
Applicazioni biotecnologiche degli 
enzimi: le lipasi



Le lipasi
• Catalizzano l’idrolisi e la sintesi di acilgliceroli
• Sono stabili in solventi organici
• Non richiedono cofattori
• Hanno bassa specificità di substrato
• Hanno elevata enantioselettività



Vantaggi dell’uso di solventi organici



Valutazione della purezza chirale di prodotti e substrati 
per reazioni catalizzate da un enzima enantioselettivo

Enzima con E = 5        Enzima con E = 20

Rapporto enantiomerico E = (Vmax/Km)veloce/(Vmax/Km)lento



Struttura della lipasi di Burkholderia cepacia

Le lipasi catalizzano l’idrolisi 
di legami estere con un 
meccanismo simile a quello 
delle proteasi a serina.

I substrati delle lipasi sono 
in genere poco solubili in 
acqua.

L’attività catalitica aumenta 
all’interfaccia acqua/lipide

La maggior parte delle lipasi 
utilizzate nell’industria 
deriva da microrganismi.



Meccanismo d’azione delle lipasi



Basi molecolari dell’enantioselettività della lipasi 
di Candida rugosa

La preferenza per 
l’isomero R-mentolo della 
lipasi di C. rugosa è 
dovuta alla formazione di 
un legame idrogeno tra 
His449 e il substrato. 
Questo legame non si 
formerebbe con 
l’isomero S.

Struttura cristallografica ottenuta in presenza di un 
analogo dello stato di transizione 



Reazioni catalizzate dalle lipasi:
idrolisi e sintesi (transesterificazione)



Reazioni catalizzate dalle lipasi:
substrati e prodotti chirali

Per rendere la reazione di 
transesterificazione 
irreversibile si possono 
utilizzare come gruppi acilanti 
degli esteri che diano origine a 
prodotti che non sono più 
substrato della lipasi.

R1COOCH=CH2 + R2OH
→ R1COOR2 + HOCH=CH2

HOCH=CH2 è instabile e si 
trasforma in CH3CHO



Applicazioni biotecnologiche delle lipasi

Reazioni di idrolisi
 additivi nei detersivi
 
Reazioni di idrolisi/transesterificazione
 produzione di ingredienti nei cibi
 produzione di ingredienti nei cosmetici
 produzione di biodiesel
 produzione di farmaci

Risoluzione cinetica di miscele racemiche
 risoluzione cinetica dinamica di miscele racemiche per ottenere 

la conversione completa del substrato



Tecniche di immobilizzazione delle lipasi



Tecniche di immobilizzazione delle lipasi

• Cristalli reticolati CLEC (cross-linked enzyme crystals) con glutaraldeide. I 
cristalli reticolati sono insolubili, stabili in acqua e in solventi organici, sono 
altamente porosi, permettono la diffusione del substrato e possono essere 
facilmente recuperati al termine della reazione.

• Aggregati reticolati CLEA (cross-linked enzyme aggregates) con glutaraldeide.
• Intrappolamento in gel di silice modificato con gruppi alchilici CH3Si(OCH3)3 e 

Si(OCH3)4 per creare un microambiente idrofobico e mantenere attività 
catalitica

• Legame su nanoparticelle di silice attivate



Tecniche di immobilizzazione delle lipasi

• Legame su nanoparticelle magnetiche funzionalizzate



Applicazioni biotecnologiche delle lipasi

Reazioni di idrolisi
 detersivi: bassa specificità di substrato
          stabilità ad alte temperature, alle proteasi e alla 

        denaturazione chimica
          optimum di pH 10-11
 
Reazioni di idrolisi/transesterificazione
 produzione di ingredienti nei cibi: acidi grassi poli-insaturi 

(PUFA)
 produzione di ingredienti nei cosmetici
 produzione di biodiesel
 produzione di farmaci

Risoluzione cinetica di miscele racemiche
 risoluzione cinetica dinamica di miscele racemiche per ottenere 

la conversione completa del substrato è farmaci





Enzimi incapsulati in gomma arabica 3-6% e maltodestrine 6-12% 

Detersivo A: enzimi liberi
    B: enzimi incapsulati



Acidi grassi poli-insaturi

L’acido linoleico (18:2) e l’acido linolenico (18:3) sono essenziali e devono 
essere introdotti con la dieta. Sono i precursori degli eicosanoidi acido 
arachidonico (20:4) e  acido eicosapentaenoico (20:5).



L’acido arachidonico è il precursore di 
prostaglandine, trombossani e leucotrieni



Ruolo biologico dei metaboliti dell’acido 
arachidonico



Applicazione di lipasi nella produzione di acidi 
grassi poli-insaturi (PUFA)



Applicazione di lipasi nella produzione di 
ingredienti dei cosmetici

• Lipasi come ingredienti dei cosmetici
– Attività di idrolisi di grassi/rilascio componenti attivi

• Lipasi per la produzione di componenti dei cosmetici:
– Esteri di acidi grassi (emulsionanti, emollienti, detergenti)
– Esteri di zuccheri (tensioattivi)
– Profumi e aromi
– Ingredienti attivi (antiossidanti, filtri UV, cerammidi)

è Enantioselettività e regioselettività delle lipasi sono 
importanti per queste applicazioni 



Componenti dei cosmetici 
ottenibili con l’uso di lipasi



Confronto tra procedimento convenzionale e catalizzato da 
lipasi per ottenere esteri degli acidi grassi utilizzati nei 

cosmetici 



Applicazione di lipasi nella produzione di 
biodiesel

• Il biodiesel è costituito da esteri metilici di acidi grassi (FAME)
• La reazione di transesterificazione di trigliceridi e metanolo 

produce biodiesel e glicerolo



Applicazione di lipasi nella produzione di 
biodiesel

• Catalisi alcalina (NaOH) vs catalisi enzimatica



Applicazione di lipasi nella produzione di 
biodiesel



Applicazione di lipasi nella produzione di 
biodiesel

• Lipasi purificate o microrganismi che producono elevati livelli 
dell’enzima (ricombinante o naturale)

• Biocatalizzatore immobilizzato
• Fonti di trigliceridi: oli vegetali commestibili (olio di girasole, 

soia, palma) e non commestibili,  microrganismi ricchi di lipidi 
(microalghe, batteri o lieviti), oli di scarto (alimentari, 
lavorazione carta o tabacco)

• Variabili da controllare: temperatura, alcool (inattivazione 
dell’enzima in eccesso di metanolo), presenza di acqua e solventi, 
rigenerazione della lipasi, concentrazione di acidi grassi liberi



Applicazione di lipasi nella produzione di 
biodiesel



Applicazione di lipasi immobilizzate nella 
produzione di biodiesel



Stabilizzazione di lipasi vs metanolo





Risoluzione cinetica di miscele racemiche di 
precursori di farmaci

• I farmaci anti-infiammatori non steroidei (FANS) sono inibitori 
competitivi delle cicloossigenasi.

• I FANS derivati di acidi aril-propionici contengono un centro 
chirale. L’isomero S si lega al sito attivo di COX-2. 



Risoluzione cinetica di miscele racemiche di 
precursori di farmaci

Il Naproxen (acido metil-2-(6-metossi-2-naftil) propionico) è un farmaco 
anti-infiammatorio non steroideo che contiene un centro chirale. L’isomero S 
è 28 volte più attivo dell’isomero R. Può essere ottenuto per idrolisi 
enantiospecifica della miscela racemica dell’estere precursore della molecola 
attiva.



La velocità di reazione 
dipende dalla natura del 
gruppo uscente

La lipasi di C. cylindracea (C. rugosa) mostra preferenza 
stereochimica per l’isomero S



Immobilizzazione della lipasi di C. rugosa per la risoluzione 
di miscele racemiche di esteri di acidi arilpropionici

Metodo di immobilizzazione: 
cristalli di enzima reticolati 
con glutaraldeide (CLEC).
La cristallizazione avviene in 
2-metil-2,4-pentandiolo, che 
permette di mantenere 
l’attività enzimatica e 
l’accessibilità del sito attivo.



Strategie di ingegnerizzazione delle lipasi

Quali proprietà 
migliorare?

• Enantioselettività
• Stabilità in ambienti 

‘esotici’ (solventi 
organici)



Evoluzione in vitro di lipasi per aumentare 
l’enantioselettività dell’enzima



Evoluzione in vitro di lipasi per aumentare 
l’enantioselettività dell’enzima

Il mutante ottenuto alla 5 generazione presenta la mutazione S155F e 
4 sostituzioni in glicina che rendono l’enzima più flessibile, modificando 
alcune interazioni nel sito catalitico e nel sito dell’ossianione



Mutagenesi sito-specifica del sito attivo della lipasi di 
Yarrowia lipolitica per modificare l’enantioselettività 

dell’enzima



Mutagenesi sito-specifica di lipasi per 
modificare l’enantioselettività dell’enzima

Substrato: esteri dell’acido 2-bromo-fenilacetico, 
intermedi nella sintesi di farmaci



Mutagenesi sito-specifica di lipasi per 
modificare l’enantioselettività dell’enzima



Mutagenesi sito-specifica di lipasi per 
modificare l’enantioselettività dell’enzima

Le dimensioni del 
residuo in posizione 
232 determinano la 
preferenza della lipasi 
per un enantiomero 
rispetto all’altro. 
Aminoacidi piccoli: S
Aminoacidi grandi: R



Biodegradazione del PET

PET: polyethylene terephthalate
TPA: terephthalic acid
EG: ethylene glycol





Ottimizzazione di PETasi

• LCCICCG da leaf-branch compost cutinase
– mutagenesi sito-specifica di residui che legano il substrato e 

introduzione di un ponte disolfuro 
(F243I/D238C/S283C/Y127G -> ICCG) 

• FAST (functional, active, stable, tolerant)-PETase da 
Ideonella sakaiensis
–  machine-learning (mutazioni N233K/R224Q/S121E from 

prediction and D186H/R280A from scaffold)
• HotPETase da Ideonella sakaiensis

– evoluzione in vitro (a partire da S121E/D186H/R280A/ 
N233C, S282C introdotte altre 16 mutazioni) 

• PES-H1 da libreria metagenomica da compost
– L92F/F94Y



Confronto PETasi per la capacità 
di degradare PET a TPA ed EG



La MHETasi appartiene 
alla famiglia delle a/b 
idrolasi

Dominio Hyd catalitico
Dominio Lid cambia 
accessibilità del sito 
attivo quando si lega il 
substrato



Proteina di fusione MHETase-PETase
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