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APRESENTAÇÃO

O livro “O conhecimento científico na Química 2” apresenta artigos na área de ensino 
de química, tecnologia química, química verde, química ambiental e processos químicos. 

O e-book contem 29 capítulos, que abordam temas sobre desenvolvimento e 
aplicação de jogos didáticos, aprendizagem significativa; análise de livros didáticos; 
história da química; reaproveitamento de resíduos agroindustriais; desenvolvimento de 
novos materiais de interesse ambiental; adsorventes sustentáveis; fotocatálise, tratamento 
de água e efluentes; síntese de líquidos iônicos; hidrólise enzimática e quantificação de 
enzimas; estudos de toxicidade; análise química de óleos essenciais; aplicação de extratos 
de frutos da região amazônica na atividade enzimática; desenvolvimento de eletrodo; 
desenvolvimento de compósitos a partir de resíduos; produção de fertilizantes de liberação 
controlada; tecnologias e técnicas para aplicação de plasma em química; síntese e 
aplicação de nanotubos de carbono.

Os objetivos principais do presente livro são apresentar aos leitores diferentes 
aspectos do conhecimento científico no Brasil e suas relações esta ciência. Nos tempos 
atuais é perceptível a importância da pesquisa acadêmica no Brasil para o desenvolvimento 
de novas tecnologias, fármacos e vacinas que auxiliem no combate às doenças e na 
qualidade de vida. Dessa forma, mais uma vez a Atena Editora reúne o conhecimento 
científico em forma de ebook, destacando os principais campos de atuação da química no 
país.

Os artigos constituintes da coleção podem ser utilizados para o desenvolvimento de 
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualização 
do estado da arte nas áreas de química, tecnologia química, química ambiental e ensino 
de química.

Após esta apresentação, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre 
que necessário, a obra “O conhecimento científico na Química 2”. Desejo uma excelente 
leitura!

Érica de Melo Azevedo
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RESUMO: Lipases (EC 3.1.1.33 - triacilglicerol 
hidrolases) são enzimas da família das 
hidrolases, que apresentam uma gama de 
aplicações industriais. Sua função biológica 
consiste em realizar a catálise da reação de 
hidrólise de triglicerídeos, provenientes de 
distintas fontes de gordura, em diglicerídeos, 
monoglicerídeos e ácidos graxos. Além de 
catalisar a reação de hidrólise, a lipase também é 
muito utilizada em reações de esterificação. Sua 
alta especificidade, estabilidade em solventes 
orgânicos entre outras características, tornam a 
lipase uma enzima muito visada e estudada. Elas 
podem ser obtidas de fontes microbianas, fontes 

animais e vegetais, em que, dentre as fontes 
vegetais, a soja possui um destaque potencial no 
Brasil, já que é o maior produtor mundial, devido 
às características climáticas e território favorável 
para o cultivo deste grão. No presente trabalho, 
objetivou-se realizar a extração e quantificação 
de lipases de grão de soja, visando a seleção 
do método mais eficiente utilizando o ultrassom 
neste processo.
PALAVRAS-CHAVE: Lipase, soja, extração, 
biocatálise.

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.

http://lattes.cnpq.br/4289800455441549
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1 | 	INTRODUÇÃO

1.1	 Lipase
Lipases (EC 3.1.1.33 - triacilglicerol hidrolases) são enzimas da família das hidrolases 

muito utilizadas na indústria alimentícia, farmacêutica, têxtil, no tratamento de efluentes e 
reutilização de resíduos agrícolas (VAZ; CHOUPINA, 2012). Sua principal aplicação está 
em realizar a catálise da reação de hidrólise de triglicerídeos, provenientes de distintas 
fontes de gordura, em diglicerídeos, monoglicerídeos e ácidos graxos (BONFIM; PRADO; 
VASCONCELOS, 2017). 

 Em adição a sua singular função de hidrolisar ligações ésteres, as lipases também 
são muito utilizadas em reações de esterificação, amidação ou transesterificação, tanto em 
meio aquoso, como na presença de solventes orgânicos (Figura 1). Sua alta especificidade, 
estabilidade em solventes orgânicos entre outras características, tornam a lipase uma 
enzima muito visada e estudada (STERGIOU et. al, 2013).

Figura 1: Reações catalisadas por lipases: a) hidrólise de éteres; b) esterificação; c) amidação; 
d) transesterificação.

Fonte: Autor

1.1.1	 Aspectos gerais
1.1.1.1 Fontes de obtenção

As lipases são distribuídas entre os animais superiores, micro-organismos e vegetais, 
desempenhando um papel chave na reserva biológica de lipídeos. Elas são utilizadas como 
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enzimas digestivas para facilitar não só a transmissão, a partir de um organismo para outro, 
mas também a deposição e mobilização de gordura, que é usada como um reservatório 
de energia dentro do organismo. As lipases também estão envolvidas no metabolismo 
dos lipídeos intracelulares e, por conseguinte, são importantes para o funcionamento das 
membranas biológicas. Dentre os animais superiores, destacam-se as lipases lácteas 
e pancreáticas - extraídas de suínos, cabras, ovelhas e bezerros (SHARMA; CHISTI; 
BANERJEE, 2001). No reino vegetal, as principais lipases são extraídas principalmente da 
soja, centeio e algodão. Por sua vez, as lipases obtidas pela extração de micro-organismos 
são as mais utilizadas em virtude da grande variedade de fontes, fácil manipulação genética, 
ausência de flutuação sazonal, rápido cultivo dos micro-organismos, utilização de meios de 
baixo custo e, principalmente, pela sua maior estabilidade frente às obtidas de plantas e 
animais (BONFIM; PRADO; VASCONCELOS, 2017),(COSTA, 2009).

De acordo com Kapoor; Gupta, 2012, lipases são amplamente encontradas em 
plantas, animais e micro-organismos e são obtidas tanto por extração 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 extração de sementes, 
estas podem apresentar propriedades muito distintas entre si. Essas características 
enzimáticas podem ser afetadas por uma série de fatores, tais como: temperatura, pH, 
umidade, estabilidade frente a condições adversas como a presença de solventes 
orgânicos, sensibilidade a íons, dentre outros. Dessa forma, o conhecimento prévio das 
propriedades catalíticas das enzimas é de extrema importância, já que estas informações 
facilitam não só a compreensão do mecanismo, como a estabilidade durante a reação 
enzimática  (LUZ, 2014).

1.1.1.2 Efeito do pH e da temperatura

Devido à natureza protéica, as enzimas são altamente sensíveis a variações de pH 
e temperatura. O efeito do pH sobre a enzima deve-se às variações no estado de ionização 
dos componentes do sistema a medida que o pH varia. De forma geral, as lipases são 
ativas na faixa de pH de 4-11, entretanto, apresentam pH ótimo entre 5-9 (LUZ, 2014), 
porém, algumas exceções podem ser encontradas. A lipase de Pseudomonas fluorescens 
SIK W1, por exemplo, apresenta um pH ótimo em torno de 4- 8 (CAINELLI et al., 2000).

Em relação à temperatura, a maioria das lipases apresenta atividade ótima na faixa 
de 30 a 40ºC. Embora a estabilidade varie consideravelmente em função da origem e 
isoformas produzidas pela mesma cepa, a termoestabilidade é uma das características 
requeridas para as enzimas com potencial para aplicação industrial. Altas temperaturas 
podem provocar a desnaturação, ocasionando mudanças nas estruturas terciárias e 
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quaternárias da proteína, fazendo com que a enzima passe de uma conformação ativa, a 
uma conformação desprovida de atividade catalítica  (KUHN, 2010).

1.1.1.3 Estabilidade em solventes orgânicos

Por muitos anos a utilização de enzimas em meio aquoso foi extensivamente 
empregada em processos catalíticos, contudo seu uso tornou-se limitado pelo fato da baixa 
solubilidade dos substratos em água (LIU et al.,2006). O uso de solventes orgânicos em 
reações enzimáticas superou os problemas de solubilidade, além de conferir vantagens 
como: facilitar a recuperação do produto e suprimir reações indesejáveis que ocorrem em 
meios aquosos (CAINELLI et al.,2000).

Ao selecionar um biocatalisador para determinada reação enzimática, o tipo de 
solvente, a quantidade de água e a solubilidade dos substratos e produtos devem ser 
avaliados e otimizados. A quantidade de água pode ser o componente mais importante 
quando o biocatalisador é utilizado em meio orgânico (KLIBANOV, 1989). Uma quantidade 
mínima de água, que é dependente do tipo de solvente e das características do suporte 
utilizado, é absolutamente necessária para a solvatação da enzima ou dos substratos e 
produtos. Entretanto, o excesso de água pode favorecer a reação de hidrólise e não de 
esterificação. Cabe ressaltar que as enzimas necessitam de uma pequena quantidade de 
água para reter a sua integridade estrutural através da conformação tridimensional ativa, 
mesmo quando estão ligadas covalentemente a um suporte (CAINELLI et al.,2000).

As lipases também são muito utilizadas como catalisadores de reações 
estereosseletivas. O efeito do solvente sobre a enantiosseletividade das lipases vêm sendo 
objeto de estudo de vários grupos de pesquisa. O solvente pode alterar a especificidade, 
quimiosseletividade, regiosseletividade, seletividade pró-quiral e enantiosseletividade das 
lipases e outras hidrolases. O fato de que muitas enzimas mantêm atividade catalítica em 
solventes orgânicos não possui explicação simples. A hipótese correntemente aceita é de 
que, quando a enzima é colocada em um solvente orgânico anidro, esta é cineticamente 
congelada no estado nativo. Isto ocorre em parte devido à baixa constante dielétrica 
do meio, que produz uma maior efetividade nas forças eletrostáticas responsáveis pela 
manutenção da estrutura enzimática (CAINELLI et al.,2000).

De um modo geral, o parâmetro mais comum utilizado na correlação entre solvente 
e atividade da lipase é a hidrofobicidade do solvente, que pode ser definido pelo coeficiente 
de partição (relação das concentrações da substância no sistema octanol/água). No 
entanto, uma correlação mais específica pode ser descartada, já 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 padrão conformacional comum, caracterizado como conformação a/b 
hidrolase, composto de uma seqüência de (α)-hélices e folhas b-pregueadas.

O sítio catalítico das lipases é composto por uma tríade catalítica (G-X1-S-X2-G), 
onde G= glicina; S= Serina; X1=  histidina  e X2=  ácido  glutâmico ou aspártico. O 
mecanismo catalítico de reações de hidrólise ou síntese de ésteres é composto por quatro 
etapas (Figura 2), sumarizadas a seguir:

Etapa 1: O grupo hidroxila da serina é ativado pela formação de uma ligação de 
hidrogênio com a histidina vizinha. Esta faz um ataque nucleofílico ao átomo de carbono da 
carbonila do primeiro substrato, um éster, quebrando a ligação  π do grupo C=O e formando 
o complexo do primeiro intermediário tetraédrico (I.T.).

Etapa 2: O intermediário tetraédrico é desfeito, pela regeneração da ligação π (C=O) 
e conseqüente quebra da ligação éster. Ocorre, então, a liberação do primeiro produto, 
porção álcool, cujo oxigênio recebe um próton proveniente da histidina, que age como um 
ácido, formando assim o intermediário enzima “acilada”.

Etapa 3: Formação do intermediário covalente enzima “acilada”, onde o componente 
ácido do substrato encontra-se esterificado com o resíduo serina da enzima. O segundo 
substrato, molécula de água ou álcool, que se aproxima é ativado pelo resíduo histidina 
vizinho e o íon hidroxila resultante promove o ataque nucleofílico ao átomo de carbono da 
carbonila, formando o complexo do segundo intermediário tetraédrico.

Etapa 4: Regeneração da ligação π (C=O), desfazendo o complexo do segundo 
intermediário tetraédrico (I.T.). Ocorre a liberação do segundo produto, ácido carboxílico ou 
éster, e da enzima livre.
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Figura 2: Mecanismo da reação de hidrólise de ligações éster catalisada por lipases.

Fonte: SIMAS, 2011.

O interesse na pesquisa de lipases tem aumentado nas últimas décadas, 
principalmente devido à sua capacidade de reconhecer uma ampla variedade de substratos, 
relativa estabilidade para condições extremas de temperatura e pH, uso de solventes 
orgânicos e quimio-/régio-/enantiosseletividades. Estas propriedades permitem, quase 
sempre, a catálise de reações com reduzida formação de subprodutos, redução dos custos 
de tratamento de resíduos e emprego de condições reacionais amenas de temperatura e 
pressão. (PEREIRA, ZANIN, CASTRO, 2003).

2 | 	JUSTIFICATIVA DO TRABALHO
O Brasil é um grande produtor agrícola e dentre as fontes vegetais a soja é uma 

alternativa em potencial para uso de relevância biotecnológica.
Com suas características climáticas e território favorável, além do emprego de 

tecnologia de ponta, o Brasil se destaca como maior produtor mundial de soja (INSTITUTO 
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA - IBGE, 2020). 

Em virtude do alto potencial do Brasil na produção de grãos, é de grande valor 
científico avaliar e estudar o que nossos recursos naturais podem nos proporcionar em 
relação ao conhecimento e saber. 
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3 | 	OBJETIVO
Este projeto teve como objetivo realizar o estudo de extração de lipases de grãos 

de soja utilizando o ultrassom e quantificar as atividades hidrolíticas das lipases extraídas.

4 | 	DESENVOLVIMENTO 
Com o objetivo de selecionar as melhores condições de extração e atividades 

enzimáticas, algumas variáveis foram estudadas como solvente, tempo de extração e 
relação mássica de grão de soja/solvente.

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

4.1	 Procedimentos experimentais

4.1.1	 Preparação dos grãos de soja

Os grãos de soja utilizados no presente trabalho foram adquiridos comercialmente, da 
marca Viva Salute na forma in natura e à vácuo. Estes foram triturados por aproximadamente 
10 minutos com o auxílio do mixer e triturador de alimentos Britânia 200W.

4.1.2	 Processo de extração da enzima

Em um Erlenmeyer, pesou-se a quantidade de grão 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 filtração simples, utilizando-se um funil de vidro e papel de filtro e o filtrado foi 
recolhido. 

O processo de remoção do solvente residual foi realizado por meio de evaporação 
utilizando um evaporador rotatório a vácuo. Após a evaporação total do solvente o extrato 
bruto de lipase foi pesado e sua massa registrada.

4.1.3	 Determinação da atividade hidrolítica 
4.1.3.1 A reação

Em um erlenmeyer, adicionou-se 5g de azeite de oliva comercial,  2,5 mL de goma 
arábica a 7% (p/v), 3mL de solução tampão pH 7 e, por último, 1g de extrato bruto de lipase. 
A referente reação foi realizada na condição de 10% de extrato enzimático, na relação m/m, 
meio reacional/extrato enzimático.
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A reação foi mantida a uma temperatura de 35oC por 30 minutos, com agitação 
magnética de 800 rpm. Após o término da reação, adicionou-se 20mL de uma mistura 
acetona:etanol, na proporção 1:1, objetivando-se a paralisação da reação.

Para a reação do branco, realizou-se o mesmo protocolo experimental, porém, sem 
a adição do extrato enzimático. Tais procedimentos foram realizados, de forma semelhante, 
por COSTA, 2009- adaptado, na reação de hidrólise catalisada por lipases extraídas de 
grãos de trigo.

4.1.3.2 Titulação e cálculo da atividade hidrolítica

Realizou-se, tanto para o branco quanto para a reação, uma titulação com solução 
de NaOH 0,1 mol.L-1 , padronizada com biftalato de potássio. O processo de titulação 
ocorreu até o titulado atingir pH 11.

Através da Fórmula 1, calculou-se o valor da atividade hidrolítica da reação 
analisada, na qual , cada unidade de atividade hidrolítica corresponde a um μmol de ácido 
liberado, por minuto (COSTA, 2009- adaptado).

Fórmula 1: Cálculo da atividade hidrolítica

Em que:
Va : Volume de base gasto na titulação do meio reacional (mL)
Vbr : Volume de base gasto na titulação do branco (mL)
Cbase : concentração real da base (mol/L)
t: Tempo (min)
m: massa de extrato enzimático (g)
ΔH : atividade hidrolítica (U/g)

5 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
Após a extração e evaporação 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 
gráficos 1 e 2.
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Tabela  1 - Massa (g) de extrato bruto de Lipase extraídos em hexano.

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

Gráfico 1 - Massa, em gramas, de lipase bruta extraída em hexano, sob ação de ultrassom, em 
diferentes tempos de extração e volume de solvente.
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Gráfico 2 - Massa, em gramas, de lipase bruta extraída em acetona, sob ação de ultrassom, em 
diferentes tempos de extração e volume de solvente.

De acordo com os gráficos 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 é massa do extrato bruto obtido. Observa-
se também que a massa do extrato bruto diminui ao longo do tempo, sugerindo uma 
degradação do mesmo com o passar do tempo da extração. Na extração realizada com a 
acetona (tabela 2) foi obtida uma maior massa de extrato bruto (7,81g) quando comparado 
com a extração utilizando hexano como solvente (5,97g). Os dados obtidos estão de acordo 
com COSTA, 2009, no qual mostra que a eficiência do solvente orgânico está 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 eficiência quando se trata 
da extração do óleo da soja, devido suas características físico-químicas, sua apolaridade 
e imiscibilidade em água. Tais fatos justificam a massa de extrato bruto se assemelhar a 
massa obtida por acetona, contudo, pelo fato de ele extrair o óleo sem grandes impactos 
em outros componentes do grão, suas atividades enzimáticas são baixas, por se tratar de 
um extrato bruto composto em grande parte por óleo de soja.

Levando em consideração a extração com o solvente hexano o melhor custo 
benefício em relação a quantidade de extrato bruto obtido, foi utilizando a razão de 40g de 
soja triturada para 90mL de hexano. Em contrapartida, quando avaliamos o melhor custo 
benefício no processo de extração com a acetona, chegamos a conclusão que a razão de 
40g de soja triturada para 120mL deste solvente foi o melhor. 
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Após escolha dos melhores resultados obtidos em relação a massa de extrato bruto 
e massa de grão de soja triturada/solvente os extratos foram analisados quanto às sua 
atividades hidrolíticas (AH) -  tabela 3; gráficos 3 e 4.

Tabela  3 - Dados das atividades hidrolíticas dos extratos brutos nas condições selecionadas.

Gráfico 3 -  Atividade hidrolítica da extração utilizando 40g de soja triturada para 90mL de 
hexano.
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Gráfico 4 -  Atividade hidrolítica da extração utilizando 40g de soja triturada para 120mL de 
acetona.

De acordo com os gráficos 3 e 4 pode-se observar que o extrato bruto obtido da 
extração com acetona apresentou uma atividade hidrolítica bem maior quando comparada 
com a extração realizada com hexano. A maior atividade hidrolítica do hexano foi de 66U/g 
no tempo de 30 minutos. Já na extração com acetona a maior atividade hidrolítica 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 extração das lipases de grãos de soja na proporção 
massa de soja triturada/volume de solvente de 40g/120 mL, em um tempo de extração no 
ultrassom de 45 min, pois como mostram, os Gráficos 2 e 4, essa condição apresentou 
melhores resultados tanto em rendimento mássico quanto em atividade hidrolítica. 

6 | 	CONCLUSÃO
O processo realizado neste presente trabalho mostra-se uma alternativa em 

potencial de extração de lipases a partir de grãos de soja, visto que o Brasil é o maior 
produtor mundial e com prospecção de aplicações em diversos processos biotecnológicos 
desde a produção de biodiesel até na obtenção de moléculas orgânicas quirais. Além disso, 
o procedimento utilizado também se enquadra dentro dos parâmetros da química verde, 
qualificando-o como uma via orgânica mais limpa o qual contribuirá para a sustentabilidade 
do setor.
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