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APRESENTACAO

O livro “O conhecimento cientifico na Quimica 2” apresenta artigos na area de ensino
de quimica, tecnologia quimica, quimica verde, quimica ambiental e processos quimicos.

O e-book contem 29 capitulos, que abordam temas sobre desenvolvimento e
aplicacédo de jogos didaticos, aprendizagem significativa; andlise de livros didaticos;
histéria da quimica; reaproveitamento de residuos agroindustriais; desenvolvimento de
novos materiais de interesse ambiental; adsorventes sustentaveis; fotocatalise, tratamento
de agua e efluentes; sintese de liquidos ibnicos; hidrolise enzimatica e quantificacdo de
enzimas; estudos de toxicidade; analise quimica de 6leos essenciais; aplicacéo de extratos
de frutos da regido amazénica na atividade enzimatica; desenvolvimento de eletrodo;
desenvolvimento de compoésitos a partir de residuos; producao de fertilizantes de liberacéo
controlada; tecnologias e técnicas para aplicacdo de plasma em quimica; sintese e
aplicacé@o de nanotubos de carbono.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos do conhecimento cientifico no Brasil e suas relagdes esta ciéncia. Nos tempos
atuais é perceptivel a importancia da pesquisa académica no Brasil para o desenvolvimento
de novas tecnologias, farmacos e vacinas que auxiliem no combate as doencas e na
qualidade de vida. Dessa forma, mais uma vez a Atena Editora reine o conhecimento
cientifico em forma de ebook, destacando os principais campos de atuag¢do da quimica no
pais.

Os artigos constituintes da cole¢éo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagédo
do estado da arte nas areas de quimica, tecnologia quimica, quimica ambiental e ensino
de quimica.

ApOs esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “O conhecimento cientifico na Quimica 2”. Desejo uma excelente

leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: Lipases (EC 3.1.1.33 - triacilglicerol
hidrolases) s&o enzimas da familia das
hidrolases, que apresentam uma gama de
aplicagdes industriais. Sua fungé@o biologica
consiste em realizar a catalise da reagdo de
hidrélise de triglicerideos, provenientes de
distintas fontes de gordura, em diglicerideos,
monoglicerideos e &cidos graxos. Além de
catalisar a reacéo de hidrdlise, a lipase também é
muito utilizada em reacgées de esterificacdo. Sua
alta especificidade, estabilidade em solventes
organicos entre outras caracteristicas, tornam a
lipase uma enzima muito visada e estudada. Elas
podem ser obtidas de fontes microbianas, fontes
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GRAOS DE SOJA

animais e vegetais, em que, dentre as fontes
vegetais, a soja possui um destaque potencial no
Brasil, ja que é o maior produtor mundial, devido
as caracteristicas climaticas e territorio favoravel
para o cultivo deste gréo. No presente trabalho,
objetivou-se realizar a extracdo e quantificacéo
de lipases de gréo de soja, visando a selecéo
do método mais eficiente utilizando o ultrassom
neste processo.

PALAVRAS-CHAVE: Lipase, soja, extragdo,
biocatalise.

EXTRACTION AND QUANTIFICATION OF
LIPASE FROM SOYBEANS

ABSTRACT:.Lipases (EC 3.1.1.33 -
Triacylglycerol hydrolases) are enzymes of
the family of hydrolases, which have a range
of industrial applications acting. Its biological
function is catalyze the hydrolysis reaction of
triglycerides, from different sources of fat, in
diglycerides, monoglycerides and fatty acids.
In addition to catalyzing the hydrolysis reaction,
lipase is also widely used in esterification
reactions. Its high specificity, stability in organic
solvents among other characteristics, make
lipase a very targeted enzyme and studies. They
can be obtained from microbial sources, animal
and vegetable sources, where, among the
vegetable sources, soy has a potential highlight
in Brazil due to the largest world producer. Brazil
has a great climatic characteristics and favorable
territory for cultivation of these grains. In the
present work, the objective was to perform the
extraction and quantification of soybean lipase,
aiming to select the most efficient method using
the ultrason.
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11 INTRODUGAO

1.1 Lipase

Lipases (EC 3.1.1.33 - triacilglicerol hidrolases) sdo enzimas da familia das hidrolases

muito utilizadas na indUstria alimenticia, farmacéutica, téxtil, no tratamento de efluentes e

reutilizacdo de residuos agricolas (VAZ; CHOUPINA, 2012). Sua principal aplicacéo esta

em realizar a catélise da reagédo de hidrélise de triglicerideos, provenientes de distintas

fontes de gordura, em diglicerideos, monoglicerideos e acidos graxos (BONFIM; PRADO;

VASCONCELOS, 2017).

Em adi¢céo a sua singular funcdo de hidrolisar ligacbes ésteres, as lipases também

sdo muito utilizadas em reacdes de esterificacdo, amidacédo ou transesterificacéo, tanto em

meio aquoso, como na presenca de solventes organicos (Figura 1). Sua alta especificidade,

estabilidade em solventes orgénicos entre outras caracteristicas, tornam a lipase uma

enzima muito visada e estudada (STERGIOU et. al, 2013).
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Figura 1: Reacgdes catalisadas por lipases: a) hidrolise de éteres; b) esterificagéo; ¢) amidagéo;
d) transesterificagéo.

Fonte: Autor

1.1.1 Aspectos gerais

1.1.1.1 Fontes de obtengéo

As lipases sao distribuidas entre os animais superiores, micro-organismos e vegetais,

desempenhando um papel chave na reserva biologica de lipideos. Elas séo utilizadas como
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enzimas digestivas para facilitar ndo s6 a transmissao, a partir de um organismo para outro,
mas também a deposicdo e mobilizacdo de gordura, que é usada como um reservatorio
de energia dentro do organismo. As lipases também estdo envolvidas no metabolismo
dos lipideos intracelulares e, por conseguinte, sdo importantes para o funcionamento das
membranas biolégicas. Dentre os animais superiores, destacam-se as lipases lacteas
e pancreaticas - extraidas de suinos, cabras, ovelhas e bezerros (SHARMA; CHISTI;
BANERJEE, 2001). No reino vegetal, as principais lipases sao extraidas principalmente da
soja, centeio e algodao. Por sua vez, as lipases obtidas pela extracao de micro-organismos
sdo as mais utilizadas em virtude da grande variedade de fontes, facil manipulacdo genética,
auséncia de flutuacéo sazonal, rapido cultivo dos micro-organismos, utilizacdo de meios de
baixo custo e, principalmente, pela sua maior estabilidade frente as obtidas de plantas e
animais (BONFIM; PRADO; VASCONCELOS, 2017),(COSTA, 2009).

De acordo com Kapoor; Gupta, 2012, lipases sdao amplamente encontradas em
plantas, animais e micro-organismos e sao obtidas tanto por extracdo a partir de tecido
animal ou vegetal, quanto pelo cultivo de micro-organismos, sendo que 45% das lipases
isoladas provém de bactérias, 21% de fungos, 18% de animais, 11% de plantas e 3% de
algas (SETH et al., 2014).

Em virtude da diversidade de tipos de lipases, obtidas pela extracéo de sementes,
estas podem apresentar propriedades muito distintas entre si. Essas caracteristicas
enzimaticas podem ser afetadas por uma série de fatores, tais como: temperatura, pH,
umidade, estabilidade frente a condicdes adversas como a presenca de solventes
orgéanicos, sensibilidade a ions, dentre outros. Dessa forma, o conhecimento prévio das
propriedades cataliticas das enzimas é de extrema importancia, ja que estas informacoes
facilitam ndo sé a compreensdo do mecanismo, como a estabilidade durante a reacéo
enzimatica (LUZ, 2014).

1.1.1.2 Efeito do pH e da temperatura

Devido a natureza protéica, as enzimas sao altamente sensiveis a varia¢des de pH
e temperatura. O efeito do pH sobre a enzima deve-se as variagcdes no estado de ionizagéo
dos componentes do sistema a medida que o pH varia. De forma geral, as lipases séo
ativas na faixa de pH de 4-11, entretanto, apresentam pH 6étimo entre 5-9 (LUZ, 2014),
porém, algumas excecdes podem ser encontradas. A lipase de Pseudomonas fluorescens
SIK W1, por exemplo, apresenta um pH 6timo em torno de 4- 8 (CAINELLI et al., 2000).

Em relacdo a temperatura, a maioria das lipases apresenta atividade 6tima na faixa
de 30 a 40°C. Embora a estabilidade varie consideravelmente em fungéo da origem e
isoformas produzidas pela mesma cepa, a termoestabilidade é uma das caracteristicas
requeridas para as enzimas com potencial para aplica¢cdo industrial. Altas temperaturas

podem provocar a desnaturagdo, ocasionando mudancgas nas estruturas terciarias e
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quaternarias da proteina, fazendo com que a enzima passe de uma conformacéao ativa, a
uma conformacgéao desprovida de atividade catalitica (KUHN, 2010).

1.1.1.3 Estabilidade em solventes organicos

Por muitos anos a utilizagdo de enzimas em meio aquoso foi extensivamente
empregada em processos cataliticos, contudo seu uso tornou-se limitado pelo fato da baixa
solubilidade dos substratos em agua (LIU et al.,2006). O uso de solventes orgénicos em
reacoes enzimaticas superou 0s problemas de solubilidade, além de conferir vantagens
como: facilitar a recuperacgédo do produto e suprimir reacdes indesejaveis que ocorrem em
meios aquosos (CAINELLI et al.,2000).

Ao selecionar um biocatalisador para determinada reacéo enzimética, o tipo de
solvente, a quantidade de agua e a solubilidade dos substratos e produtos devem ser
avaliados e otimizados. A quantidade de agua pode ser o componente mais importante
quando o biocatalisador € utilizado em meio organico (KLIBANOV, 1989). Uma quantidade
minima de agua, que é dependente do tipo de solvente e das caracteristicas do suporte
utilizado, é absolutamente necesséria para a solvatagdo da enzima ou dos substratos e
produtos. Entretanto, o excesso de agua pode favorecer a reacéo de hidrélise e ndo de
esterificacdo. Cabe ressaltar que as enzimas necessitam de uma pequena quantidade de
agua para reter a sua integridade estrutural através da conformacéo tridimensional ativa,
mesmo quando estéo ligadas covalentemente a um suporte (CAINELLI et al.,2000).

As lipases também sdo muito utilizadas como catalisadores de reagdes
estereosseletivas. O efeito do solvente sobre a enantiosseletividade das lipases vém sendo
objeto de estudo de varios grupos de pesquisa. O solvente pode alterar a especificidade,
quimiosseletividade, regiosseletividade, seletividade pro-quiral e enantiosseletividade das
lipases e outras hidrolases. O fato de que muitas enzimas mantém atividade catalitica em
solventes organicos ndo possui explicacdo simples. A hipdtese correntemente aceita é de
que, quando a enzima € colocada em um solvente organico anidro, esta € cineticamente
congelada no estado nativo. Isto ocorre em parte devido a baixa constante dielétrica
do meio, que produz uma maior efetividade nas forgas eletrostaticas responsaveis pela
manutencao da estrutura enzimatica (CAINELLI et al.,2000).

De um modo geral, o parametro mais comum utilizado na correlagéo entre solvente
e atividade da lipase € a hidrofobicidade do solvente, que pode ser definido pelo coeficiente
de particdo (relacdo das concentragbes da substancia no sistema octanol/agua). No
entanto, uma correlacdo mais especifica pode ser descartada, ja que o efeito do solvente

¢é diferente para cada enzima.
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1.2 Modelo cinético

Os estudos de raio-X mostraram que a estrutura tridimensional das lipases
apresenta um padrdo conformacional comum, caracterizado como conformacdo a/b
hidrolase, composto de uma sequéncia de (a)-hélices e folhas b-pregueadas.

O sitio catalitico das lipases € composto por uma triade catalitica (G-X1-S-X2-G),
onde G= glicina; S= Serina; X1= histidina e X2= acido glutdmico ou aspartico. O
mecanismo catalitico de reacdes de hidrélise ou sintese de ésteres € composto por quatro
etapas (Figura 2), sumarizadas a seguir:

Etapa 1: O grupo hidroxila da serina é ativado pela formacdo de uma ligagdo de
hidrogénio com a histidina vizinha. Esta faz um ataque nucleofilico ao 4tomo de carbono da
carbonila do primeiro substrato, um éster, quebrando a ligacao mdo grupo C=0 e formando
o complexo do primeiro intermediario tetraédrico (I.T.).

Etapa 2: O intermediario tetraédrico € desfeito, pela regeneracao da ligagédo m (C=0)
e consequente quebra da ligagdo éster. Ocorre, entéo, a liberacdo do primeiro produto,
porcgéo alcool, cujo oxigénio recebe um préton proveniente da histidina, que age como um
acido, formando assim o intermediario enzima “acilada”.

Etapa 3: Formacéo do intermediario covalente enzima “acilada”, onde o componente
acido do substrato encontra-se esterificado com o residuo serina da enzima. O segundo
substrato, molécula de a4gua ou alcool, que se aproxima é ativado pelo residuo histidina
vizinho e o ion hidroxila resultante promove o ataque nucleofilico ao atomo de carbono da
carbonila, formando o complexo do segundo intermediario tetraédrico.

Etapa 4: Regeneracado da ligagdo 1t (C=0), desfazendo o complexo do segundo
intermediério tetraédrico (1.T.). Ocorre a liberacdo do segundo produto, acido carboxilico ou

éster, e da enzima livre.
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Figura 2: Mecanismo da reacgédo de hidrélise de ligagdes éster catalisada por lipases.
Fonte: SIMAS, 2011.

O interesse na pesquisa de lipases tem aumentado nas Ultimas décadas,
principalmente devido a sua capacidade de reconhecer uma ampla variedade de substratos,
relativa estabilidade para condi¢cbes extremas de temperatura e pH, uso de solventes
orgénicos e quimio-/régio-/enantiosseletividades. Estas propriedades permitem, quase
sempre, a catélise de reacdes com reduzida formacgao de subprodutos, reducéo dos custos
de tratamento de residuos e emprego de condi¢bes reacionais amenas de temperatura e
pressao. (PEREIRA, ZANIN, CASTRO, 2003).

21 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

O Brasil € um grande produtor agricola e dentre as fontes vegetais a soja é uma
alternativa em potencial para uso de relevancia biotecnologica.

Com suas caracteristicas climéticas e territério favoravel, além do emprego de
tecnologia de ponta, o Brasil se destaca como maior produtor mundial de soja (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2020).

Em virtude do alto potencial do Brasil na produgcédo de grdos, € de grande valor
cientifico avaliar e estudar o que nossos recursos naturais podem nos proporcionar em

relacdo ao conhecimento e saber.
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31 OBJETIVO

Este projeto teve como objetivo realizar o estudo de extracéo de lipases de gréos
de soja utilizando o ultrassom e quantificar as atividades hidroliticas das lipases extraidas.

4| DESENVOLVIMENTO

Com o objetivo de selecionar as melhores condi¢cdes de extracdo e atividades
enzimaticas, algumas variaveis foram estudadas como solvente, tempo de extracéo e
relagcdo méssica de grao de soja/solvente.

Inicialmente os solventes testados neste trabalho foram o hexano e acetona. As
razbes de grao de soja/solvente foram 40g de graos de soja triturados para 60mL, 90mL e
120mL de solvente. As extracOes foram realizadas utilizando o ultrassom nos tempos 15,
30, 45 e 60 minutos.

4.1 Procedimentos experimentais

4.1.1  Preparacédo dos grédos de soja

Os gréos de soja utilizados no presente trabalho foram adquiridos comercialmente, da
marca Viva Salute na forma innatura e a vacuo. Estes foram triturados por aproximadamente
10 minutos com o auxilio do mixer e triturador de alimentos Britania 200W.

4.1.2 Processo de extracdo da enzima

Em um Erlenmeyer, pesou-se a quantidade de gréo de soja triturado, adicionou-se o
volume do solvente desejado (acetona ou hexano) e submeteu-se a Ultrassom Ultracleaner
1600, Unique 135W a temperatura de 30°C. Passado o tempo, a mistura foi filtrada através
de uma filtragdo simples, utilizando-se um funil de vidro e papel de filiro e o filtrado foi
recolhido.

O processo de remocgao do solvente residual foi realizado por meio de evaporacao
utilizando um evaporador rotatério a vacuo. Apds a evaporacao total do solvente o extrato
bruto de lipase foi pesado e sua massa registrada.

4.1.3 Determinagéo da atividade hidrolitica
4.1.3.1 Areacdo
Em um erlenmeyer, adicionou-se 5g de azeite de oliva comercial, 2,5 mL de goma
arabica a 7% (p/v), 3mL de solugao tamp&o pH 7 e, por Gltimo, 1g de extrato bruto de lipase.

Areferente reacao foi realizada na condicao de 10% de extrato enzimatico, na relagdo m/m,
meio reacional/extrato enzimatico.
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A reacéo foi mantida a uma temperatura de 35°C por 30 minutos, com agitacdo
magnética de 800 rpm. Ap6s o término da reacdo, adicionou-se 20mL de uma mistura
acetona:etanol, na proporcéo 1:1, objetivando-se a paralisacéo da reagao.

Para a reagéo do branco, realizou-se 0 mesmo protocolo experimental, porém, sem
a adicéo do extrato enzimatico. Tais procedimentos foram realizados, de forma semelhante,
por COSTA, 2009- adaptado, na reagédo de hidrélise catalisada por lipases extraidas de
graos de trigo.

4.1.3.2 Titulagdo e calculo da atividade hidrolitica

Realizou-se, tanto para o branco quanto para a rea¢do, uma titulagdo com solugcéo
de NaOH 0,1 mol.L1 , padronizada com biftalato de potassio. O processo de titulagcéo
ocorreu até o titulado atingir pH 11.

Através da Formula 1, calculou-se o valor da atividade hidrolitica da reagéo
analisada, na qual , cada unidade de atividade hidrolitica corresponde a um pmol de acido
liberado, por minuto (COSTA, 2009- adaptado).

(Va — Vbr) * Chase * 1000
AH =
txm

Formula 1: Calculo da atividade hidrolitica

Em que:

Va : Volume de base gasto na titulacdo do meio reacional (mL)
Vbr : Volume de base gasto na titulagdo do branco (mL)
Cbase : concentracéo real da base (mol/L)

t: Tempo (min)

m: massa de extrato enzimatico (g)

AH : atividade hidrolitica (U/g)

51 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs a extracdo e evaporagéo dos solventes utilizados (acetona e hexano) o extrato
bruto de lipases foi quantificado e os resultados encontram-se nas tabelas 1 e 2 e nos
gréficos 1 e 2.
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HEXANO Massa em gramas de extrato bruto
Volume/Tempo | 15 minutos | 30 minutos| 45 minutos | 60 minutos
60mL 3,50 3,60 4,16 3,31
90mL 4,78 597 4,16 4,02
120mL 352 4,28 5,83 3,37

Tabela 1 - Massa (g) de extrato bruto de Lipase extraidos em hexano.

ACETONA Massa em gramas de extrato bruto
Volume/Tempo | 15 minutos | 30 minutos| 45 minutos | 60 minutos
60mL 3,60 4,00 4,31 4,23
90mL 2,83 4,78 5,97 6,49
120mL 3,72 5,05 7,81 5,15

Tabela 2 - Massa (g) de extrato bruto de Lipase extraidos em acetona.

Hexano

8

6
I
54 e - === 50mL
[ ] - Y
2 : == 90mL

2 120mL

0

0 15 30 45 60 75
Tempo (min)

Gréfico 1 - Massa, em gramas, de lipase bruta extraida em hexano, sob agdo de ultrassom, em
diferentes tempos de extracao e volume de solvente.
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Gréfico 2 - Massa, em gramas, de lipase bruta extraida em acetona, sob agéo de ultrassom, em
diferentes tempos de extracao e volume de solvente.

De acordo com os graficos 1 e 2 pode-se observar que, de modo geral, a quantidade
de extrato bruto obtido é diretamente proporcional ao volume de solvente utilizado. Quanto
maior o volume de solvente utilizado, maior € massa do extrato bruto obtido. Observa-
se também que a massa do extrato bruto diminui ao longo do tempo, sugerindo uma
degradacdo do mesmo com o passar do tempo da extracdo. Na extracdo realizada com a
acetona (tabela 2) foi obtida uma maior massa de extrato bruto (7,81g) quando comparado
com a extracao utilizando hexano como solvente (5,97g). Os dados obtidos estédo de acordo
com COSTA, 2009, no qual mostra que a eficiéncia do solvente orgéanico esta relacionada
a polaridade do solvente, sendo que, quanto maior a polaridade melhor é a capacidade de
extrair a enzima.

O hexano, segundo PRADO, 2014, tem uma excelente eficiéncia quando se trata
da extracdo do 6leo da soja, devido suas caracteristicas fisico-quimicas, sua apolaridade
e imiscibilidade em agua. Tais fatos justificam a massa de extrato bruto se assemelhar a
massa obtida por acetona, contudo, pelo fato de ele extrair o 6leo sem grandes impactos
em outros componentes do gréao, suas atividades enzimaticas sao baixas, por se tratar de
um extrato bruto composto em grande parte por éleo de soja.

Levando em consideracdo a extragdo com o solvente hexano o melhor custo
beneficio em relagéo a quantidade de extrato bruto obtido, foi utilizando a razao de 40g de
soja triturada para 90mL de hexano. Em contrapartida, quando avaliamos o melhor custo
beneficio no processo de extracdo com a acetona, chegamos a conclusao que a razéo de
40g de soja triturada para 120mL deste solvente foi o melhor.
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Apo6s escolha dos melhores resultados obtidos em relagdo a massa de extrato bruto
e massa de gréo de soja triturada/solvente os extratos foram analisados quanto as sua
atividades hidroliticas (AH) - tabela 3; graficos 3 e 4.

Solvente Volume Tempo 15 minutos 30minutos 45 minutos 60 minutos
AH (U/g) a5 66 55 a0
Hexano S0mL
Masa(g) 4,78 5,97 4,16 4,02
AH (U/g) a6 an 112 14
Acetona 120mL
Masa(g) 3,72 5,05 7,81 5,15

Tabela 3 - Dados das atividades hidroliticas dos extratos brutos nas condig¢des selecionadas.
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Gréfico 3 - Atividade hidrolitica da extragéo utilizando 40g de soja triturada para 90mL de
hexano.
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Grafico 4 - Atividade hidrolitica da extragéo utilizando 40g de soja triturada para 120mL de
acetona.

De acordo com os gréaficos 3 e 4 pode-se observar que o extrato bruto obtido da
extragcdo com acetona apresentou uma atividade hidrolitica bem maior quando comparada
com a extracao realizada com hexano. A maior atividade hidrolitica do hexano foi de 66U/g
no tempo de 30 minutos. Ja na extragdo com acetona a maior atividade hidrolitica foi de
112U/g em 45 minutos.

Assim, de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, estabeleceu-se o uso
da acetona como melhor solvente para extracéo das lipases de grédos de soja na propor¢ao
massa de soja triturada/volume de solvente de 40g/120 mL, em um tempo de extracéo no
ultrassom de 45 min, pois como mostram, os Graficos 2 e 4, essa condi¢cdo apresentou
melhores resultados tanto em rendimento massico quanto em atividade hidrolitica.

61 CONCLUSAO

O processo realizado neste presente trabalho mostra-se uma alternativa em
potencial de extragdo de lipases a partir de graos de soja, visto que o Brasil € o maior
produtor mundial e com prospecc¢éo de aplicacdes em diversos processos biotecnolégicos
desde a produgéo de biodiesel até na obtencao de moléculas organicas quirais. Além disso,
0 procedimento utilizado também se enquadra dentro dos parametros da quimica verde,
qualificando-0 como uma via orgénica mais limpa o qual contribuira para a sustentabilidade

do setor.
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