sdo utilizadas

enzimas industrializadas sdao hidrolases e destas,
90%
através de processos fermentativos. Depois das
proteases e carboidrases, as lipases constituem
0 terceiro maior grupo em vendas no mundo
(JAEGER et al.,, 1997, SHARMA; CHISTI;
BANERIJEE, 2001).

As lipases (E.C.3.1.1.3) tém sido definidas
como

sdo produzidas por micro-organismos

carboxilesterases  que  hidrolisam
acilglicerdis de cadeia longa, ou seja, com cadeia
acila constituida por mais de 10 atomos de
carbono. Enzimas que apresentam a capacidade
de hidrolisar apenas acilglicer6is de cadeia

com menos de 10 carbonos sdo denominadas

genericamente como esterases (VERGER, 1997;
JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; GHALY
etal., 2010).

Os substratos naturais para lipases sdo oleos e
gorduras contendo triacilglicerois constituidos de
acidos graxos de cadeia longa, ou seja, ligagdes
ésteres triplices, enquanto esterases atuam sobre
um unico tipo de ligagdo éster, liberando acidos
graxos de baixo peso molecular (BIER, 1955;
BROCKMAN, 1984). Deve-se enfatizar que a
maioria das lipases pode hidrolisar os substratos
de esterases, enquanto o inverso ndo ¢ verdadeiro
(JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

Dependendo das condigdes, as lipases também
catalisamreagoesdesintese,comodeesterificagio,
transesterificagdo (interesterificacdo, alcdolise
e acidolise), aminodlise (sintese de amidas) e
lactonizagdo  (esterificagdo  intramolecular),
sendo que a atividade de agua (aw) do meio
reacional é um dos fatores determinantes para o
equilibrio da reacdo no sentido direto (hidrélise)
ou inverso (sintese) (MAHADIK et al., 2002;
JAEGER; EGGERT, 2002; SAXENA et al.,

2003; REIS et al., 2009).

De maneira geral, as lipases ndo requerem
cofatores, atuam em ampla faixa de pH, sdo
estaveis a altas temperaturas; possuem elevada
especificidade e propriedades de régio, quimio e
enantiosseletividade que fazem com que sejam
altamente aplicaveis em processos industriais
(VILLENEUVE et al., 2000; HASAN, SHAH,
HAMEED, 2006).

Fontes de obtencao de lipases

As principais fontes de obtengdo de lipases
para aplicacdo industrial tém sido os micro-
organismos, embora estas sejam produzidas
também por eucariotos superiores (plantas e
animais). Tanto micro-organismos eucariotos
(leveduras e fungos) como procariotos (bactérias,
incluindo-se os actinomicetos), sdo produtores de
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lipases e suas propriedades variam de acordo com
a procedéncia (SHARMA; CHISTI; BANERIJEE,
2001; SAXENA et al., 2003).

Claude Bernard (1856) isolou pela primeira
vez a lipase de suco pancreatico e verificou que
esta enzima solubilizava gotas de o6leo. Anos
mais tarde, o interesse pelas lipases microbianas
aumentou devido a estabilidade e facilidade
de obtengdo em comparagdo com as de origem
animal (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Nos
micro-organismos, as lipases podem apresentar
atividade  fosfolipidica, sendo  utilizadas
como mecanismo de defesa, visto que quando
secretadas, proporcionam competicdo com a
microflora; facilitam a digestdo dos lipideos e
os acidos graxos livres liberados auxiliam na
ades@o tecidual célula-célula e célula-hospedeiro
(STEHR et al., 2003). A Tabela 1 exemplifica
micro-organismos  descritos

varios como

produtores de lipases.

Producio de lipases microbianas

A produgdo de lipases tem sido desenvolvida
principalmente por fermentacdo submersa (FSM)
devido aos aspectos de engenharia dominados e
desenvolvidos; esta associada ao crescimento
microbiano e consequentemente, as variagdes da
composicdo e condi¢gdes do cultivo (SHARMA;
CHISTI; BANERJEE, 2001). Estas enzimas
também podem ser produzidas por fermentacdo
em estado solido (FES), no qual sdo utilizados
substratos insoliveis com baixas porcentagens
de agua em sua composicdo. Tais substratos
atuam como fonte de nutrientes e como suporte
fisiologico (PANDEY, 2003).

Existem vantagens e desvantagens da FES
quando comparada com a FSM, quanto a
producdo de enzimas. Na FES os substratos

geralmente apresentam baixo custo, dado ao
reaproveitamento de residuos agroindustriais,
de
proporcionam baixo risco de contaminagdo
no processo fermentativo. As desvantagens da
FES estdo na nao homogeneidade do meio de
cultivo e na limitacdo de transferéncia de massa,
além da dificuldade de monitorar e controlar os
parametros operacionais. Dentre as vantagens
da FSM, esta a homogeneidade do sistema que
possibilita transferéncia de calor mais eficiente
e a facilidade de controlar pardmetros como pH,
temperatura e oxigenagao. Entretanto, a principal
desvantagem esta no custo elevado do processo,
que pode inviabilizar a produg¢do em escala
industrial (BIANCHI; MORAES; CAPALBO,
2001; SINGHANIA et al., 2009).

que possuem baixo teor umidade e

A producdo de lipase via FES tem sido relatada
principalmente por fungos filamentosos e pouco
por bactérias e leveduras; utilizando residuos da
agroindustria.

Torta de semente de Jatropha curcas (pinhdo
manso) foi utilizada como

produgdo de lipases e proteases pela bactéria

substrato para

Pseudomonas aeruginosa por FES. A maxima
producao de lipase foi 1084 U/grama de substrato
seco (U/g ss) com 50% de umidade do substrato,
120h de cultivo, pH 7,0, com o meio enriquecido
com maltose ¢ NaNO, (MAHANTA; GUPTA;
KHARE, 2008). A bactéria Burkholderia cepacia
também produziu lipase via FES, e a atividade
de 108 U/g ss foi obtida em 72h de cultivo,
sendo o meio de fermentagdo constituido por
farelo de trigo, enriquecido com 5% de 6leo de
milho. O fermentado so6lido obtido foi liofilizado
e utilizado como catalisador em reacdes de
esterificagdo e transesterificagdo com resultados
positivos (FERNANDES et al., 2007).
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Tabela 1. Micro-organismos produtores de lipases relatados na literatura (1965 - 2011).

Fonte Micro-organismos Referéncias
Arqueobactérias Natronococcus sp. BOUTAIBA et al., 2006
Bactérias Bacillus stearothermophilus MC 7 KAMBOUROVA et al., 2003

(Gram-positivas)

Bactérias
(Gram-negativas)

Actinomicetos

Fungos
leveduriformes

Fungos

filamentosos

B. megaterium
Burkholderia glumae

B. cepacia

Ralstonia sp.
Staphylococcus aureus

S. epidermidis

S. xylosus
Chromobacterium viscosum
Photobacterium lipolyticum
Pseudomonas aeruginosa
P. mendocina

P. fluorescens HU380
Serratia marcescens

Streptomyces cinnamomeus Ti89

S. coelicolor A3(2)
Candida rugosa
C. cylindracea

Torulopsis ernobii
Issatchenkia orientalis

Yarrowia lipolytica
Antrodia cinnamomea
Alternaria sp.
Aspergillus carneus
A. terreus

A. niger

A. oryzae

Beauveria bassiana

Botryosphaeria rhodina

B. ribis

Botrytis cinerea
Cunninghamella verticillata
Geotrichum sp.

Fusarium globulosum

LIMA et al., 2004
KHATTABI et al., 2003
FERNANDES et al., 2007
YOO etal., 2011

SHAH; WILSON, 1965
SIMONS et al., 1998
MOSBAH et al., 2007
JAEGER; REETZ, 1998
YANG; SOHN; KIM, 2009
JAEGER et al., 1997
JAEGER; REETZ, 1998
KOJIMA; SHIMIZU, 2003
JAEGER et al., 1997

SOMMER; BORMANN;
GOTZ, 1997

COTE; SHARECK, 2008
DALMAU et al., 2000
BROZZOLI et al., 2009

YOSHIDA; MOTAL
ICHISHIMA, 1968

COSTAS; DEIVE; LONGO,
2004

DOMINGUEZ et al., 2003
LIN; WANG; SUNG, 2006
TOM; CRISAN, 1975
SAXENA et al., 2003
GULATI et al., 1999
EDWINOLIVER et al., 2010
TOIDA et al., 2000

HEGEDUS;
KHACHATOURIANS, 1988

MESSIAS et al., 2009
MESSIAS et al., 2009
COMMENIL et al., 1999
GOPINATH et al., 2002
BURKET et al., 2004
GULATI et al., 2005
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Continuagado Tabela 1

F. oxysporum

Mucor circinelloides

Penicillium aurantiogriseum

P citrinum
P, restrictum
P. simplicissimum

P, verrucosum

Rhizomucor miehei

Rhizopus arrhizus
R. chinensis

R. delemar

R. homothallicus
R. oryzae

Thermomyces lanuginosa

Trichoderma viride

PRAZERES; CRUZ; PASTORE, 2006
SZCZESNA-ANTCZAK et al., 2006
LIMA et al., 2003

MIRANDA et al., 1999
CAMMAROTA; FREIRE, 2006
GUTARRA et al., 2007

KEMPKA et al. 2008

JAEGER; REETZ, 1998

LI; WANG; TAN, 2006

SUN; XU, 2009

ACIKEL, ERSAN, ACIKEL, 2010
DIAZ et al., 2006

ESSAMRI; DEYRIS; COMEAU, 1998
FERNANDES et al., 2004
KASHMIRI; ADNAN; BUTT, 2006

Domingues ¢ colaboradores (2003) avaliaram
o potencial de residuos agroindustriais (farelo de
cevada e castanha triturada) como substratos para a
producdo de lipase por FES, utilizando-se a levedura
Yarrowia lipolytica e obtiveram melhores resultados
com estes residuos do que com o suporte inerte de
esponja de nailon. A produgdo de lipases por vinte ¢
nove leveduras isoladas do filoplano de Hibiscus rosa-
sinensis foi avaliada por Bussamara e colaboradores
(2010). As cepas que apresentaram maior producao
de lipases foram Pseudozyma hubeiensis HB85SA,
Debaryomyces occidentalis HB83 e Cryptococcus sp.
HBS80 quando na presenca de Tween-20.

Em relagdo aos fungos filamentosos, Kamini; Mala;
Puvunakrishnan (1998) avaliaram a producao de lipase
por Aspergillus niger utilizando torta de gergelim como
substrato e obtiveram 363,6 U/g ss em 72h de cultivo.
Em outro trabalho, este mesmo fungo foi cultivado em
farelo de trigo contendo 1% de 6leo de oliva e o pico
de producao de lipase acida por A. niger foi 630 U/g
ss (MAHADIK et al., 2002). A mistura de substratos
para a produgdo de lipases por A. niger MTCC 2594,
foi avaliada utilizando-se torta de gergelim e também
o farelo de trigo. A maxima produgdo 384,3 + 4,5 U/g

ss foi obtida com a propor¢ao de 3:1 (m/m) constituida
por torta de gergelim e farelo de trigo (MALA et al.,
2007).

Torta de babagu foi avaliada como substrato para
a producdo de lipase por uma linhagem brasileira de
Penicillium restrictum. Os maiores titulos de atividade
de lipase, 27,8 ou 30,3U/g ss, foram obtidos quando o
meio foi enriquecido com peptona 1% (m/m) ou o6leo
de oliva 2% (v/m), respectivamente (GOMBERT et al.,
1999). Di Luccio e colaboradores (2004) estudaram a
producdo de lipases por P. simplicissimum utilizando
torta de soja; o efeito da temperatura, umidade e de
fontes de carbono suplementares foram avaliados e a
maxima atividade de lipase foi 21 U/g ss.

A producdo de lipase por Rhizopus oligosporous
foi investigada em diferentes tortas (améndoa, coco,
mostarda e soja), além de palha de arroz e farelo de
trigo. A maior atividade foi 48 U/g ss quando se utilizou
a torta de améndoa (UL-HAQ, IDRESS; RAJOKA,
2002). Uma cepa de R. homothallicus produziu lipase
em bagago de cana umedecido com meio liquido. A
producdo foi aumentada através da modificacdo dos
nutrientes do meio de cultivo; os nutrientes que mais
influenciaram o crescimento fingico e producdo da
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enzima foram uréia, 6leo de oliva e micro-clementos
(MnCl,, CoSO,, CuSO,, ZnSO, e EDTA). A maxima
atividade (826 U/g ss) foi obtida em somente 12h de
incubacao (RODRIGUEZ et al.; 2006). Esta mesma
espécie fungica produziu lipase mais termoestavel via
FES, utilizando-se bagaco de cana umedecido com
solugdo nutriente contendo 6leo de oliva, do que por
FSM contendo milhocina e peptona no meio de sais
(DIAZ et al., 2000).

Sun; Xu (2008) investigaram a producao de lipase
de R. chinensis via FES utilizando farinha e farelo de
trigo (3:2 m/m). A maxima atividade (24,5 U/kg ss),
apos 72h de cultivo, foi obtida com umidade inicial de
70%, pH inicial de 6,5, peptona (2% m/m) e o6leo de
oliva (2% v/m) como indutor. Os autores compararam
as lipases extraidas da membrana celular deste mesmo
micro-organismo cultivado via FES e também FSM,;
a lipase de cada um dos processos fermentativos
foi purificada e ambas apresentaram atividade
maxima a 40 °C e pH 8,0. As lipases apresentaram
diferenga na massa molecular aparente (62 ¢ 40 kDa,
respectivamente), sendo que a enzima obtida via FES
foi mais termoestavel e mais tolerante ao pH (SUN;
XU, 2009).

A producdo de lipase por Rhizomucor pusillus
e Rhizopus rhizopodiformis via FES foi avaliada
utilizando-se como substratos torta de azeitona e
bagago de cana-de-aglicar. As maiores atividades 79,6
Ul/g ss e 20,24 U/g ss, respectivamente, foram obtidas
com uma mistura de 50% de ambos os substratos
(CORDOVA et al., 1998).

O fungo Penicillium sp. foi cultivado tanto via FES
quanto FSM utilizando-se farelo de soja e azeite de
oliva, respectivamente, como substratos. As atividades
de lipase foram 15,2 U/ml para a primeira e 11,3 U/
ml, para a segunda. Entretanto, os valores de pH e
temperatura O6timos para ambos os extratos brutos
variaram, sendo 5,5 ¢ 47 °C para a obtida por FES ¢ 7,0
e 37 °C para a obtida por FSM. A atividade de lipase
obtida via FES apresentou maior estabilidade em
comparagdo com a obtida por FSM (WOLSKI et al.,
2009). A Tabela 2 apresenta alguns fungos produtores

de lipases e compara as condi¢oes e composicao dos
meios de cultivo.

A andlise econdmica da produgao de lipase por P
restrictum via FES e FSM foi descrita por Castilho e
colaboradores (2000), que enfatizaram a FES como um
processo mais atrativo do ponto de vista economico,
apresentando um custo de investimento 78 % menor
do que a FSM.

Determinacao da atividade lipase

A atividade de lipase tem sido determinada
através da quantificacdo dos acidos graxos liberados
durante a hidrolise mediada pela enzima. Estes
produtos podem ser determinados por métodos
fisico-quimicos avaliando-se o desaparecimento
do substrato ou a formacao dos produtos da reagao.
Dentre os métodos que avaliam o desaparecimento
do substrato podem ser citados a nefelometria e
turbidimetria, tensiometria interfacial, microscopia
de forca atdmica e espectroscopia de infravermelho.
Os principais métodos que avaliam o aparecimento
dos produtos da reacdo de hidrolise compreendem
ensaios indiretos da liberagdo de protons (indicadores
coloridos e titulometria), analise de acidos graxos
liberados a partir de ésteres carboxilicos derivados
do glicerol (ensaios colorimétricos, fluorimétricos,
cromatograficos, enzimaticos, microscopia eletronica
por deteccdo in situ) e andlise de acidos graxos
liberados a partir de ésteres carboxilicos sintéticos
(ensaios radioativos, colorimétricos, fluorimétricos)
e métodos imunolodgicos, entre outros (BEISSON
et al., 2000; GUPTA et al., 2003; HASAN, SHAH,
HAMEED, 2009).

Um método util para a selegao de micro-organismos
lipoliticos € o zimograma, que consiste na deteccao
qualitativa da atividade de lipase secretada em meio
solido contendo agar, meio de cultivo e substrato
(tributirina, trioleina, 6leo de oliva, Tween-80), no qual
se pode observar a formagao de halos claros ao redor
das colonias, que correspondem as zonas do substrato
hidrolisado. Quando utilizado Rodamina B como
substrato, ¢ possivel observar a formagao de halos
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fluorescentes sob luz UV (KOUKER; JAEGER, 1987,
SHARMA; CHISTIL; BANERIJEE, 2001; BECKER et
al., 2005).

Dentre os varios métodos disponiveis para
acompanhar a atividade de lipase presente no meio
fermentativo, os mais utilizados sdo os colorimétricos
que utilizam substratos sintéticos como ésteres de
acidos graxos de p-nitrofenila (acetato, butirato,
caproato, caprato, palmitato e esterato) e o titulométrico
(pH STAT) que usa a trioleina como substrato padrao.
O dleo de oliva ¢ uma alternativa de baixo custo para
ser utilizado como substrato e contém em média 70 %
de trioleina (GUPTA et al., 2003; LIMA et al., 2004;
MESSIAS et al., 2009).

Caracteristicas cinéticas e fisico-quimicas das
lipases microbianas

O fendmeno mais conhecido originado de estudos
cinéticos de reacOes catalisadas pela lipase ¢ a “ativacao
interfacial”, a qual ¢ responsavel pelo aumento
da atividade lipolitica em fungdo dos substratos
msoluveis. Neste caso, a emulsao formada causa uma
mudanga conformacional na estrutura quaternaria da
enzima (SAXENA et al., 2003).

As lipases possuem baixa atividade hidrolitica
quando seus substratos (ésteres, por exemplo) sdo
dissolvidos em meio aquoso € sdo mondmeros.
Um aumento da atividade € pronunciado quando
a concentragdo do substrato atinge o limite de
solubilidade e ocorre a separagdo da fase lipidica da
fase aquosa (HASAN, SHAH, HAMEED, 2009;
REIS et al., 2009).

A determinagdo da estrutura tridimensional da
lipase (obtida por difracdo de raio-X) fornece uma
compreensdo para a ativagdo interfacial. O sitio
ativo das lipases ¢ coberto por uma cadeia peptidica
denominada tampa, de natureza hidrofobica. Quando
a tampa encontra uma interface lipideo-agua, ha
interagdo entre ambas e esta sofre uma alteragdo
conformacional (a tampa se move alterando a forma
fechada da enzima para a forma aberta) expondo

o0 sitio ativo e permitindo a catalise (BRADY et al.,
1990; WINKLER; D’ARCY; HUNZIKER, 1990;
SCHRAG et al., 1991; HOLMQUIST, 2000).

O centro ativo fica acessivel ao substrato e, ao
mesmo tempo, a lipase expde uma larga superficie
hidrofébica que facilita a ligacao a interface (JAEGER;
REETZ, 1998; SECUNDO et al., 2006). Algumas
lipases ndo apresentam o sitio ativo recoberto pela
tampa e ndo precisam da interface para desempenhar
sua atividade hidrolitica, como € o caso das cutinases,
descritas como as menores lipases de estrutura
conhecida, encontradas em diversos micro-organismos
fitopatogénicos, como Fusarium solani e Alternaria
solani (CYGLER; SCHRAG, 1997; LONGHI et al.,
1997; MARCHI; BORGES; MIZUBUTI, 2006).

Os trabalhos sobre mecanismos de adsorgdo
das lipases e a catalise em sistemas heterogéneos
relacionados as propriedades fisico-quimicas da
interface, primordialmente foram reportados por
Sarda; Desnuelle (1958). Estes demonstraram que a
cinética de lipases em emulsdes dependia da interface
e que poderia seguir o modelo de Michaelis-Menten se
o termo “concentracdo de substrato” fosse substituido
pela area interfacial.

De acordo com Sharma, Chisti, Banerjee (2001),
as reagdes lipoliticas ocorrem na interface agua-
lipideo e podem impedir que as cinéticas das rea¢des
enzimaticas sejam descritas pelas equagdes do tipo
Michaelis-Menten, que so6 sdo validas se a reagdo
catalitica ocorrer em fase homogeénea.

A estrutura quimica e as caracteristicas cinéticas
das lipases microbianas variam dependendo do micro-
organismo, género, espécie e também da cepa. Lima
e colaboradores (2004) relataram que uma lipase de
Bacillus megaterium apresentou temperatura Otima
de reagdo a 55°C, enquanto outras lipases bacterianas
apresentaram atividade maxima acima dos 70°C,
como as de Bacillus stearothermophilus MC 7
(KAMBOUROVA et al., 2003), chegando até mesmo
aos 90°C, como a carboxilesterase da arqueobactéria
Pyrobaculum calidifontis (HOTTA et al., 2002).
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Aestabilidade térmicaé umadas caracteristicas
requeridas para as enzimas com aplicacdo
industrial, visto que muitos processos utilizam
faixas extremas de temperatura. Lipases oriundas
de bactérias termofilicas tem papel importante
indtstria devido a elevada estabilidade
em altas (JAEGER; REETZ,
1998). Lipases psicrofilicas, também merecem
atencdo, pois apresentam elevada atividade em
temperaturas muito baixas; propriedade esta de
grande importancia na sintese de determinados
intermediarios organicos quirais termossensiveis.
Micro-organismos adaptados ao frio sdo fontes
potenciais de lipases psicrofilicas (JOSEPH;
RAMTEKE; THOMAS, 2008).

na
temperaturas

Naoexisteumprotocolopadraoparadeterminar
a termoestabilidade das lipases microbianas, o
que dificulta a comparagao entre elas. A lipase da
bactéria halofilica Natronococcus sp. incubada
durante 60min a 50°C, permaneceu com 90 % da
atividade residual (BOUTAIBA et al., 2006); a
de Streptomyces coelicolor A3(2) apds 30min, a
70°C, apresentou atividade residual em torno de
60-80 % (COTE; SHARECK, 2008); a 100 °C e
durante 2h, a carboxilesterase de Pyrobaculum
calidifontis ndo diminuiu sua atividade (HOTTA
et al., 2002).

Varias lipases bacterianas atuam em pH
alcalino. Isto foi observado para espécies de
Bacillus stearothermophilus MC7 (pH 7,5-9,0)
(KAMBOUROVA et al., 2003), Pseudomonas
fluorescens HU380 (pH 8.,5) (KOJIMA;
SHIMIZU, 2003) e Staphylococcus xylosus (pH
8,5) (MOSBAH et al., 2007). Existem lipases
que atuam em ampla faixa de pH, como a de
Staphylococcus epidermidis (pH entre 2,0 e 10,0)
(SIMONS et al., 1998) e Bacillus megaterium
(pH entre 4,0 e 12,0) (RUIZ et al., 2002). Ja a
lipase de outra linhagem de Bacillus megaterium
apresentou atividade em uma faixa de pH mais
restrita (entre 5,0 ¢ 7,0) (LIMA et al., 2004).

De modo geral, a massa molecular das lipases

microbianas varia entre 20 ¢ 60 kDa (MALA;
TAKEUCHI, 2008). A lipase de menor estrutura
bactéria anaerobica

conhecida pertence a

Propionibacterium acidi-propionici que
apresentou massa molecular entre 6,0-8,0 kDa
(SARADA; JOSEPH, 1992). Uma exce¢ao de
massa molecular mais alta, pode ser representada
pelas lipases das bactérias psicrotréficas isoladas
de sedimentos de mar profundo do oeste Pacifico,
Psychrobacter sp. wp37 e Pseudoalteromonas sp.
wp27, cuja massa molecular foi 85 kDa (ZENG
et al., 2004). A Tabela 3 exibe caracteristicas
fisico-quimicas de algumas lipases descritas na

literatura.

Aplicagdes das lipases

Embora as lipases sejam produzidas por
vegetais, animais e micro-organismos, os fungos
sao valorizados porque produzem enzimas
extracelulares, o que facilita a recuperagdo destas
do meio fermentativo. As fontes fungicas tém
sido preferenciais, ndo devido as suas melhores
caracteristicas em relacdo a lipases bacterianas,
mas porque, na sua maioria, ndo sdo nocivas
a satde humana e reconhecidas como GRAS
(Generally Regarded As Safe) (JAEGER et al.,
1994). Fungos de diversos géneros sdo bons
produtores de lipases e tém sido estudados do
ponto de vista académico e industrial (Tabela 1).

As lipases se destacam entre as hidrolases

devido as suas multiplas aplicagdes, sendo
utilizadas nas induastrias de detergentes,
medicamentos, alimentos (panificagao,

queijos, chas), téxteis, polpa e papel, curtumes,
cosméticos, biodiesel, biossensores e também
no tratamento de efluentes (JAEGER; REETZ,
1998; HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004;
HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

Uso de lipases na industria de detergentes
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Uma das maiores aplicagdes industriais das
lipases tem sido como aditivos em detergentes
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006), pois
facilitam os processos de limpeza, hidrolisando
os lipideos e favorecendo a solubilizagdo destas
biomoléculas em agua (PANDEY et al., 1999).
Estas hidrolases sdo adicionadas em detergentes
liquidos e solidos, domésticos e industriais,
e devem ser estaveis em pH alcalino, em altas
temperaturas, ¢ ndo devem sofrer desnaturacdo
pela agdo de surfactantes. A principal vantagem
do uso de lipases nos detergentes em substituigao
aos polissulfatos estd na biodegradabilidade e
redugdo dos impactos ambientais, incluindo-se
a vida aquatica (HASAN; SHAH; HAMEED,
2006).

Lipases na industria quimica e farmacéutica

O uso de lipases nas industrias quimicas
e farmacéuticas vem crescendo nos ultimos
anos, consideravelmente. Além de catalisarem
reacoes de hidrolise regiosseletiva, acilagdo e
transesterificagdo, uma crescente variedade de
processos enantiosseletivos tém sido relatados.
Estas
substratos pro-quirais e resolugdo cinética de

hidrolases catalisam reagdes sobre
misturas racémicas. Os grupos funcionais sobre
0s quais as lipases atuam variam grandemente:
alcoois e ésteres carboxilicos quirais ou pro-
quirais, cianonidrinas, cloridrinas, didis, a e
B-hidroxi-acidos, aminas, diaminas e amino-
alcoois (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999;

JAEGER; EGGERT, 2002).

A produgido de lactonas sintéticas por lipases

constitui outra importante aplicagdo destas

enzimas na industria farmacéutica. Lactonas
naturais (octalactinas), isoladas de Streptomyces
apresentam atividade citotoxica contra células
de melanoma e de tumor de colon. Outras
lactonas (nonanolideos), isoladas de Penicillium,
apresentam efeito inibitério sobre a sintese do
colesterol (LONGO JUNIOR; BOMBONATO;

FERRAZ, 2007).

Lipases também podem utilizadas
agentes terapéuticos,

insuficiéncia pancreatica exocrina,

ser
como tratamento
de

suplementacdo ¢é feita com pancreatina (extraida

no
cuja

de péncreas suino ou bovino) ou pancrelipase
(maior nivel de pureza e extraida somente de
pancreas suino). Entretanto, s3o inativadas
devido a sua instabilidade em pH inferior a 4 ¢
hidrolise proteolitica, o que obriga a utilizagao
de altas doses, administracdo repetida ¢ o uso
concomitante de antidcido. Outra limitacdo do
uso de extrato de pancreas como fonte de enzima
¢ a ocorréncia de disturbios gastrintestinais
e hiperuricosuria ou hiperuricemia devido
ao contedo de purina do produto (LAYER;
KELLER; LANKISCH, 2001; LAYER;
KELLER, 2003). Lipases microbianas estaveis e
ativas em pH acido, resistentes a hidrolise por
proteases digestivas e com atividade na presenca
de sais biliares, podem representar alternativas
terapéuticas superiores e existem patentes sobre

este assunto (SVENDSEN et al., 2008).
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Industria de alimentos

Os acidos graxos livres conferem sabor e aroma
peculiares aos alimentos de acordo com o tamanho
da cadeia carbonica e grau de insaturacdo. Sao
obtidos a partir da hidrolise enzimatica parcial ou
seletiva de 6leos e gorduras de diferentes alimentos.
As lipases também tém sido empregadas na
obten¢do de acidos graxos essenciais como o acido
linoléico e o acido a-linolénico, (MALCATA et al.,
1990; CARVALHO et al., 2003).

Quando imobilizadas na forma de biossensores,
as lipases sao utilizadas na detecg@o de 4cidos graxos
livres e triacilglicer6is em o6leos e azeites (REJEB et
al., 2007). Também sao aplicadas na desacetilacdo
da quitosana para a produgdo de oligossacarideos
(LEE; XIA; ZHANG, 2008) e na incorporacdo
(SENANAYAKE;

de antioxidantes em Oleos

SHAHIDI, 2004).

A partir dos anos 90 surgiram evidéncias dos
efeitos deletérios da gordura trans a saude humana.
Essetipo de lipideo pode estar presente nos alimentos
devido ao processo de hidrogenagdo parcial de
gordura insaturada e ¢ usado, por exemplo, para
fabricacdo de margarinas a partir de 6leos vegetais.
Por isso, a hidrogenacgao parcial tem sido substituida
por outros métodos de modificagdo de oleos e
gorduras, como o fracionamento, interesterificacao
e hidrogenagdo total. A interesterificacdo envolve
o rearranjo das cadeias de acidos graxos em um
triacilglicerol, podendo ser promovida por catalise
alcalina ou enzimatica. A catalise alcalina produz
uma mistura de triacilglicerdis, nos quais os acidos
graxos sao distribuidos ao acaso, enquanto a catalise
enzimatica, com lipases, é especifica, alterando os
ligantes das posi¢des 1 e 3, sem alterar a ligacdo
do acido graxo presente na posicao 2 do glicerol
(UPRITCHARD et al., 2005).

Shin; Akoh; Lee (2010) utilizaram lipases na
interesterificacdo de triacilglicer6is da manteiga
com o6leo de palma, reduzindo o teor de gordura
saturada, sem produzir gordura trans. Alim e
colaboradores (2008) utilizaram lipase para obter

gordura com maior ponto de fusdo pela reagdo
entre estearina (18:0), acido linoléico (18:2) e dleo
fracionado de farelo de arroz.

As lipases tem sido aplicadas na producdo do
emulsificante ricinoleato de poliglicerol (BODALO
et al., 2009), no tratamento de residuos gordurosos
de industrias de ra¢do animal (JEGANATHAN;
NAKHLA; BASSI, 2007),
na alimentagdo de ndo-ruminantes, suprimindo

como suplemento
deficiéncias enzimaticas ¢ melhorando a utilizacdo
dos nutrientes das matérias-primas que apresentam
dificil digestibilidade para os animais (FERREIRA
et al., 2005).

Biodiesel

O uso de novas tecnologias biocombustiveis
(produgdo de bioetanol, biodiesel) ¢ uma alternativa
viavel para substituir o petroleo por se tratar de uma
tecnologia verde, que ndo polui e ndo contribui para
o aumento de CO, na atmosfera, responsavel pelo
aumento da temperatura terrestre (DUBEREINER;
BALDANI, 1998).

A lei brasileira n°® 11.097, de 13 de janeiro de
2005 dispos sobre a introdugdo do biodiesel na
matriz energética brasileira e sancionou 5% (em
volume) como percentual minimo obrigatdrio de
adicdo de biodiesel ao 6leo diesel, comercializado
ao consumidor final em qualquer parte do territorio
nacional. O prazo para aplicacdo desta lei foi de
8 anos, sendo que ap6s 3 anos de sua publicagio,
2% de biodiesel deveria ser adicionado ao oleo
diesel. Esta mistura ja esta em vigor ¢ o volume de
biodiesel adicionado devera ser elevado para 5% a
partir de 2013, conforme as diretrizes do Programa
Nacional de Produgdo e Uso de Biodiesel (PNPB)
do Ministério de Minas ¢ Energia (2010).

No inicio de 2010, a produgdo de biodiesel
atingiu 231 milhdes de litros, considerada um
recorde brasileiro. As matérias-primas utilizadas
na producao deste biocombustivel sdo oleo de soja
(82,9 %), gordura bovina (12,1 %), 6leo de algodao
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(2,4 %) e outros materiais graxos (2,6 %). O centro-
oeste € a regido que concentra a maior produgdo de
biodiesel (42,6 %), seguido pela regido sul (23,2
%), sudeste (18,5 %), nordeste (11,1 %) e norte (4,6
%) (BRASIL, 2010).

Existem varias plantas alternativas que produzem
6leos, os quais podem ser extraidos e utilizados para
a producdo de biodiesel, principalmente na faixa
tropical do planeta. Entretanto, em algumas areas
gélidas da Patagonia, iniciativas foram tomadas
para produzir biodiesel utilizando-se d6leo de algas
marinhas. Além dos oOleos vegetais, gorduras de
peixes (sardinha), bovinos, frangos e suinos podem
ser aproveitadas para a producdo do combustivel
(OLIVEIRA, 2007).

Embora os 6leos vegetais possam ser usados
como combustiveis, sua alta viscosidade resulta
em pobre atomizagdo na cdmara de combustio e
causa problemas como formacdo de depositos. A
conversdo de triacilglicérois em acil-ésteres por
transesterificacdo com alcoois (metanol ou etanol)
tem sido proposta para permitir a utilizagdo de 6leos
vegetais como fonte de combustivel renovavel e
alternativo ao petréleo, sem os problemas técnicos
do uso do ¢6leo in natura (NIELSEN; BRASK;
FJERBAEK, 2008).

Tanto a transesterificagdo de triacilglicerois
quanto a esterificagdo de acidos graxos, realizadas
para a sintese de ésteres metilicos ou etilicos
(ambos usados como biodiesel), podem ser obtidas
por catdlise quimica ou enzimatica. A catalise
quimica, apesar de bons rendimentos (acima de
90%), em 2-3h de reacdo necessita de temperaturas
elevadas (130-160 °C) e gera residuos toxicos
além de produzir toneladas de glicerina impura e
com baixo valor comercial. A catalise enzimatica,
por outro lado, acontece em condigdes brandas e
a glicerina produzida tem alta pureza, alcangando
valores de mercado mais elevados (NIELSEN;
BRASK; FJERBAEK, 2008; RANGANATHAN;
SRINIVASAN; MUTHUKUMAR, 2008).

Bajaj e colaboradores (2010) revisaram a

producdo de biodiesel por transesterificagdo
enzimatica e relataram rendimentos entre 92 ¢ 98,4
% utilizando-se lipases de Pseudomonas fluorecens,
Cromobacterium viscosum, Penicillium expansum ¢
Candida antarctica.

Foi isolada uma lipase de Ralstonia sp., estavel
na faixa de pH entre 7,0-12,0, com atividade 6tima
a 50-55 °C. A producao de biodiesel (entre 12 e 36h)
foi mais eficiente em 6leo de palma do que no de
soja, com teor de dgua de 20% e 5% de metanol na
reacdo (pH 8,0) (YOO et al., 2011).

No processo de producdo de biodiesel, por via
enzimatica, podem ser utilizadas lipases livres ou
imobilizadas. Noureddini; Gao; Philkana (2005)
imobilizaram a lipase de Pseudomonas cepacia para
a producdo de biodiesel a partir de 6leo de soja. Os
alcodis utilizados foram o metanol e etanol. Fatores
como a massa da enzima, concentracdo de agua e
alcool na reacdo, estabilidade térmica e temperatura
na transesterificacdo foram investigados. A reacdo
ocorreu a 35 °C e foram utilizados 10 g de dleo de
soja ¢ 475 mg de lipase. Duas propor¢des molares:
1:7,5 (6leo /metanol) com adi¢ao de 0,5 g de agua
e 1:15,2 (6leo/etanol) com adigdo de 0,3 g de agua,
foram as condi¢des Otimas do processo. Apos 1h,
houve formacdo de 67% de ésteres metilicos e
etilicos.

Células imobilizadas de Rhizopus oryzae foram
utilizadas para a producao do biodiesel por Hama e
colaboradores (2007). Um reator do tipo “packed-
bed” usando células inteiras do fungo (30 °C) foi
desenvolvido para a produgdo do combustivel por
metandlise a partir do 6leo de soja. Alta concentragdo
do éster metilico (90 %) foi alcangada na razdo
de 25 1/h no primeiro ciclo e foi mantida 80 % da
metandlise até o décimo ciclo. Trabalhos recentes
com o mesmo fungo foram realizados por diversos
autores, seja comparando a producdo do biodiesel
por lipase imobilizada ou livre, seja confrontando
a eficacia de células integras e da lipase produzida
(ambas imobilizadas) (ZENG et al., 2006; LI; DU;
LIU, 2007; TAMALAMPUDI et al., 2008).
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Royon e colaboradores (2007) utilizaram 6leo de
semente de algoddo para a producdo de biodiesel
através de lipase imobilizada de Candida antarctica
(comercialmente disponivel). Apos 24h de reacdo
(50 °C), obteve-se 97% do éster formado, quando a
mistura reacional para cada grama do o6leo vegetal
continha: 32,5% de t-butanol, 13,5% de metanol,
54% do o6leo e 0,017 g de enzima. A estabilidade
operacional da catalise no processo continuo foi
testada para a mesma mistura e foi alcangada uma
produtividade de 4 g/h/(g da enzima) do referido
éster.

Hernandez-Martin; Otero (2008) estudaram a
sintese enzimatica do biodiesel via alcodlise para
diferentes Oleos vegetais (girassol, oliva, soja
e borragem) e utilizaram as lipases comerciais
Novozym® 435 (Candida antarctica) e Lipozyme®
TL IM (Thermomyces lanuginosus). As duas lipases
converteram apos 48h (Novozym® 435) e 96h
(Lipozyme® TL IM), 84% da reacdo para éster
etilico. Os autores optaram pela enzima Novozym®
435, uma vez que apds nove ciclos num reator tipo
batelada (25 °C), a lipase ainda apresentava 85 % da
atividade inicial.

da
quimica ser utilizada atualmente em detrimento

O motivo principal transesterificagdo
da enzimatica é o custo elevado das lipases.
Também existem outros fatores, como a inibi¢do
da enzima pelo alcool e o glicerol, presentes na
mistura de reacdo. Dentre os alcoois que podem ser
utilizados nos processos estdo o metanol, etanol,
isopropanol e butanol, sendo os dois primeiros
0s mais comuns, em virtude do baixo custo e¢ da
disponibilidade. As lipases descritas como mais
resistentes aos alcoois no processo catalitico sdo as
de Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae, Candida
Antarctica, Pseudomonas cepacia, além da lipase
psicrofilica de Photobacterium lipolyticum (SALIS
et al.,, 2005, RANGANATHAN; SRINIVASAN;
MUTHUKUMAR, 2008; YANG; SOHN; KIM,
2009).

Perspectivas futuras

Os custos para o emprego de lipases em indUstrias
ainda ¢ elevado, sendo que estas enzimas devem ser
ativas e estaveis em pH, temperatura, solventes,
e condigcdes especificas otimizadas para cada
processo. Uma opgdo para diminuir os custos esta
no uso de lipases imobilizadas, que dependera do
desenvolvimento de técnicas e materiais apropriados,
mantendo as propriedades cinéticas especificas
destas enzimas, ou ainda a imobilizagdao das
proprias células microbianas integras. Alternativas
estariam vinculadas a engenharia genética, embora,
paralelamente, ndo devam ser preteridas as técnicas
de isolamento ¢ selecdo de cepas microbianas
selvagens, dada a vasta biodiversidade existente,
que certamente fornecera micro-organismos que
possuam lipases com as caracteristicas desejadas
para uso nos diversos processos biotecnologicos.
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