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RESUMO

A atividade larvicida do extrato aquoso de sementes de Moringa oleifera Lam. contra Ae-
des aegyptija fol avaliada. Contudo, ainda néo foram avaliados os efeitos biologicos do
oleo de Moringa oleiferalLam. obtido por extracao por Soxhlet e dos acidos graxos (AGLs)
sobre ovos e larvas de Aedes aegypti. Os acidos graxos (AGLs) foram obtidos por reacao
de hidrolise enzimatica, usando dois tipos de biocatalisadores: lipase de Candidarugosa
(LCR) e a Eversa® Transform 2.0. A conversdo de AGLs na reacdo de hidrolise do dleo foi
de 80% com a LCR e 40% com a Eversa® Transform 2.0. Neste trabalho, os efeitos biolo-
gicos oOleo e o AGLs sobre ovos e larvas foram avaliados, mas nao demonstraram efeitos
larvicidas sobre Aedes aegypti. Portanto, o extrato aquoso tem propriedades larvicidas
pode conter compostos bioativos polares, como proteinas, alcaloides, saponinas ou fla-
vonoides. Ja estes compostos podem néo ser extraidos ou podem estar presentes em
concentracdes muito baixas no oleo extraido por Soxhlet e AGLs. Logo, o acido oleico e
linoleico presentes no de Moringa oleifera Lam. e na mistura de AGLs sdo importantes
para a saude cardiovascular e a funcao celular.
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ABSTRACT

The larvicidal activity of the aqueous extract of Moringa oleifera seeds against Aedes
aegypti has been evaluated. However, the biological effects of Moringa oleifera Lam.
oil obtained by Soxhlet extraction and the fatty acids (AGLs) on Aedes aegypti eggs
and larvae have not yet been assessed. The fatty acids (AGLs) were obtained through
enzymatic hydrolysis using two types of biocatalysts: Candida rugosa lipase (LCR)
and Eversa® Transform 2.0. The conversion of AGLs in the hydrolysis reaction of the
oil was 80% with LCR and 40% with Eversa® Transform 2.0. This study evaluated the
biological effects of the oil and AGLs on eggs and larvae, but no larvicidal effects on
Aedes aegypti were demonstrated. Therefore, the aqueous extract, which has larvi-
cidal properties, may contain polar bioactive compounds such as proteins, alkaloids,
saponins, or flavonoids. These compounds may not be extracted or may be present
in very low concentrations in the oil extracted by Soxhlet and AGLs. Hence, oleic and
linoleic acids present in Moringa oleifera Lam. and the AGL mixture are important for
cardiovascular health and cellular function.
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1 INTRODUCAO

As problematicas ambientais atuais e a crescente resisténcia dos vetores aos
inseticidas convencionais impulsionam a busca por alternativas ecologicamente cor-
retas no controle de pragas, como o Aedes aegypti vetor de doengas graves como
dengue, zika e chikungunya (De Jesus Santos et al, 2022). Nesse contexto, surgem
iniciativas que visam explorar matérias-primas vegetais renovaveis para obter bio-
produtos biodegradaveis com potencial de atividade bioldgica, incluindo atividade
larvicida, com aplicacdes variadas em saude publica (Bancessi et al, 2020).

Entre as matérias-primas, destaca-se a Moringa oleifera Lam., uma planta com
alto valor nutritivo e rica em compostos bioativos. Essas substancias, presentes em
diferentes partes da planta, como folhas, casca, caule e sementes, possuem proprie-
dades bioldgicas, incluindo potencial antimicrobiano, larvicida, entre outros (Ferreira
et al, 2009; Kumar et al, 2022).

A extracdo do oleo das sementes da Moringa oleiferalLam., € um aspecto central,
pOois seus componentes majoritarios, como o acido oleico, que esta presente em sua
composicao em tormo de 70% dos acidos graxos totais, tém demonstrado proprieda-
des bioldgicas por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (Ferreira et al,
2009; Abdulmalek; Yan, 2022). Embora Ferreira et al. (2009) ndo se concentra na ativi-
dade do acido oleico como um dos compostos bioativos da planta e seus potenciais
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propriedades benéficas como a atividade larvicida do extrato aquoso de sementes de
Moringa oleifera Lam. frente ao Aedes aegypti.

Apesar de uma grande gama de compostos metabdlicos com acdo biologica para
a producdo de novos bioprodutos, outro aspecto relevante que se deve observar é a
escolha da técnica de extracdo do 6leo vegetal, o que pode partir de técnicas conven-
cionais, como a extracdo por Soxhlet, e ndo convencionais, como a extracado em meio
aquoso (Jha; Sit, 2022). Cada técnica tem um principio diferente, e essa diferenca entre
as técnicas pode alterar a composicao final do oleo extraido, principalmente quando se
visa aplica¢des biologicas, onde na maioria dos casos, 0s compostos bioativos respon-
saveis por atividades biologicas sdo termosensiveis (De Sousa et al, 2024).

Por exemplo, a extracdo em meio aquoso pode preservar compostos hidrosso-
luveis e bioativos que podem ser sensiveis ao calor, enquanto a extracdo por Soxhlet,
sendo uma técnica baseada em solventes orgéanicos, pode extrair compostos lipofi-
licos, mas também pode afetar a estabilidade de alguns bioativos. Essa caracteristica
pode tornar uma técnica de extracdo ndo vantajosa para seu uso em determinadas
aplicacdes, onde o oleo pode perder parte acdo bioldgica, reduzindo as proprieda-
des antimicrobianas de Moringa. Trabalhos na literatura ja abordaram a mudanca de
compostos quando se utilizam diferentes técnicas de extracao (Kessler et al, 2024).

Embora a literatura indique que dleos vegetais podem atuar como inseticidas
sustentaveis, minimizando impactos ambientais e mostrando eficacia contra Aedes
aegypti, a aplicacéo especifica do dleo de Moringa oleifera Lam. ainda é limitada.
Este trabalho visa preencher essa lacuna ao explorar o potencial larvicida do Oleo e
seus derivados, como produtos advindo de reacdes enzimaticas, especialmente con-
siderando suas possiveis vantagens como biodegradabilidade e baixa toxicidade para
organismos nao-alvo, como Artemia salina (Hu et al, 2019).

Neste sentido, a biotransformacao do oleo de Moringa oleifera Lam. por meio de
reacdes enzimaticas, como a reacdo de hidrolise, representa uma alternativa para a gera-
cdo de bioprodutos com potencial larvicida. Diante disso, este estudo tem como objetivo
principal avaliados os efeitos bioldgicos do oleo de Moringa oleifera Lam. obtido por ex-
tracdo por Soxhlet e dos acidos graxos (AGL) sobre ovos e larvas de Aedes aegypti

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 EXTRACAO DO OLEO POR SOXHLET

As sementes maduras de Moringa oleifera Lam., foram cedidas pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). No laboratério as sementes foram
selecionadas, descascadas, limpas de impurezas (galhos, cascas e folhas), secas na es-
tufa a 100°C por 5 horas e por fim maceradas. Na sequéncia foi conduzida a extracdo
em aparelho Soxhlet por até 8 horas, utilizando 200 mL de n-hexano, como descrito
por Bhutada (2016). O rendimento de extracdo (%) do oleo foi definido como a massa
de dleo extraida (g) em funcdo da massa de semente de moringa usada na extracdo
(g) vezes cem, conforme a Equacéo 1.
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Massa de 6leo (g) -
Rendimento de extracio (%) = - x100% (1)
Massa de sementes de moringa (g)

2.2 REACAO DE HIDROLISE

A reacéo de hidrolise enzimatica do dleo de semente de Moringa oleifera Lam.
foi realizada empregando a lipase Eversa® Transform 2.0 (ET 2.0) e a lipase de Candida
rugosa (LCR) em suas formas livres. O processo foi realizado em reator tipo tanque
agitado, a 37°C, 1000 rpm, com 25% do meio reacional composto por oleo de Moringa
oleifera Lam. e 75% de agua ultrapura, por um tempo reacional total de 120 min, con-
tendo 550 U/g,__ de biocatalisador, de acordo com o descrito por Barbosa et al. (2019).

As amostras do meio reacional foram coletadas ao longo do tempo em reci-
pientes adequados e posteriormente foram preparadas para caracterizacdo do produ-
to. Os acidos graxos obtidos foram titulados com solugdo de NaOH 40 mmol/L, com
fenolftaleina como indicador de pH. O grau de hidrolise foi definido pela Equacéo 2:

Viaow X 1000 X My o X MM,g
mx f

(2)

Hidrélise (%) = x 100"

Onde: V., € o volume da solucéo de hidroxido de sédio requerida durante a
titulagdo. M _,, € a concentracdo de NaOH (40 mmol/L), MM, . € a massa molecular
meédia dos acidos graxos de Moringa oleifera Lam., m é a massa da amostra (g) ef é a
fracdo do dleo no comeco da reacéo (%m/m).

A produtividade para determinacdo da quantidade de acidos graxos produzidos
pela quantidade de enzima utilizada, foi calculada seguindo a metodologia de Silva

(2022) por meio da Equacéo 3.

m, X H x 10* (3)
MMAG Xt X Mg

Produtividade (umol/hg) =

Onde: m_¢€ amassa de Oleo utilizada (g); H € o grau de hidrolise (%); t € o tempo
reacional (h); m_¢& amassa de enzima utilizada (g) e MM, _ € a massa molecular media
dos acidos graxos do 6leo de Moringa.

2.3 PURIFICACAO DOS ACIDOS GRAXOS LIVRES

A purificacdo do acido graxo livres (AGL) foi concluida com a transferéncia do
produto para um funil de decantacdo e a fase superior lavada por cinco vezes com
uma carga de agua destilada fervente (razdo de volume 1:2). Em seguida, a fase or-
ganica (acido graxo) foi separada da fase aquosa (agua glicerol e biocatalisador). Fi-
nalmente, a fase organica foi transferida para uma coluna recheada com la de vidro
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e sulfato de sodio anidro para remocado das moléculas de agua restantes (Barbosa et
al, 2021).

2.4. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER

As amostras de oleo de Moringa e acidos graxos foram analisadas por Espectros-
copia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), conduzidas a 25 °C em es-
pectrébmetro modelo FTIR Cary 630 (Agilent Technologies, Alemanha) equipado com um
acessorio ATR, utilizando o método de transmissao na faixa de comprimento de onda
entre 4000 e 650 cm?, com 32 varreduras e resolucdo de 4 cm* (SOUZA et al, 2024).

2.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA
FRENTE AS LARVAS AEDES AEGYPTI

Os ovos de Aedes aegypti da cepa Rockefeller, foram obtidos do insetario do
Laboratorio de Entomologia e Parasitologia Tropical (LePat) da Universidade Federal
de Sergipe. Para os ensaios, as tiras de papel contendo os ovos foram submersas em
um recipiente retangular com agua e aproximadamente 200 mg de racao de peixes.
O recipiente fol mantido no Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos do Instituto
de Tecnologia e Pesquisa/UNIT, sob temperatura controlada (26-28 °C) para permitir a
ecloséo e o desenvolvimento das larvas por quatro dias, até atingirem o estagio L3/L4.

A atividade larvicida foi avaliada utilizando solucdes aquosas de oleo e acidos
graxos. Inicialmente, 100 mg de 6leo e acidos graxos foram dispersos separadamente
em 0,25 mL Tween 80 em um becker de 10 mL, aos quais foram adicionados 4,75 mL
de agua destilada para obter solucdes padrao de 20.000 ppm. Essas solug¢des foram
entdo diluidas para preparar 100 mL de solucdes aquosas com concentracdes varian-
do de 5 a 70 ppm. Para cada ensaio, 20 larvas de Aedes aegypti (cepa Rockfeller L3/
L4) foram expostas a essas solucdes em copos descartaveis contendo 100 mL de agua
mineral. Como controle, utilizou-se uma solucdo aquosa de 0,1 mL Tween 80 em 19,9
mL de agua. Apos 24 horas de exposicéo foi contabilizado o numero de larvar mortas.
Os ensaios foram realizados em triplicata, sob temperatura ambiente (De Jesus Santos
etal, 2022; SANTCOS et al, 2020).

3 RESULTADOS

3.1 OBTENCAO DE AGLS POR REACAO DE HIDROLISE
ENZIMATICA DO OLEO DE MORINGA OLEIFERALAM

O processo de extracdo do oleo das sementes de Moringa oleifera Lam. por
Soxhlet foi realizado utilizando hexano como solvente. Apos a extracao, verificou-se
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que a fracdo de oleo representa cerca de 44+ 0,2% em base seca do peso total das
sementes de Moringa oleifera Lam. O rendimento de extracdo esta de acordo com
os estudos realizados por Barbosa et al. (2021). Os AGLs obtidos da reacdo hidrolise
enzimatica do 6leo de Moringa foi realizado de acordo com o descrito no estudo de
Barbosa et al (2019 e 2021), com modificacdes. A reacédo foi conduzida por um tem-
po reacional total de 120 minutos, utilizando as lipases de Candida rugosa e Eversa®
Transform 2.0. A conversdo de AGLs na reacdo de hidrolise do dleo foi de 80% com a
LCR e 40% com a Eversa® Transform 2.0, conforme descrito na Figura 1.

Figura 1 — (A) Conversao e (B) produtividade das lipases para 120 minutos de reacéo
(A ] o

100

-

SEEEE

Produtividade fumol/h.g)

Comversie (%]
c % 8 8 B

| | |

LCR ET20 LR ET0

Fonte: Proprios autores, 2024.

O acido oleico e linoleico dos AGL possui possuem beneficios para a saude,
incluindo as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias presentes na planta (Ku-
mar et al, 2022). Contudo neste estudo sera avaliado o potencial de atividade larvici-
da do dleo extracdo por Soxhlet e dos AGLs frente ao Aedes aegypti.

3.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER

A Figura 2 apresenta o espectro das analises de Espectroscopia no infraverme-
lho por transformada de Fourier (FTIR), utilizado para analisar os principais grupos
funcionais presentes no oleo extraido das sementes de Moringa oleifera Lam e da
biotransformacéo do 6leo de Moringa em AGL.

Figura 2 — Comparativo da modificacdo dos espectros de FTIR dos AGLs (vermelho)
produzidos na hidrolise em relagdo ao oleo de Moringa (verde)
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= 1 84M) 1750 1700 1650

Ciéncias Bioldgicas e de Saude Unit | Aracaju | v.8 | n.3 | p. 152-163 | Novembro 2024 | periodicos.set.edu.br



158 | Cadernos de Graduacio

3.3 ATIVIDADE LARVICIDA EM AEDES AEGYPTI

A atividade larvicida do ¢leo e dos acidos graxos livres (AGL) sobre as larvas
de Aedes aegypti foi avaliada, mas os resultados indicam que ndo houve efeitos
larvicidas significativos, como demonstrado nas regides destacadas em vermelho.
Na Figura 3 pode-se observar a baixa mortalidade e larvas ao se utilizar o os acidos
graxos livres. Na imagem (A) representa a amostra com o6leo de Moringa no inicio
do processo, as larvas estdo vivas.

Na imagem (B) apos 24 horas de exposicdo ao 6leo de Moringa, ha pouca mor-
talidade observada, com apenas uma larva destacada, amostra com acidos graxos no
inicio do processo na imagem (C) permanecem vivas e por fim a imagem (D) apds
24 horas de exposicdo aos acidos graxos livres, observa-se novamente uma baixa
mortalidade, com uma unica larva identificada. Esses resultados sugerem que, nas
condi¢cdes experimentais utilizadas, o 6leo de Moringa e os acidos graxos livres ndo
apresentaram uma atividade larvicida eficaz contra as larvas do Aedes aegypti.

Figura 3 — Fotos dos ensaios de atividade larvicida. (A) Amostra com dleo de Moringa no
inicio do processo, (B) amostra com oleo de Moringa apos as 24 horas, (C) amostra com
acidos graxos no inicio do processo, (D) amostra com acidos graxos apos as 24 horas

Fonte: Proprios autores, 2024.
4 DISCUSSAO

4.1 HIDROLISE ENZIMATICA DO OLEO DE MORINGA OLEIFERA LAM.

Por intermédio da analise da Figura 1, observa-se que a ET. 2.0 alcancou a conversao
de hidrdlise de 40% em 120 minutos de reacdo, enquanto a LCR atingiu uma conversao
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meédia de 80% no mesmo periodo de tempo. Resultados os quais corroboram com estudos
ja descritos na literatura, onde a ET. 2.0 é caracterizada como especifica nas regides 1,3 e
com menor afinidade em meios aquosos, 0 que justifica a baixa conversao identifica, visto
que menos de 50% dos triglicerideos foram convertidos em AGL (Almeida et al, 2018).
Ademais, um outro fator de impacto € a sensibilidade destas lipases livres a
temperatura, pH, efeitos dos ions e os reagentes quimicos, os quais acabam nao favo-
recendo a conversao total do oleo em AGL (Mendes; Soares; Tardioli, 2023). Os resul-
tados obtidos indicam que a lipase de Candida rugosa apresentou uma maior afini-
dade pelo meio reacional, consequentemente tendo uma produtividade e conversao
quase que o dobro da ET 2.0, mostrando-se como a lipase mais eficiente para essa
reacdo de hidrolise do oleo de Moringa oleiferalLam. A literatura ja aborda tal compor-
tamento da LCR na hidrolise do 6leo de Moringa, confirmando que o comportamento
identificado no estudo esta dentro do esperado (Barbosa et al, 2019; 2021).

4.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER

De acordo com o espectro de IV (infravermelho), foram observados os principais
perfis espectroscopicos do oleo de Moringa oleifera Lam. e do produto da hidrdlise
purificado, ambos representados na Figura 2. A técnica de FTIR consegue apresentar o
perfil espectroscopico do material submetido a analise, permitindo obter informacdes
de quais tipos de interagdo estdo presentes na amostra segundo um certo compri-
mento de onda, que € expresso pPor uma excitacao nessa regido (Santos et al, 2021).

Uma area de interesse para justificar as mudancas entre as etapas de extracéo e
a reacao de hidrolise é a regido entre o comprimento de onda 3500-3300 cm, ban-
da essa que esta relacionada com a presenca de grupos hidroxilas (O-H), e pode se
notar uma diminuicdo na transmitancia (aumento da banda), quando comparado os
espectros do dOleo e do acido graxo, devido a possivel presenca de agua no produto
da hidrolise (Petit; Puskar, 2018). A banda da regido de 3000 até 2800 cm™ é represen-
tada pelo estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo C-H, indicando a presenca
de grupos metil (CH3), metileno (CH2), e metino (CH), o que nos produtos obtidos
apresenta a presenca dessa interacao (Santos et al, 2021).

Ademais, a regido entre =1750 até 1690 cm ™ representa ligacdes carbonila (C=0)
que estdo presentes no oOleo e no produto de hidrdlise, entretanto, a banda de esti-
ramento para cada um tem uma intensidade diferente (éleo = 1744 cm?, AGL = 1708
cm?), em funcdo da biotransformacédo entre a etapa de extracdo e reacdo hidrolise,
com a respectiva etapa de purificacdo do acido graxo (DE CARVALHO et al, 2020).

4.3 ATIVIDADE LARVICIDA EM AEDES AEGYPTI

Apos a obtencdo do oleo da Moringa oleifera Lam e do AGL, foi realizada a
avaliacdo do potencial larvicida de desses produtos. Inicialmente, foram realizados
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ensaios em triplicata com concentracdes variando entre 5 ppm e 70 ppm para cada
produto testado, visando determinar a concentracao letal média (CL 50) que resulta-
ria em 50% de mortalidade das larvas em um periodo de 24h. No entanto, os produtos
analisados ndo apresentaram atividade larvicida em nenhuma das concentracdes tes-
tados ndo demonstraram atividade larvicida em nenhuma das concentracdes analisa-
das, conforme mostrado na Figura 3.

Estes resultados indicam que o método de extracdo utilizado especificamente a
extracdo por refluxo, pode ter influenciado negativamente a presenca ou integridade
dos metabodlitos secundarios, incluindo compostos fenolicos conjugados e livres. Dessa
maneira, alterando o dleo em varios aspectos, incluindo a composicdo de AGL, a esta-
bilidade oxidativa e a bioatividade, comprometendo tanto o valor nutricional quanto a
eficacia em atividades biologicas especificas, como a larvicida (De Sousa et al, 2024).

Além disso, a escolha dos solventes utilizados na extracdo, como o hexano pode
ter contribuido para esses resultados. Embora o hexano seja eficaz em aumentar o
rendimento de extracdo em comparacdo com outras técnicas. Todavia, sao toxicos,
termolabeis e capaz de modificar a extracdo de alguns compostos fitoquimicos, como
alcaloides e acidos fenodlicos que estdo diretamente relacionados as propriedades
bioldgicas e farmacologicas presentes no oleo (De Sousa et al, 2024).

Outro ponto a ser considerado € o uso de altas temperaturas e tempos prolon-
gados durante a extracdo, que podem alterar a estrutura quimica do o6leo e limitar a
extracdo de compostos bioativos, como os antioxidantes (KESSLER et al, 2024). Além
disso, esses processos podem levar a decomposicdo térmica dos acidos fendlicos,
flavonoides e acidos graxos insaturados, reduzindo ainda mais o potencial biologico
do dleo extraido. Situacdes as quais diferem de métodos de extracao, assim como a
extracdo a frio e agitagdo mecéanica, que utilizaram temperaturas mais baixas, preser-
vando os compostos termolabeis relacionados a bioatividade, como os tocoferdis e
os carotenoides (Duarte et al, 2018).

5 CONCLUSAO

Ao fim do estudo comprovou-se a maior eficiéncia da LCR em meio aquoso,
em comparacdao com a ET 2.0, dados estes que corroboram com os ja descritos pela
literatura. Os espectros de FTIR permitiram a confirmacédo da biotransformacao do
oleo por meio das mudancas da banda de 1744 cm caracteristica de duplas liga-
cdes carbono-oxigénio presentes em triglicerideos de oleos vegetais, para a banda
de 1708 cm™ que reporta C=0, caracteristicas de acidos graxos. Tanto do 6leo de Mo-
ringa, quanto dos acidos graxos produzidos e avaliados no estudo, ndo apresentaram
atividade larvicida em Aedes aegypt sendo que vale ressaltar que provavelmente o
meétodo de extracdo do oleo utilizado (Soxhlet) pode ter degradado compostos com
tal potencial, indicando que a extracdo aquosa até o presente momento € a mais in-
dicada para estudos de atividade larvicida.
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