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Resumo: Moringa oleifera € uma planta pertencente a familia Moringaceae,
nativa da india. A composicdo rica em proteinas faz com que a mesma se
torne uma potencial fonte para obtencdo de enzimas, tais como as lipases.
Desta forma o objetivo deste trabalho foi verificar se as sementes de
Moringa oleifera apresentam como uma potencial fonte de enzimas lipases.
A atividade hidrolitica do extrato bruto enzimético foi determinada através do
meétodo titulométrico utilizando azeite de oliva como substrato. Como
resultados teve-se que a Moringa apresentou uma atividade enzimatica no
extrato bruto de Moringa, sendo aproximadamente 20X inferior a atividade
da enzima comercia, mostrando uma maior atividade lipolitica em carater
acido.

Introducao

Lipases (glicerol éster hidolases) sdo enzimas que catalisam a hidrolise
de ligacOes éster de Oleos e gorduras com diferentes especificidades e
podem, em meio organico, catalisar uma variedade de reacdes, como
esterificacdo, interesterificacdo, transesterificacio e amindlise. Essas
enzimas encontram-se distribuidas na natureza em tecidos animais e
vegetais e em biomassa microbiana.

As lipases vegetais apresentam certas vantagens com relacdo as
lipases microbianas e animais, dentre essas vantagens temos a ampla
disponibilidade, baixo custo e elevada especificidade. Tem-se que a
aplicacdo de extratos brutos de lipases vegetais € economicamente viavel,
uma vez que nao se utiliza processos custoso de purificacdo e imobilizacéo
(Santos et al., 2013), visto que as moléculas de enzima sao naturalmente
imobilizadas em materiais soélidos oriundos das sementes, possibilitando
uma fécil recuperacdo do biocatalisador apds bateladas sequenciais.

A Moringa oleifera (moringa) € a espécie indiana, mais conhecida da
familia Moringaceae, encontrada na maioria dos paises tropicais, tais como
Asia, América do Sul e Africa (Alves et al., 2010). Tem-se estudado muito
sobre a semente da moringa, uma vez que apresenta grande potencial
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coagulante no tratamento de aguas e biossorvente na remocédo de
contaminantes, mas possui pouco estudo sobre a utilizacdo dessas
sementes como fonte enzimatica. Segundo Ruttarattanamongkol et al.
(2014), uma composicao aproximadamente (base seca) de 38,36% de
proteina, 36,95% de gordura, 15,20% de carboidratos, 7,71% de fibra
dietética, 5,88% de umidade e 3,61% de cinzas. Assim, a sua composi¢ao
em lipideos e proteinas faz com que esta semente seja uma possivel
matéria-prima para a obtencao de enzimas, tais como lipases.

Materiais e métodos

No preparo do extrato bruto enzimatico foi empregada a metodologia
de Liaquat e Owusu Apenten (2000) adaptada. As sementes foram trituradas
em solucdo tampéao fosfato de sédio pH 7 100mM, mantidas a 25 °C e 250
rpm, por 30min. A razdo volume de tampao (mL) / massa de semente (Q)
utilizada no presente estudo foi de 4,5 (v/m). Um ensaio com extragdo de
24h nos pH 4 e pH 7, também foi realizado.

O extrato bruto foi submetido & determinacdo da atividade da enzima
lipase de acordo com metodologia descrita Freire et al. (1997), com
alteracdes. Em erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 9 mL de emulséao
(5% de goma arabica e 5% de azeite de oliva) em tampéao fosfato de sodio
100mM a pH 7,0. Esta mistura foi homogeneizada e nesse sistema
acrescentado 1 mL do extrato bruto enzimatico. A mistura foi mantida a 37
°C por 30 min sob agitacdo de 130 rpm. Apos a reacao foi interrompida pela
adicdo de 10 mL da solucédo de etanol 95%-agua 5% 1:1 (v/v) e os acidos
graxos liberados titulados com uma solugdo de KOH 0,02 M previamente
padronizada até o pH final 11,0. O branco foi preparado nas mesmas
condicdes, colocando-se a agua no lugar do extrato enzimatico durante a
reacdo. Variou-se o pH da solucdo em tampé&o acetato de sodio (pH 4) e
tampao fosfato de sédio (pH 7) e assim verificou-se a atividade lipolitica.

Uma unidade de atividade de hidrélise foi definia como a quantidade de
enzima que libera 1 pmol de acido graxo por minuto sob as condi¢des
citadas acima e calculada de acordo com a Eq. (1).

Atividade Lipolitica = I:U"’_U‘Eiiﬁxlmm Eqg. (1)
Em que: V,, volume da solucdo de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL);
Vg, volume da solucdo de KOH gasto na titulagdo do branco (mL); M,
molaridade da solu¢cdo de KOH; E, quantidade de extrato enzimatico
utilizado no ensaio (mL); t, tempo de reag&o (min).

Resultados e Discussao

Na determinacéo da atividade enzimatica, obtemos os volumes gastos
na titulacdo. Através destes, tragcou-se um grafico do volume (mL) pelo
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tempo (min). Fazendo o ajuste linear dos dados, encontramos o volume por
tempo e juntamente com a equacgédo 01, obteve-se as atividades enziméticas,
que estao contidas na tabela 01:

Tabela 01: Atividade enzimatica do extrato bruto da Moringa e lipase
comercial.
Extrato de Moringa Lipase Comercial
Diluicdo Atividade (U/mL) Atividade (U/mL)
Sem diluir 7,00 -
10x 22,86 -
50x 126,90 2507,60
100x 210,00 2847,80

Ao analisar a Tabela 1 pode-se verificar que a atividade enzimatica
aumentou com a crescente diluigao.

Para compararmos a atividade enzimatica do extrato bruto da Moringa,
realizou-se a medida da atividade de uma lipase comercial nas mesmas
condicbes. Comparando-se o0s resultados encontrados para enzima
comercial e para o extrato bruto de Moringa, ambas na diluicdo de 50 e 100
vezes, pode-se verificar que o extrato de Moringa apresentou uma atividade
enzimatica muito inferior em comparacéo a atividade da enzima comercial.
Porém, deve-se levar em consideracao que foi utilizado um extrato bruto da
semente de Moringa, sem qualquer etapa de purificacao.

O resultado de ensaio com extracdo da enzima por 24 h (diluicdo de
4x) encontra-se apresentado na Tabela 2.

Tabela 02: Atividade enzimatica em funcédo do pH par a 24h de extracao.

pH de extracao Atividade (U/mL)
pH 4 5,91
pH 7 0,63

Observa-se que para o pH 4 a atividade obtida foi superior aquela
obtida para extracdo em pH 7, demonstrando que a enzima tem carater mais
acido. Em pH 7 pode ter ocorrido uma desnaturacdo da enzima devido ao
tempo prolongado de extracdo, ou mesmo uma possivel hidrolise da enzima
devido a presenca de outras proteinas em solucao.

Conclusbes

Por meio deste trabalho foi possivel verificar a presenca de atividade
enzimatica no extrato bruto de Moringa, sendo aproximadamente 20X
inferior a atividade da enzima comercial. Apresentou maior atividade em pH
4, constatando que a enzima possui carater mais acido.
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