
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 

 



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

Enzima con E = 5         Enzima con E = 20 



Struttura della lipasi di Pseudomonas aeruginosa 

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



Meccanismo d’azione delle lipasi 



Basi molecolari dell’enantioselettività delle 
lipasi 

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



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 
 ingredienti nei cibi: produzione acidi grassi poli-insaturi (PUFA) 
 
Reazioni di idrolisi/sintesi 
 produzione di biodiesel 
 risoluzione cinetica di miscele racemiche 
  ottimizzazione condizioni di reazione (solvente, temperatura, 

 agente acilante) 
  tecniche di immobilizzazione (matrici idrofobiche al silicio R-

 Si(OCH3)3 e cristalli reticolati) 
  evoluzione in vitro per aumentare l’enantioselettività 
  risoluzione cinetica dinamica di miscele racemiche per ottenere la 

 conversione completa del substrato 

 



Reazioni catalizzate dalle lipasi 

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 



Acidi grassi poli-insaturi 



Applicazione di lipasi nella produzione di acidi 
grassi poli-insaturi 



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 

• Catalisi alcalina (NaOH) vs catalisi enzimatica 



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 



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 
 



Nuove tecniche di immobilizzazione delle lipasi 

• 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 

 

• Cristalli reticolati (cross-linked enzyme crystals) con 
glutaraldeide. I cristalli reticolati (CLEC) 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. 

 

 



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. La 
cristallizazione avviene in 2-
metil-2,4-pentandiolo, che 
permette di mantenere 
l’attività enzimatica e 
l’accessibilità del sito 
attivo. 



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



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



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

dell’enzima 



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



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



Mutagenesi sito-specifica di lipasi per 
aumentare 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 
 
Substrato: esteri 
dell’acido 2-bromo-
fenilacetico, intermedi 
nella sintesi di farmaci 


