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RESUMO

SANTOS, Lucas Corréa. Avaliagdo da capacidade antimicrobiana de extratos de frutos de
Morinda citrifolia L (Rubiaceae). 71 f. TCC (Curso de Quimica), Universidade Tecnologica
Federal do Parana (UTFPR). Pato Branco, 2021.

O noni é o fruto da planta Morinda citrifolia L. (Rubiaceae), de origem asiatica, usada
ha milénios pelos povos nativos da Polinésia e Taiti, como fonte de alimento e
medicina alternativa. E usado amplamente para o tratamento do diabetes,
hipertensdo, como analgésico e utilizado como tratamento para a prevencdo do
cancer. Tanto o fruto como as folhas possuem potencial antioxidante, anti-inflamatario,
cicatrizante e antiparasitico. O noni possui diversas substéncias bioativas como
antraquinonas e cumarinas que conferem capacidade antimicrobiana. Os objetivos do
trabalho foram caracterizar fisico-quimicamente a polpa de noni, realizar extragdes de
compostos antimicrobianos com diferentes solventes e testar a capacidade
antimicrobiana destes extratos frente a seis microrganismos: Candida albicans,
Candida tropicalis, Salmonella enterica typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. A metodologia de extracées sucessivas de
sélido-liquido em shaker, com renovacao de solvente foi utilizada. A atividade
antimicrobiana foi testada pelo método de difusdo em disco e microdiluicdo em caldo.
As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com procedimentos do Instituto
Adolfo Lutz. Os resultados obtidos foram de 86% de umidade, 0,64% de residuo
mineral total, 0,78% de proteinas totais, 0,88% de lipidios, 0,206% de acidez total
titulavel e 13 °Brix de sdlidos soluveis totais. O resultado de disco-difusdo mostrou
inibicdo positiva em extratos de acetona e alcool, e nenhuma inibicdo no extrato
aquoso. O teste de microdiluicdo em caldo mostrou que cepas de C. tropicalis foram
resistentes tanto ao extrato alcodlico quanto em acetona. O fungo C. albicans foi o
mais sensivel ao extrato de alcool, sendo inibido em concentracdes de até 1:100. O
extrato acetdnico inibiu todas as demais cepas utilizadas, na concentragcao testada.
Por meio deste estudo pode-se concluir que os resultados da caracterizacao fisico-
guimica estao de acordo com dados da literatura e que as fragdes do extrato de frutos
de Morinda citrifolia apresentaram capacidade de inibi¢ao in vitro frente a maioria dos
microrganismos testados. O processo de extracdo mostrou-se eficiente ao extrair
metabdlitos com atividade inibitoria.

Palavras-chave: noni, extragdo, concentragdo minima inibitéria, disco difuséo,
caracterizagao fisico-quimica.



ABSTRACT

SANTOS, Lucas Corréa. Evaluation of the antimicrobial activity of Morinda citrifolia L.
(Rubiaceae) fruit extracts. 71 f. TCC (Curso de Quimica), Universidade Tecnologica
Federal do Parana (UTFPR). Pato Branco, 2021

Noni is the fruit of the plant Morinda citrifolia L. (Rubiaceae), of Asian origin, used for
millennia by native peoples of Polynesia and Tahiti, as a source of food and alternative
medicine. Itis widely used for the treatment of diabetes, hypertension, as a pain reliever
and used as a treatment for the prevention of cancer. Both the fruit and the leaves have
antioxidant, anti-inflammatory, healing and antiparasitic potential. Noni has several
bioactive substances such as anthraquinones and coumarins that confer antimicrobial
capacity. The objectives of the work were to characterize physicochemically the noni
pulp, perform extractions of antimicrobial compounds withdifferent solvents and test
the antimicrobial capacity of these extracts against six microorganisms: Candida
albicans, Candida tropicalis, Salmonella enterica typhimurium, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. The methodology of
successive extractions of solid-liquid in a shaker, with solvent renewal was used. The
antimicrobial activity was tested by the disk diffusion and brothmicrodilution method.
The physicochemical analyzes were carried out according to theprocedures of Instituto
Adolfo Lutz. The results obtained were 86% moisture, 0.64% total mineral residue,
0,78% total protein, 0.88% lipid, 0.206% total titratable acidity and 13°Brix total soluble
solids. The disk-diffusion result showed positive inhibition in acetone and alcohol
extracts, and no inhibition in the aqueous extract. The microdilution test in broth
showed that strains of C. tropicalis were resistant to both alcoholic extract and acetone.
The fungus C. albicans was the most sensitive to the alcohol extract, being inhibited at
concentrations up to 1:100. The acetonic extract inhibited all the other strains used, at
the concentration tested. Through this study it can be concluded that the results of the
physicochemical characterization are in agreement with data from the literature and
that the fractions of the extract of Morindacitrifolia fruits showed in vitro inhibition
capacity against most of the tested microorganisms. The extraction process proved to
be efficient in extracting metaboliteswith inhibitory activity.

Keywords: noni, extraction, minimum inhibitory concentration, physicochemical
characterization, disk diffusion.
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1 INTRODUGAO

Morinda citrifolia € uma planta de origem asiatica usada ha milénios pelos
povos nativos da Polinésia e Taiti para a prevengéo e tratamento de enfermidades. O
fruto de sua arvore, € denominado Noni. A planta como um todo € utilizada, desde as
raizes e caule, como os frutos e as folhas. Estudos indicam propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas, cicatrizantes, antiparasiticas e
potencial para a cura do cancer (MORORO et al., 2017).

O fruto possui alto teor de vitamina C, compostos fendlicos, cumarinas,
alcaloides, antraquinonas e diversos outros compostos, 0s quais propiciam as mais
diversas propriedades ao fruto. Os grandes grupamentos de moléculas bioativas na
fruta, concedem propriedades antimicrobianas para o fruto e derivados deste. O noni
€ geralmente consumido como a fruta in natura, ou em forma de suco fermentado ou
nao-fermentado. Quando em forma de suco € misturado geralmente com suco de uva,
para mascarar o odor caracteristico, que lembra algo apodrecido e possui sabor
levemente amargo.

As pessoas continuam consumindo o noni devido as propriedades fitoterapicas,
mesmo tendo cheiro forte e desagradavel. O fruto possui propriedade antimicrobiana
gue pode ajudar na prevencao de doencgas causadas por bactérias e fungos, além de
ser uma alternativa natural aos medicamentos presentes no mercado. Apesar de que
a venda de produtos comercializados contendo noni esta proibida pela ANVISA no
Brasil, uma vez que foram identificados diversos relatos de hepatotoxicidade apos o
consumo da fruta, estudos sobre a sua acdo dos componentes dessa planta sédo
necessarios.

Devido ao uso inadequado de antibidticos ao longo dos anos, alguns
microrganismos evoluiram, se tornando cada vez mais resistentes aos medicamentos
convencionais. O estudo de novos compostos com capacidade antimicrobiana é de
extrema importancia para a industria farmacéutica, alimenticia e outras. O presente
trabalho visa caracterizar a polpa e estudar a acao antimicrobiana de extratos obtidos
com diferentes solventes em gradiente de polaridade do fruto da Morinda citrifolia, e
avaliar a agcdo antimicrobiana do mesmo frente a microrganismos de interesse médico

e alimenticio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial antimicrobiano de extratos obtidos da polpa do fruto de
Morinda citrifolia (noni).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisico-quimicamente a polpa de noni;

e Obter extratos com solventes de diferentes polaridades;

e Testar a capacidade antimicrobiana do extrato pelo método de disco-difusao;

e Avaliar a Concentracao Minima Inibitéria dos extratos com resultados positivos
no teste de disco-difusao;

e Analisar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a seis microrganismos
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Salmonella enterica typhimurium, Candida albicans e Candida tropicalis).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3. 1 Morinda citrifolia

A Morinda citrifolia € uma arvore de pequeno porte, da familia Rubiaceae, tem
sua origem no sudeste asiatico, tendo hoje, como maior produtor o Taiti, entretanto
esta difundida em grande parte do mundo. E uma planta incomum e facil de ser
reconhecida por suas caracteristicas exoticas. O fruto da Morinda citrifolia é
popularmente conhecida como Noni, e em inglés Indian Mulberry (PAWLUS;
KINGHORN, 2007a). E bem adaptada em regides tropicais, onde um hectare de
arvores pode gerar cerca de 35 toneladas de suco do noni por més. Comecgou a ser
comercializada em meados dos anos 90 nos EUA, em sua forma de suco, como
Tahitian Noni Juice® (TNJ) (ABOU ASSI et al., 2017; BARBOSA et al., 2017).

Esta é classificada botanicamente como:

- Reino: Plantae

- Divisao: Magnoliophyta

- Classe: Magnoliopsida

- Ordem: Gentianales

- Familia: Rubiaceae

- Género: Morinda

- Espécie: Morinda citrifolia

- Nome cientifico: Morinda citrifolia L. (MULLER, 2007)

O fruto (Figura 1) tem uma aparéncia diferente da maioria dos frutos, cheio de
curvas e formato inusitado, porém, o fator mais impactante é o odor da fruta (ZHANG
et al.,, 2019). Quando esta verde, a fruta ndo apresenta odor, porém quando esta no
auge do seu estadio de maturacdo, a fruta apresenta uma coloracdo translucida
branca-amarelada e odor muito forte, lembrando um queijo em seu estado de
putrefagdo, tendo um odor podre ou azedo, por este motivo € chamada de cheese-
fruit (fruta-queijo) nas ilhas do Caribe (ABOU ASSI et al., 2017).
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Figura 1 - Frutos em diferentes estadios de maturagao.

Fonte: Autoria prépria (2021)

Pode ser reconhecida também pelas suas folhas (Figura 2), as quais sao
elipticas, opostas e com margens onduladas, com coloragao verde brilhante na face
superior e apresentam-se opacas na face inferior. As folhas sao grandes, chegando a
mais de 40 centimetros de comprimento, apresentam limbo, peciolo e nervuras bem
definidas, o qual confirma sua identidade dicotiledénea. As flores séo brancas,
tubulares e pequenas (OLIVEIRA, 2014).

A Morinda citrifolia € uma planta medicinal conhecida ha mais de 2000 anos,
sendo utilizada como fonte de tratamento para diabetes, doencas cardiovasculares e
até mesmo o cancer (KRISHNAIAH et al., 2015). O uso de suas folhas, casca, raizes
e frutos como fitoterapia foi utilizado principalmente por povos asiaticos e € utilizado
até os dias de hoje (PAWLUS; KINGHORN, 2007b).

O Noni (fruto) se tornou mais popular apés os anos 90, onde comecgou a ser

comercializado principalmente em sua forma de suco (ABOU ASSI et al., 2017).
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Fig_ura 2 - Folhas da arvore de M. citrifolia.
B ] - i

Fonte: Autoria prépria (2021)

O suco de noni € vendido em duas formas: o suco fermentado e o suco nao-
fermentado. O suco fermentado € bastante popular no sudeste asiatico e nos EUA
(BARROS, 2009). O tempo minimo de fermentagéo para a obtengdo do produto € de
60 dias, depois de passado esse periodo, o suco passa por um processo de filtragdo
e envase, podendo ser mantido em temperatura ambiente sem a necessidade de ser
pasteurizado. Devido ao processo fermentativo, os agucares contidos na fruta sao
convertidos em acidos organicos, resultando em uma reducao do pH para 3,5 - 4,0
(BARBOSA et al., 2017).

O suco nao-fermentado possui uma coloragdo mais clara e um sabor mais
adocicado, quando em comparagao ao suco fermentado, sendo produzido pela
prensagem da fruta madura em recipientes pra o envase, sendo necessario em muitas
vezes o processo de pasteurizagao e/ou refrigeracao para preservar a integridade do
mesmo (DE SOUSA, 2015).

A partir do ano de 1996, onde ocorreu o depésito da patente do suco Tahitian
Noni Juice®, os produtos de noni acabaram sendo mais difundidos. Esse suco era
comercializado em mais de 72 paises, no ano de 2014, pela empresa Morinda
Bioactives (OLIVEIRA, 2014). O suco e alguns produtos feitos a partir dessa planta
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ndo tém sua venda regulamentada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) (BARROS, 2009).

Como o suco de noni € consumido com finalidade terapéutica, como
‘medicamento” para tratamento/prevencdo de doencgas, € necessario uma
documentacéao cientifica que comprove sua seguranga e que seja solicitado o registro
do mesmo junto a ANVISA (BARBOSA et al., 2017; MORORO et al., 2017).

Conforme o art. 56 do Decreto-Lei n? 986/69, produtos com finalidade
terapéutica ou medicamentosa ndo podem ser considerados produtos alimenticios no
Brasil. Uma vez que nao ha histérico de consumo no Brasil, produtos derivados do
noni, necessitam de comprovagao que sao seguros para 0 consumo e nao sao toxicos,
assim podendo ser submetidos a registros na ANVISA, desse modo possibilitando a
sua liberagao para o mercado (DE SOUSA, 2015). Devido a este fato, produtos a base
de noni foram proibidos no mercado, de acordo com o Informe Técnico n? 25 emitido
pela ANVISA em maio de 2007. Essa decisao se baseia na alegacdo da ANVISA que
os estudos apresentados até o momento apresentam muitas discordancias nos
resultados e muitos relatos de hepatotoxicidade foram identificados apds o consumo
de noni (NASCIMENTO, 2012).

A instituicdo estadunidense Food and Drug Administration (FDA), ndo aprovou
0 uso médico ou terapéutico da fruta ou suco de noni. O suco de noni esta registrado
como um suplemento alimentar, dessa maneira, também nao sendo permitidas
propaganda de derivados de noni com finalidades ou indicagées terapéuticas em toda
a Europa (MOTTA, 2015). O suco de fruta do Noni tinha sido aprovado como um novo
alimento pela Comissao Europeia em 2003 (POTTERAT; HAMBURGER, 2007).
Devido a relatérios recentes de casos de hepatotoxicidade, a questdo da seguranca
foi reexaminada na Europa. Lesao hepatica idiossincratica (imprevisivel) induzida por
drogas € uma das as doencgas hepaticas mais desafiadoras enfrentadas pelos
hepatologistas, por causa da miriade de drogas usadas na pratica clinica, ervas
disponiveis e suplementos dietéticos com potencial hepatotdxico, a capacidade da
condicao de se apresentar com uma variedade de e fenotipos patologicos e a auséncia
atual de biomarcadores. Isso torna o diagnéstico de figado induzido por drogas lesao
um processo incerto, exigindo um alto grau de consciéncia da condi¢cao e a exclusao

cuidadosa de alternativas etiologias da doenga hepatica (ANDRADE et al., 2019).
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3.2 ATIVIDADE BIOLOGICA

Plantas sdo usadas ha milénios pelos seres humanos como fonte de tratamento
de enfermidades. O uso farmacéutico de extratos, tinturas, pomadas e outros tipos de
matérias-primas provenientes de plantas com algum efeito farmacologico € chamado
de fitoterapia (BARBOSA et al., 2017). Para ser considerado fitoterapia, ndo pode-se
utilizar substancias ativas isoladas, porém pode-se usar matérias primas (extratos,
pos, tinturas) com alta concentragdo da substancia de interesse.

No Brasil, a fitoterapia € proveniente da cultura indigena e dos conhecimentos
trazidos pelos colonizadores, os quais foram incorporados nos saberes da populagao
e sao respeitados no dia-a-dia, sendo difundidos de geracdo em geracao (DE SOUSA,
2015).

Ao se falar em biodiversidade de flora, o Brasil € um dos grandes centros do
mundo. Existem uma grande quantidade de plantas medicinais, as quais séo
estudadas experimentalmente ou clinicamente. Essa enorme variedade, apresenta um
grande potencial, com efeito anti-inflamatérios, cicatrizantes e no auxilio a outras
fontes de tratamento (VEGGI, 2009).

Para fins medicinais, € possivel, em sua maioria, utilizar todas as partes das
plantas, como folhas, frutos, caule, raizes e sementes. Cada uma dessas partes é
relacionada a uma fungdo ou melhor método de utilizagdo, sendo as folhas as mais
empregadas, uma vez que podem ser usadas em forma de infusdo, chas, além de
possuir um método de conservacao de mais facil acesso (DE SOUSA, 2015).

A atividade biologica de plantas esta ligada aos grandes grupamentos de
moléculas que as compdem. A maioria das plantas com algum efeito medicinal é rica
em compostos fendlicos, os quais conferem grande capacidade antioxidante
(KRISHNAIAH et al., 2015; YANG et al., 2007).

Como a maioria das plantas medicinais, a Morinda citrifolia tem alto poder
antioxidante, sendo rica em flavonoides, antraquinonas, cumarinas , alcaloides e
compostos fendlicos, o que confere capacidade antifungica, antibactericida e diversos
usos fitoterapicos (WANG; SU, 2001; YANG et al., 2007). Os compostos bioativos
presentes nas plantas, sdo produzidos, tipicamente como metabdlitos secundarios,
onde estes, podem ser caracterizados e identificados (SCARAMUSSA; SANTANA,
2020).
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O noni € amplamente usado na medicina polinésia e havaiana desdeantiguidades,
sendo usado como tratamento para diabetes, cancer, hipertensdo e dislipidemia,
também como anti-inflamatdrio, antiparasitico, antitumoral, cicatrizante, entre outros
(BARBOSA et al., 2017).

Estudos apontam que o Tahitian Noni Juice® é uma grande fonte de proxeronina,
um composto que ajuda na prevencgao do cancer. A proxeronina € a molécula que a
célula usa para a sintese de xeronina, a qual, pode ser considerada como um alcaloide
essencial para a vida (HEINICKE, 1985; SANNI et al., 2017; WANG; SU, 2001). A
xeronina (Figura 3) traz um efeito preventivo no processo inicial da carcinogénese
quimica, prevenindo a formac¢ao do aduto carcinogeno-DNA (NASCIMENTO, 2012).
Esse efeito acontece, pois, a xeronina atua diretamente no nucleo celular,
aumentando a absorg¢do de nutrientes pelas células, melhorando a capacidade dos

orgaos do corpo humano, aumentando a energia fisica e mental (DE SOUSA, 2015).

Figura 3 - Estrutura da Xeronina

OH

Fonte: Sanni et al. (2017)

Além da xeronina, a Morinda citrifolia possui uma antraquinona com efeitos de
combate ao cancer. O damnacanthal € extraido com agua subcritica e também com
outros solventes organicos (ANEKPANKUL et al., 2007). O potencial antitumoral &
devido a presenga de atividade inibitoria frente a diferentes tirosinas quinases em
concentragdes na ordem de nanomolar (BARBOSA et al., 2017). Essas enzimas sao
responsaveis pela indugao da apoptose celular, a qual € uma morte programada das
células. O damnacanthal também & um metabdlito capaz de conter a atividade
antitumoral, além de ter potencial analgésico, usado para amenizar as dores (LEMES;
AMAIS; MOURA, 2020).



21

Diversos compostos presentes no noni possui capacidade antimicrobiana,como
as antraquinonas, as quais estao presentes nos frutos e nas raizes da planta. Esses
compostos apresentaram uma acgao significativa contra S. aureus, E. colli, Salmonella
spp e muitos outros microrganismos. (MATHIVANAN et al., 2005). O Nonipode ser
usado para tratamento de doencas de pele, febre, resfriados e muito mais. Muitos
trabalhos vem fazendo a identificacdo de compostos nas folhas e frutos da Morinda
citrifolia, o que , futuramente, ajudara muito na explicacao das propriedades desse
fruto (SUNDER, JAl et al., 2011).

Uma substancia antimicrobiana € um composto quimico que consegue inibir a
reproducdo e crescimento de microrganismos, podendo ser microbicida ou
microbiostatico. Os antimicrobianos microbicidas matam os microrganismos
diretamente, enquanto os microbiostaticos apenas impedem o crescimento e
reproducao dos microrganismos por determinado tempo (TORTORA; FUNKE; CASE,
2010)

Muitos estudos oferecem uma base para evidenciar esta propriedade nos
frutos, a maioria dos trabalhos faz a busca desta propriedade em extratos do fruto
obtidos por diferentes solventes, como etanol, agua, acetona, cloroférmio, hexano,
metanol, entre muitos outros.(BARBOSA et al., 2017; MORORO et al., 2017).

3.3 EXTRATOS VEGETAIS

Diversas plantas possuem propriedades funcionais, que foram descobertas nas
antiguidades e foram precursores da medicina moderna (GONCALVES, A. L.; FILHO;
MENEZES, 2005). Desde os primordios da humanidade é feito o uso de compostos
naturais derivados de plantas, como fonte medicamentosa alternativa (PACHU, 2007).

Plantas como um todo apresentam uma variedade quase infinita de compostos
quimicos em suas folhas, raizes, caules e flores. Alguns desses compostos tem
grande uso tecnologico, como propriedade antioxidante, antimicrobiana,
antineoplasica, entre outras (SANTOS, P. L. et al., 2013).

Essas substancias de interesse podem ser extraidas, isoladas e separadas, por
exemplo em extratos. Extrato € o produto de um processo de extracdao, onde os
compostos de interesse na matéria-prima podem ser extraidos de diversas formas
(VEGGI, 2009). Os extratos de plantas sdo comuns na industria de cosméticos

(perfumes), farmacéutica, como extratos secos e tinturas, os quais podem ser usados
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em capsulas e xaropes, e também na industria alimenticia, usado como antioxidantes,
aromatizantes e flavorizantes (MELO et al., 2021; RIBEIRO et al., 2018).

A extracao € uma operacao fisico-quimica de transferéncia de massa, onde, em
contato com solventes, pode-se extrair compostos volateis e solidos soluveis. As
principais técnicas de extragdo, envolvem o uso de solventes, vapores e fluidos
supercriticos (LIMA et al., 2018). O processo de extracao é diretamente influenciado
por diversos fatores e condi¢gdes na qual o mesmo é realizado. A importéncia de
parametros como solvente, temperatura, pressdo e agitagdo mecanica afetam
diretamente a qualidade do extrato final obtido, assim como o rendimento do extrato
(VEGGI, 2009).

Entre os métodos de extracdo mais empregados, destaca-se a extragido solido-
liquido, o qual foi utilizado neste trabalho, ocorre por meio de transferéncias dos
sélidos bioldgicos para um liquido adjacente. O principio dessa operacédo da-se pela
passagem do solvente pelos capilares da matéria-prima, dessa maneira dissolvendo
as substancias, produzindo uma solu¢cdo com alta concentracao (VEGGI, 2009). Por
conta do fenébmeno de difusdo, ocorre a mudanga da concentragao entre o solvente
que envolve as particulas do material e o solvente da solu¢gdo. Dessa maneira, ao
término do processo de extragdo as particulas de matéria-prima ainda continuam
retendo uma certa quantidade da solugdo, o que acarreta em um processo que nunca
ocorrera de forma completa (FONSECA, 2009).

O principio para a extracao sélido-liquido ocorre quando os compostos soluveis
da matéria sélida sdo extraidos por um solvente liquido (MARQUES, 2005). Para um
melhor rendimento na extracao varios fatores devem ser levados em conta, como a
matéria prima, que deve conter compostos capazes de serem solubilizados no
solvente, a moagem da matéria prima também é um fator de impacto, uma vez que
aumenta a superficie de contato entre o solvente e a matriz. Outro fator decisivo é a
umidade do material, ja que a agua pode competir com o solvente pela dissolucao do
solidos, dessa maneira diminuindo a transferéncia de massa para a solug¢éo (VEGGI,
2009).

O solvente também deve ser estudado, com a finalidade de selecionar o mais
adequado, ou seja, o solvente com maior afinidade aos compostos de interesse que
serao extraidos, além de avaliar sua toxidez, para um caso de extrato com propdsito

alimenticio, o custo do solvente, o ponto de ebulicdo para poder trabalhar em uma
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temperatura adequada de extracdo e a volatilidade do mesmo, sendo mais facil
separar o extrato do solvente utilizado (VEGGI, 2009).

Entre os tipos mais comuns de extratos, estao presentes os 6leos essenciais,
os extratos secos e tinturas. Os Oleos essenciais s&o classificados como grupamentos
de 6leos volateis responsaveis por odores e fragrancias caracteristicas das plantas.
Possuem uma grande mistura complexa de varios grupamentos e compostos quimicos
diferentes, como terpenoides, fendis, cetonas e aldeidos (SANTOS, A. S. etal., 2004).
Os Oleos essenciais sao obtidos por meio do arraste de substancias volateis por
solventes, na sua maioria, a matriz vegetal ndo entra em contato direta (submersa)com
o solvente. O rendimento de Oleos essenciais € muito inferior quando comparadoa
extratos comuns, uma vez que s6 os compostos volateis sao retirados, tendo um
produto final bem mais puro e com valor agregado muito maior (FIGUEIREDO;
PEDRO; BARROSO, 2014).

As tinturas sao extratos liquidos concentrados preparados com alcool e plantas
medicinais. Este tipo de preparacao permite que as ervas e suas propriedades sejam
armazenadas por um periodo maior e € uma forma de facil manuseio (ALVES, M. M.
etal., 2011). Os extratos secos € um tipo de extrato soélido, em po, que € obtido a partir
da extracdo de principios ativos de plantas. Geralmente o processo de obtencao de
extratos secos é feito a partir da técnica de secagem por atomizacao (Spray drying)
(MARQUES, 2005).

Em escalas industriais € comumente realizada a extracao por fluidosupercritico,
onde sao utilizados solventes a altas pressdes, geralmente gasosos, queapos o
periodo de extracdo se separam facilmente do extrato. O principal solvente nesta
extracao é o dioxido de carbono, onde sua pressao e temperatura critica de 73,8bar e
31,2 °C, respectivamente, sao de facil acesso usando equipamentos adequados,além
de ndo ser toxico ou inflamavel e se apresentar inerte. A extracdo ocorre em leitofixo
com a matriz vegetal moida, entrando em contato com o solvente no estado de fluido
supercritico. Apds o tempo de contato necessario ocorre a etapa de separacao do
solvente e extrato, por meio de despressurizagdo, assim tornando o solvente no
estado de gas novamente (VEGGI, 2009).
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3.4 MICRORGANISMOS

Microrganismos sao seres vivos, bastante pequenos que sé podem ser vistos
individualmente utilizando de equipamentos como o microscopio. A nomenclatura de
microrganismos refere-se as bactérias, fungos e virus (GONCALVES, P. M. M., 2012).
Muitas doengas que o ser humano € acometido, sdo provenientes de microrganismos.
Os microrganismos estdo presentes em quase tudo ao nosso redor, desde alimentos,
como frutas, iogurtes e resquicios de matéria organica, como no lixo e nas fezes
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

Microrganismos podem ser patogénicos, ou seja, capazes de produzir em seu
hospedeiro doencas, ou podem chegar até possuir valor comercial, cientifico e/ou
tecnolégico. Dentre os microrganismos com interesse tecnolégico pode-se usar como
exemplo alguns Lactobacilos, os quais sao usados na producao de laticinios, como
iogurtes e leite fermentado e alguns destes lactobacilos apresentam fungao probiética,
sendo muito saudavel para nossa flora intestinal (ALBUQUERQUE; BRAGA; GOMES,
2012). Também é possivel citar a levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual € um
microrganismo de interesse alimenticio usado na producdo de paes e bebidas
fermentadas, como cervejas (GONCALVES, P. M. M., 2012).

J4 se tratando de microrganismos patogénicos, dentre eles se encontram
diversos. A Salmonella € uma bactéria presente principalmente em ovos e carnes de
galinha, pode causar Salmonelose, uma doenca muito grave que causa diarreia,
vomito e em quadros mais agravados, podendo levar a pessoa contaminada a morte
(GONCALVES, P. M. M., 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

No presente trabalho foram utilizadas bactérias gram negativas e positivas, e
leveduras do género Candida, A Escherichia coli, bactéria gram-negativa, que faz
parte naturalmente da microbiota intestinal, sendo uma das principais causadoras de
infeccdo urinaria e infecgdes intestinais (SOUZA, J. B.; DANIEL, 2005). A
Staphylococcus aureus, € uma bactéria gram-positiva presente normalmente na
mucosa € na pele dos seres humanos, porém pode acarretar até a morte em pacientes
com o sistema imunoldgico comprometido, por meio de infeccdo generalizada
(SINARA et al., 2017). A bactéria gram-negativa Pseudomonas aeruginosa,
baciliforme e aerdbia, € uma bactéria de alto riscos para pacientes acometidos de
fibrose cistica, podendo rapidamente leva-los a o6bito (REIS; DAMACENO, 1998).

Bactérias do género Salmonella sdo em maioria patogénicas, sao apresentadas em
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formas de bacilos, a sorovariante Typhi, pode causar a febre tifoide (HOFER et al.,
1974). As leveduras usadas no trabalho foram Candida tropicalis e Candida albicans,
microrganismos desse género sao responsaveis pela maioria das infecgdes de origem
fungica em ambiente hospitalar (COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Candida albicans
pode causar graves infecgcdes em pacientes que estdo om o sistema imunolégico
comprometido por doencas, por cirurgias ou por terapia imunossupressiva (ROSSI et
al., 2011).

Os medicamentos utilizados para tratar doencas de origem bacterianas, sao os
antibidticos. A importancia do uso correto dos medicamentos é incontestavel, uma vez,
que quando o tratamento ndo € realizado corretamente, a infeccdo pode apenas
melhorar, e em casos piores, pode acabar deixando os microrganismos resistentes ao
tratamento (PAIVA, C. et al., 2014). De acordo com Martins et al. (2015) a resisténcia
bacteriana, refere-se a capacidade das bactérias de se multiplicarem na presenca de
medicamentos antibidticos, em doses maiores do que as usuais ministradas em
pacientes. Outro fator de grande importancia € o descarte correto de medicamentos,
uma vez que diversas pessoas, jogam no sanitario, contaminando as aguas, ou até
descartando no lixo, o que pode levar a um aterro sanitario, que pode contaminar o
solo e lencdis freaticos (REGITANO; LEAL, 2010).

Estes sao alguns fatores que podem ter levado ao surgimento de
microrganismos resistentes aos tratamentos convencionais, dando origem as
“Superbactérias”, bactérias que atraem estudos devido ao seu grande impacto na area
medicinal (MARTINS et al., 2015).

No Brasil, casos de “superbactérias” ja foram notificados, sendomicrorganismos
multirresistentes aos antibidticos existentes. As infec¢cdes causadas por esses
microrganismos, acarreta um tratamento prolongado aos pacientes, comprometendo
0 mesmo e aumentando o contagio e risco de morte (COSTA, B. S., 2019).

Entre esses microrganismos estado citados Escherichia coli, Proteus sp.,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii (SOUZA, Y. DE; COSTA; SANTIAGO, 2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os frutos foram coletados manualmente da arvore de Morinda citrifolia, no
municipio de Mirandépolis - SP (coordenadas geograficas: 21°07'42.4"S e
51°05'47.6"W). Passaram por uma etapa de lavagem e higienizacdo, onde foram
colocados de molho por 15 minutos em solugdo de NaClO (100 ppm) e depois
enxaguados com agua corrente.

Os frutos foram mantidos sob refrigeracdo em caixa térmica com gelo rigido
reutilizavel e transportados até a cidade de Pato Branco, para armazenamento no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos da UTFPR/PB em refrigerador até a

preparacao das amostras e realizagdo das analises.

4.2 OBTENGAO DOS EXTRATOS

A polpa foi separada manualmente das sementes, usando colheres, facas e
peneiras de uso doméstico, depois foi armazenada em sacos plasticos e congelada a
-18 2C em freezer.

Uma parte da polpa foi destinada para caracterizacao e outra parte seguiu para
ser desidratada em liofilizador (L101, LIOTOP). Apds a retirada do equipamento, as
amostras foram vedadas em embalagens e acondicionadas no freezer do laboratério,
até seguirem para o processo de extracdo. A amostra liofilizada foi triturada em
liquidificador industrial (AR 2 L, Colombo), até apresentar uma granulometria uniforme
passando pela peneira doméstica, seguindo para a pesagem em triplicata de 10 g, e
cada amostra foi colocada em Erlenmeyer de 250 mL.

A metodologia de extracdo seguiu a proposta de Favaretto et al. (2019) e
Hernandez-Guerrero et al. (2020) com adaptacgoes.

Foram adicionados 125 mL de solvente em cada Erlenmeyer. A extracao
ocorreu em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) em incubadora shaker
(SL 222, SOLAB) a 150 rpm por 24 horas de acordo com Figura 4.
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Figura 4 - Esquema do processo de extragao
10 g polpa liefilizada/125 mL de solvente
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Fonte: Autoria prépria (2021). Criado com Biorender (2021)

ApoOs as 24 horas, as solugdes foram filtradas para um kitassato com um funil
de Buchner acoplado a uma bomba a vacuo (TE 0582, TECNAL). O residuo soélido da
filtragem foi recolocado no Erlenmeyer e procedimento repetido com a renovacao do
solvente.

Foram utilizados trés solventes em gradiente de polaridade, sendo acetona,
alcool etilico e agua destilada. O procedimento foi iniciado com acetona, depois com
etanol e por fim, agua destilada. Sendo feita a renovacao de cada solvente duas vezes.

As solucoes filtradas de acetona e alcool, seguiram para o rotaevaporador, a
temperatura de 45 °C (SUNDER, JAI et al., 2011) até obter um volume pequeno e
transferida para placas de Petri, cobertas com papel filme perfurado, para completa
evaporacao do solvente.

O solvente recuperado, coletado no baldo de condensacgao do rotaevaporador
(TE-211, Tecnal) foi armazenado em frascos para posterior uso em aulas praticas ou
futuras extragbes. Os extratos livres de solventes foram raspados, utilizando uma
espatula e guardados em ampolas. O residuo soélido da filtracdo foi guardado no
congelador até o fim da fase experimental.

A solucdo resultante da extracdo com agua foi submetida a liofilizagdo. O
extrato liofilizado foi transferido para ampola e levado juntamente as outras porgoes
de extrato para o Centro Universitario de Pato Branco - UNIDEP para realizacao da

atividade antimicrobiana.
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4.3 CARACTERIZACAO DA POLPA

Foram realizadas analises de caracterizagcdo na matéria-prima no Laboratorio

NOOS8 - Laboratorio de Tecnologia de Alimentos da UTFPR/PB, na Central de Analises

da UTFPR/PB e no LAQUA - Laboratoério de Qualidade Agroindustrial da UTFPR/PB.

As analises foram: Umidade, Proteinas, Lipideos, Acidez titulavel, Valor

Caldrico, Solidos Soluveis Totais, Carboidratos Totais, Residuo Mineral Fixo e relacao
SST/ATT.

4.3.1 Umidade (Perda por dessecacao)

Foram separados 3 cadinhos de porcelana limpos e submetidos a secagem em
estufa a 105 °C. Em cada cadinho foram pesados cerca de 2 g da polpa. Os cadinhos
seguiram para estufa a 105 °C por 4 horas, de acordo com a metodologia proposta
pelo Instituto Adolfo Lutz.

Apos percorrido esse tempo, os cadinhos foram colocados no dessecador e
pesados em balanca analitica apos atingirem temperatura ambiente. O procedimento

foi repetido até a massa atingir peso constante.

4.3.2 Cinzas Totais (Residuo Mineral Fixo)

A amostra seca foi colocada em cadinhos de porcelanas e em seguida, os
cadinhos foram colocados em mufla a 550 °C até o residuo perder a coloragéo preta
e ficar cinza-esbranquigado. Os cadinhos foram retirados da mufla e colocados em
dessecador contendo silica, até atingirem temperatura ambiente. Apds estarem frios,
as massas dos cadinhos contendo as cinzas foram aferidas em balancas analiticas,

com o auxilio de pinga tenaz. As massas foram anotadas para calculos posteriores.
4.3.3 Acidez Total Titulavel
Foram pesados em balanga analitica, cerca de 0,3 g da polpa liofilizada em

Erlenmeyer de 250 mL. Foi adicionado com o auxilio de uma proveta, 100 mL de agua
destilada no Erlenmeyer, juntamente com 4 gotas de solugdo alcodlica de fenolftaleina
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0,1%. A solucéo foi titulada com NaOH 0,01 mol. L' padronizado previamente com
biftalato de potassio, até o aparecimento de uma coloragao résea. O procedimento foi
realizado em triplicata e em branco. Os valores gastos, expressos em mL foram

anotados para realizar os calculos.

Para a analise de acidez, foi utilizado o método de determinacéo de acidez total
titulavel por volumetria com indicador, onde foi utilizado NaOH 0,01 M pré padronizado
com biftalato de potassio. As analises foram feitas com amostras liofilizadas e o
resultado da-se em base seca e em equivalentes a grama de acido citrico, de acordo

com metodologia descrita por Instituto Adolfo Lutz (2008) com adaptagoes.

Os célculos da acidez total titulavel (ATT) foram feitos de acordo com o descrito pela
Equacao 1:
_ (Vg =Vb)xM X f XK (1)

ATT g =
{503 10 X p

Onde:
Vg = volume da solucao de hidroxido de sédio gasto na titulacdo em mL;

Vb = volume da solugédo de hidroxido de sodio gasto na titulagdo da amostra em

branco em mL;

M = molaridade da solug&o de hidroxido de sédio em mol/L;
f = fator de correcao da solucéo de hidroxido de sodio;

Eq = equivalente-grama do acido;

p = massa da amostra em g.
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4.3.4 Proteinas (Método de Kjeldahl modificado)

Foram pesados 0,2 g da polpa congelada, com 0,7 g da mistura catalitica e
colocados em um tubo de digestao, juntamente com pérolas de ebulicdo, 2 mL de
acido sulfurico P.A. e 1 mL de perdéxido de hidrogénio. Foram levados para
aquecimento em bloco digestor até temperatura de 360 °C por cerca de 4 horas, até
a solucao se tornar transparente com coloragao azul-esverdeada, identificando que a
digestao foi completa. O tubo, depois de frio, foi acoplado ao destilador de nitrogénio
e na extremidade do equipamento, foi disposto um Erlenmeyer contendo 10 mL
solucdo de acido borico 0,033 mol. L' e indicador misto. Foi adicionado na amostra
digerida cerca de 20 mL de NaOH 40% lentamente e foi destilado até um volume de

cerca de 60 mL no Erlenmeyer.

A solugdo contida no Erlenmeyer foi titulada com H2S04 0,05 mol. L1 até a
mudanca de coloracdo. Os valores da titulacdo foram anotados para realizar os

calculos. O procedimento foi realizado em triplicata e em branco.

4.3.5 Lipidios (Extragdo em Goldfish)

Foi pesado cerca de 2 g de amostra no tubo de Golsfish. O tubo contendo a
amostra foi transferido para o extrator. Acoplou-se o extrator ao tubo previamente
tarado a 105 °C. Adicionou-se éter de petréleo ao conjunto e foi ligado ao refrigerador
de bolas. A amostra foi mantida sobre aquecimento em chapa elétrica, em extracéo
continua por 8 horas. Ao final da extragdo, retirou-se o tubo e destilou-se o solvente,
e o tubo com os residuos foi transferido para a estufa por 1 hora a 105 °C. O tubo foi
esfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado em balanga analitica. Os

valores foram anotados para os resultados. O procedimento ocorreu em ftriplicata.
4.3.6 Sdlidos soluveis totais por refratometria
A analise deu-se a partir da estimativa da medida do indice de refracao. A leitura

deu-se em refratbmetro manual, pingando cerca de 3 a 4 gotas, do caldo da polpa

sobre o prisma do equipamento, e olhando sobre 0 mesmo contra uma fonte
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luminosa. O resultado foi descrito em graus Brix e a leitura foi realizada a 20 °C
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.3.7 Carboidratos Totais por diferenga

O teor de carboidratos totais (%CT) foi calculado pela diferenca entre 100% e
somas das porcentagens de agua, lipidios, proteinas e cinzas totais, conforme a

Equacao 2:

%CT = 100 — (U + Ct + P + L) (2)

Onde:

U = umidade (%)

Ct = cinzas totais (%)
P = proteinas (%)

L = lipidios (%)

4.3.8 Valor calorico

A determinacgao do valor calérico (VC) foi realizada, a partir dos teores em
grama (g), de carboidratos totais (CT), proteinas (P) e lipidios (L) das amostras. Foi
levado em consideragéo os fatores de converséo 4, 9 e 4 Kcal.g™' para carboidratos,
lipidios e proteinas respectivamente, de acordo com a Equagdo 3 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).
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VC = 4CT + 4P + 9L (3)

4.3.9 Relacao Solidos Soluveis Totais/ Acidez Total Titulavel

Para o calculo da relagdo SST/ATT, foi dividido o valor encontrado no teste

de refratometria pelo valor oriundo da analise de acidez.

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A analise microbioldgica foi conduzida no Centro Universitario de Pato Branco
— UNIDEP, no Laboratério de Microbiologia. Foi utilizado o método de disco difusao e
concentracao minima inibitéria (MIC), como descrito por National Committee for
Clinical Laboratory Standards (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2012; CLSI, 2003)

4.4 1 Disco difusao

Foram iniciadas as analises preparando os materiais para serem esterilizados
em autoclave. Preparou-se Erlenmeyers contendo 250 mL de agar e caldo Mueller
Hinton (MH), tubos de ensaio vazios, tubos de ensaio com solugdo de agua peptonada
0,1%, grade para tubos de ensaio, al¢cas de platina, bicos de micropipetador de 10 pL
e 100 pL, Erlenmeyer contendo agua destilada, béquer, discos de papel filtro
qualitativo, pingas.

As bancadas foram todas higienizadas com alcool 70% e foi ligado o bico de
Bunsen para poder trabalhar na zona estéril.

ApOs os materiais serem autoclavados, o meio de cultura (agar Mueller Hinton)
foi disposto sobre as placas de Petri.

Depois de o meio esfriar e solidificar, as placas foram embaladas com plastico

filme e foram acondicionadas em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37 °C. Depois
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de 24 horas, as placas foram observadas para certificar de que nao havia nenhum tipo
de contaminacao.

Foram preparadas as diluigdes dos microrganismos, utilizando como referéncia
a escala de 0,5 McFarland (= 1,5 x 108 UFC.mL""), utilizando alcas de platina nas
placas contendo os microrganismos e tubos de ensaio previamente esterilizados

contendo agua peptonada 0,1%.

Os microrganismos usados foram: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella enterica typhimurium (ATCC 700720), Candida albicans (ATCC 10261) e
Candida tropicalis (ATCC 14246).

As placas foram dispostas na zona estéril, perto do bico de Bunsen, e foram
inoculadas com os 100 pL da suspensao celular previamente padronizada e foram

dispostos os discos de papel esterilizados, conforme Figura 5.

Figura 5 - Esquema representativo do ensaio de difusdao em disco.

Controle positive Microrganismo

Disco co:
extrato

_ Disco com
| extrato

|
Zo
inibicfio

Controle negativo

Fonte: Autoria prépria (2021)

Foram colocados 10 pL de controle positivo em cada disco (para bactérias, o
antibidtico Tetraciclina e para fungos Fluconazol, ambos em concentracdo de 1 g.L "),
10 pL de controle negativo (agua peptonada 0,1%) e 10 pL do extrato em cada disco,

seguindo o esquema representado na Figura 5.
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Logo apos foi colocado o controle positivo para inibicao (para bactérias, o
antibidtico Tetraciclina e para fungos Fluconazol, 10 pL de solugdo, ambas em
concentragdo de 1 g.L-"), controle negativo (dgua peptonada 0,1%) e o extrato em
duplicata.

Os extratos tiveram que ser diluidos, por conta de sua alta viscosidade, o que

impedia que pudessem ser pipetados.

As diluicoes foram: Extrato acetona — 1:1; Extrato etanol — 1:1; Extrato aquoso
— 1:13.

Os extratos foram diluidos, assumindo uma razao massa de extrato/volume de
agua. Dessa maneira sendo pesados em balanca analitica a quantidade
correspondente e completando com o mesmo volume correspondente de agua.

A analise foi realizada em triplicata, e as placas foram dispostas em estufa
bacteriolégica por 24 horas a 37 °C. Em cada placa haviam 2 discos de papel que
continham extrato. Foram feitas 3 placas para cada amostra de extrato para as
bactérias e para os fungos (Candida albicans e Candida tropicalis) foram realizadas
apenas 2 placas para cada extrato.

ApoOs esperado o tempo de crescimento das bactérias, os halos de inibicao

foram medidos com o auxilio de uma régua e os valores anotados em milimetros.

4.4.2 Concentracao Minima Inibitoria

A anadlise de concentracdo minima inibitéria, do inglés, Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), é a analise que serve para conhecer se o material de estudo tem
potencial de matar os microrganismos (microbicida) ou apenas de inibir seu
crescimento (microbiostatico) e em quais concentracdes isso ocorre.

A analise consiste em colocar em uma placa ELISA de 96 pocos, um meio
nutriente (Caldo Mueller Hinton) para que o microrganismo tenha a capacidade de
crescer e se reproduzir, diferentes diluicdes do material com potencial antimicrobiano
estudado, para ser analisado o limite de concentragdo que o material ainda surte efeito
frente aos microrganismos e uma solugcdo da cultura microbiana prestes a ser
estudada (OSTROSKY et al., 2008).
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Essa analise é desenvolvida a partir de diluicdes seriadas da amostra, testando
frente @ microrganismos de interesse. E definida como sendo a menor concentracéo
necessaria para inibir completamente o crescimento microbiano apos incubacgao
(ALVES, E. G. et al., 2008).

Para os extratos que apresentaram alguma inibicao no teste de disco difuséo,

foi realizado o método da concentracéo inibitoria minima.

Em tubos de ensaio contendo, solu¢cdo de agua peptonada 0,1%, foram
incorporados os microrganismos de interesse, sob agitacdo, até a verificacdo da
turbidez da solu¢ao microbiana estar igual a solucéo padrao da escala 0,5 McFarland.

Para o teste de microdiluicao, foram utilizadas placas Elisa, contendo 96 pocos,
dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Todos os pogos, com excecgao da
coluna 4 e 8, receberam 100 pL de caldo Mueller Hinton. As linhas G e H, receberam
o controle negativo (agua peptonada 0,1%) e controle positivo (tetraciclina para
bactérias e terbinafina para fungos).

Foram utilizados 3 pocos para cada amostra em um total de duas placas,
deixando as linhas fixas, mudando apenas o conteudo de cada coluna como

demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 - Esquema da placa de microtitulagado para ensaio de MIC
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Na placa um, nas colunas 1, 2 e 3, foram utilizados a bactéria Salmonella
enterica typhimurium. Coluna 5, 6 e 7 Staphylococcus aureus; e coluna 9, 10 e 11
Pseudomonas aeruginosa. Na placa dois, nas colunas 1, 2 e 3 Escherichia coli;
colunas 5, 6 e 7 Candida albicans; e nas colunas 9, 10 e 11 Candida tropicalis. As
linhas foram usadas de A a E para as dilui¢des do extrato alcodlico, sendo: 1:1, 1:5,
1:10, 1:50 e 1:100, respectivamente. Na linha F foi usado o extrato em acetona na
diluicdo de 1:3, de acordo com a Figura 6. Devido a quantidade de extrato aceténico
disponivel, ndo foram feitas mais diluicbes. A coluna 12 ndo recebeu extrato nem
microrganismo, sendo utilizada como controle de esterilidade da placa. As colunas 4
e 8 nao receberam caldo, nem extrato para facilitar a visualizagdo e também evitar
contaminacao.

Depois de esquematizado como seriam feitas as diluicées, foram pipetados 5
pUL de cada microrganismo em cada pogo marcado, e 100 pL de cada diluicdo de
extrato.

As placas foram embaladas com papel filme e levadas para estufa
bacteriolégica por 24 horas a 37 °C.

Apos corrido o periodo de incubacdo, as amostras foram tingidas com
resazorina (1 g.L™"), usando 20 puL em cada pogo, e aguardado cerca de 2 horas em
repouso, para verificar a coloragao.

ApOs esse periodo, foram preparadas placas de Petri com agar Mueller Hinton.
Foram coletadas uma coluna inteira de cada microrganismo, sendo, uma placadividida
para 4 linhas, na primeira placa de A a D, e na segunda de E a H, como representado

na Figura 7, o qual foi replicado por esgotamento com swab descartavel.
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Figura 7 - Esquema de repique para determinagido de agcao microbicida ou microbiostatica.

B N

AW

Fonte: Autoria prépria (2021)

As placas foram dispostas em estufa bacteriolégica por 24 horas a 37 °C e
depois foi lido o resultado, de acordo com a coloracao e a placa para avaliar efeito

microbicida ou microbiostatico para o extrato.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 METODO DE EXTRACAO:

A extragdo ocorreu de forma continua, sendo o mesmo material de partida, a
polpa liofilizada, foi submetida a extracdo com acetona, depois alcool, e

subsequentemente agua.

Essa ordem dos solventes foi escolhida por conta da polaridade dos mesmos.
Todos os solventes utilizados eram polares, sendo a acetona a de polaridade mais
baixa, por conta de n&o apresentar ligacbes de hidrogénio, apenas forcas
intermoleculares do tipo dipolo-dipolo. Ja o alcool tem polaridade maior, uma vez que
apresenta ligagdes de hidrogénio. A agua também apresenta ligagées de hidrogénio,
porém sua polaridade € maior que a do alcool devido a sua estrutura nao apresentar
uma parte apolar, como acontece nos carbonos presentes na estrutura do etanol
(ATKINS; JONES, 2001).

E possivel que devido a todos os solventes serem polares, ao final do processo
de extracdo, muitas das substancias com potencial antimicrobiana de carater polar
que haviam na amostra, ja tivessem sido solubilizadas pelos solventes anteriores.
Porém, as extragcdes sucessivas também ajudam a separar melhor os compostos
presentes em uma amostra, uma vez que amostra possui inumeros componentes
quimicos de polaridades variadas, sendo muito provavel que varias substancias

diferentes saiam em cada porgao do processo extrativo.

Um fator com grande influéncia na eficacia da extracao € o tempo de extracao,
tamanho da amostra e o ponto de saturacdo dos solventes (PRINS; LEMOS;
FREITAS, 2006).

A amostra depois de submetida ao solvente, ficou cerca de 24 horas em contato
com o0 mesmo, além de permanecer em agitacdo constante em um shaker, o que
aumenta a superficie de contato da amostra com o solvente. A amostra passou por um
processo de trituragdo que foi desenvolvido usando um Liquidificador industrial e
depois passou por uma tamisagao manual com peneira. Assim, separando a amostra

por tamanho de particula, o que também aumenta a superficie efetiva de contato.
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Cada amostra passou duas vezes por cada solvente para evitar que ocorresse
a saturacao do solvente, desta maneira, os compostos de interesse que estivessem
em maior quantidade, pudessem ser extraidos na primeira “lavagem” e o resto dos
compostos que tivessem afinidade com os solventes, pudessem ser retirados em uma

segunda etapa.

Durante o processo de extragdo, a solugdo da polpa com agua, obteve um
aspecto viscoso, quase como uma gelatina (Figura 8). Essa alta viscosidade da
solucdo dificultou a filtragdo, mesmo sendo submetida ao processo de filtracdo a
vacuo. De acordo com os estudos de Barros (2009), a polpa de noni possui cerca de
4,75 g de pectina a cada 100 g de polpa, isso pode acarretar nesse aumento de
viscosidade, uma vez que, a pectina também é utilizada para adquirir firmeza em
doces e geleias, além de possuir papel como hidrocoloide na dispersao e estabilizagao
de emulsdes. Além desse fator, como a fragdo aquosa do extrato foi realizada apos a
polpa entrar em contato direto com etanol, é possivel que grande parte dessa pectina
tenha sido precipitada, assim, depois que que a agua foi adicionada, e permaneceu
em agitacao por 24 horas, acabou acontecendo o processo de gelificacdo (PAIVA, E.
P.; LIMA; PAIXAO, 2009).

Por conta desta dificuldade na filtracdo foi necessario, filtrar aos poucos a
solugdes, o que demorou um tempo muito maior em comparagao as extragdes com
acetona e alcool, mesmo considerando o baixo volume de amostra (cerca de 150 mL),
além disso, foi necessario auxiliar o processo “raspando” o papel filtro com bastbes de

vidro.

Figura 8- Consisténcia gelatinosa da solucao de extragdo aquosa.

Fonte: Autoria prépria (2021)
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As fragdes acetdnicas e etandlicas do extrato apresentaram-se como umliquido
viscoso, como mel. Ja a fragdo aquosa do extrato apresentou-se como um liquido
VisC0s0, COmo um suco grosso, parecido com de manga, porém depois do processo
de secagem por liofilizagao, atingiu a forma de um sélido poroso de densidade baixa,

Ccomo uma esponja.

Os extratos podiam ser diferenciados também por sua coloracao (Figura 9). A
fracdo de acetona do extrato, apresentou coloragcdo amarela-brilhante, ja a fracao
etandlica, apresentou uma cor alaranjada. O extrato aquoso se tornou um bege, que

manteve sua cor também depois de seco e reidratado.

Figura 9 - Extrato de acetona (A), extrato de alcool (B) e extrato de agua depois do processo de
secagem do solvente (C).

Fonte: Autoria prépria (2021)

As quantidades de extratos foram bem diferentes para cada porgéo. O extrato
de acetona gerou no total, depois das 2 vezes que foi submetido ao contato com o
solvente, cerca de 5 mL de amostra. Ja a fragdo do etanol gerou mais de 15 mL. O

extrato aquoso depois de seco, obteve-se mais de 7 g do mesmo.

5.2 CARACTERIZACAO:
Foi realizada a caracterizacdo da matéria-prima antes de submeter a mesma
ao processo de secagem seguinte do processo de extragao.

Foram realizadas analises fisico-quimicas de caracterizagdo, seguindo os

procedimentos pré-estabelecidos pelo Instituto Adolf Lutz.
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As analises foram Umidade, Cinzas Totais, Proteinas, Lipidios, Carboidratos

por diferenca, Acidez total titulavel e sdélidos soluveis totais e a Relagdo SST/ATT.

Os resultados da caracterizagao estdo condensados na Tabela 1:

Tabela 1 - Resultados analises de caracterizagado da polpa

Anidlise Valores
Umidade (%) 86,07 £ 0,25
Cinzas totais (%) 0,64 £ 0,03
Proteinas (%) 0,7863 £ 0,58
Lipidios (%) 0,8809 + 0,06
Carboidratos totais (%) 11,39+ 0,18
Acidez total titulavel (g/100 g) 0,614 0 £ 0,006
Relagao SST/ATT 21,17
Sélidos soluveis totais (°Brix) 13,0+ 0,2
Valor calérico (kcal/ 100 g) 56,63 + 0,34

Fonte: Autoria prépria (2021)

5.2.1 Umidade e Cinzas Totais

As analises de umidade e cinzas totais foram feitas sucessivamente. De acordo

com a Tabela 2 podemos observar os valores de massa das analises.

Tabela 2 - Resultados analises de Umidade e Cinzas Totais
Mc (g) Ma (g) Mcra 195 °¢ Mcsa 950 ¢ 9 Agua % Cinzas
(9) (9)

42,1878 2,2721 42,4841 42,2017 86,959 0,611

39,0834 2,2579 39,3813 39,0977 86,806 0,632

42,4982 2,4798 42,8366 42,5154 86,354 0,694
Fonte: Autoria prépria (2021)

Onde: Mc = massa do cadinho limpo e tarado
Ma = massa da amostra
Mc+a 195 °C = massa do conjunto apos tempo na estufa a 105 °C

Mc+a %%0°C = massa do conjunto apds tempo na mufla a 550 °C
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A partir dos valores obtidos foi possivel calcular o valor médio e desvio padrao
de cada parametro. A analise retornou valores de: Umidade = 86,07 + 0,25 e Cinzas
totais = 0,64 + 0,03. Os valores obtidos de cinzas e umidade sdo condizentes com os
da literatura estudada (BARROS, 2009; CORREIA et al., 2012).

5.2.2 Proteinas

Para a analise de quantificagdo de proteinas foi utilizado o método de Kjeldahl
modificado. Este método leva em consideragao para a quantificacdo de proteinas todo

0 nitrogénio presente na amostra.

Foi utilizado o fator de conversao 6,25 de acordo com o Instituto Adolfo Lutz

(2008), fator usado para outros alimentos ndo mencionados na tabela.

Os resultados para a analise de proteinas estao dispostos na Tabela 3:

Tabela 3 - Resultados analises de proteina

Amostra M amostra (g) V titulagdo (mL) % Proteinas
A 0,4896 1,00 1,519

B 0,5108 0,20 0,085

C 0,4056 0,50 0,755
Branco 0 0,15 0

Fonte: Autoria prépria (2021)

O valor médio de proteinas foi de 0,7863% valor préximos sao encontrados em
estudos de Bezerra (2017), a qual encontrou 0,55 g de proteina bruta a cada 100 g de
polpa. Essa proteina € devida a presenc¢a de aminoacidos, como glutamina, isoleucina
e acido aspartico (PALIOTO et al., 2015).

5.2.3 Acidez Total Titulavel

Os célculos da acidez total titulavel (ATT) foram feitos de acordo com o descrito pela

Equacgao 1:
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Foi utilizado o acido citrico como acido equivalente (CORREIA et al., 2012), usando o

valor de 64,02 como equivalente-grama.

Os valores da titulagao estao dispostos na Tabela 4:

Tabela 4 - Resultados analises de acidez total titulavel

AMOSTRA Massa (g) Vg (mL) ATT (g/1009)
A 0,3380 22,6 4,455
B 0,3631 240 4,418
C 0,3611 23,5 4,345
BRANCO 0 1,2 (Vb) 0

Fonte: Autoria prépria (2021)

Os resultados da tabela estao dispostos em base seca. Realizando a conversao dos
valores de ATT base umida, obtemos a média de 0,614 g/100 g de polpa.

Esses valores estao proximos dos descritos em trabalhos de Correia et al. (2012),
Bezerra (2017) e Nascimento (2012), sendo 0,63, 0,75 e 0,54 respectivamente.

5.2.4 Lipidios.

Os resultados foram expressos em base seca e convertidos para base

Umida, de acordo com a Tabela 5:

Tabela 5 - Resultados analises lipidios
Amostra Baseseca(g/100gde Meédia Base umida(g/100g Média

polpa) (%) de polpa) (%)
A 6,5030 0,9058
B 6,7390 6,3239 0,9387 0,8809
Cc 5,7297 0,7981

Fonte: Autoria prépria (2021)

Os valores de lipidios encontrados na literatura variam muito da parte da
planta estudada, como sementes, polpa e casca, além de sofrer variagado também com

o local de origem do fruto (NASCIMENTO, 2012). Os valores encontrados em
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trabalhos com polpa de noni variam de 0,1 a 0,3% (PALIOTO et al., 2015), podendo
encontrar valores maiores (2,4%) e menores (0,08%) do que os descritos (CORREIA
et al., 2012). No trabalho de Costa et al. (2013) foram alcangados valores de 0,37%
de teor de lipidios, sendo um dos mais préximos encontrados na literatura.

De acordo com estudos feitos por Costa et al. (2013) a casca e as sementes
da fruta tém maiores teores lipidicos quando comparados com a polpa sozinha. O
meétodo de despolpamento foi feito com a fruta no estadio mais alto de maturagao,
onde a casca se torna quase impossivel de separar da polpa, dessa maneira, a polpa
utilizada na pesquisa, também continha partes da casca do fruto, assim, esse fator
podendo aumentar o teor de lipidios presentes na amostra (RIBEIRO et al., 2018).
Outro fator que pode acarretar no aumento da porc¢ao lipidica extraida, € o método de
secagem empregado, uma vez, que a polpa liofilizada acaba ficando em pé, fazendo

com que a percolacao do solvente na amostra fosse mais eficaz (BEZERRA, 2017).

5.2.5 Sdélidos Soluveis Totais

As analises foram feitas realizadas em triplicata, espremendo o suco da polpa
diretamente no prisma do refratbmetro (RM T32, LORBEN) e lendo o resultado pelo

visor, virando para uma fonte luminosa.

Os valores deram bem préximos uns dos outros, dando cerca de 13 °Brix as

trés repeticoes.

Figura 10 - Resultado de sélidos soluveis totais

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Pela pesquisa de Nascimento (2012), foram encontrados teores de torno de 9
°Brix, valores proximos ao reportado pelo presente trabalho. O teor de sélidos soluveis
é utilizado como uma medida indireta do teor de agucares, porém nao representa com
exatiddo esse valor, uma vez que a amostra pode conter outras substancias
dissolvidas, como Vitamina C, pectina e polifendis, (CORREIA et al., 2012; RIBEIRO
et al.,, 2018; SCARAMUSSA; SANTANA, 2020).

5.2.6 Carboidratos Totais

Os carboidratos foram calculados por diferenca, obtendo valores de 11,39
g de carboidratos totais a cada 100 g de polpa. Valores coincidem com os estudos de
Bezerra (2017) que encontrou 11,82% de teor de carboidratos totais, o qual também
nao realizou analises de fibra alimentar, assim, sendo contabilizado no teor de

carboidratos, um valor ndo muito preciso.

5.2.7 Valor calérico

O Valor caldrico total foi calculado a partir da Equagao 3, obtendo
valores de 56,63 kcal a cada 100 g de polpa, esse valor € proximo do encontrado por
Costa, A. B. et al. (2013) o qual encontrou valores 45,77 e 52,40 kcal/100 g para a

polpa e casca, respectivamente.

5.2.8 Relagdo Solidos Soluveis Totais/ Acidez Total Titulavel (SST/ATT)

Pode ser considerado um indice representativo, onde quanto maior o valor
encontrado, melhor o sabor da maioria dos frutos, devido a relagdo do equilibrio entre
0s acgucares e acidos presentes (SOARES, 2018). Foi encontrado o valor de 21,17,
esse valor contribui para sua aceitagdo sensorial quanto ao sabor, onde esta

relacionada diretamente com o estadio de maturacgéo do fruto.
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5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA:

5.3.1 Disco-difusao:

A atividade antimicrobiana pode ser detectada pela observagao da resposta de
inibicdo de crescimento de microrganismos colocados em contato com extratos de
tecidos vegetais. Foram realizadas analises da capacidade antimicrobiana de extratos
de Morinda citrifolia frente a bactérias gram-negativas e positiva e leveduras do género
Candida. Apds o tempo de incubacgao de 24 horas, foram medidos os halos presentes
nas placas de Petri com régua. As imagens do teste de disco difusdo, encontram-se
no Apéndice A.

Os resultados para o teste de disco de difusao para os microrganismos testados
estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados testes de difusdao em agar

MICROGANISMOS A1 B1 A2 B2 A3 B3
EXTRATO ACETONICO

P. aeruginosa 12 8 10 11 12 11

E. coli 9 11 10 9 9 -

S. enterica 9 9 15 11 9 10

S. aureus 8 11 11 11 12 14

C. albicans 8 7 0 0 - -

C. tropicalis 11 0 10 0 - -
EXTRATO ETANOLICO

P. aeruginosa 13 16 14 15 8 9

E. coli 19 20 9 7 7 9

S. enterica 11 10 22 17 10 11

S. aureus 9 11 10 13 9 0

C. albicans 9 8 14 7 - -

C. tropicalis 8 0 0 0 - -

EXTRATO AQUOSO

P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0

E. coli 0 0 0 0 0 0

S. enterica 0 0 0 0 0 0

S. aureus 0 0 0 0 0 0

C. albicans 0 0 0 0 - -

C. tropicalis 0 0 0 0 - -

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Sendo: A1= Disco A da placa 1;
B1= Disco B da placa 1;
11 (vermelho) = 11 milimetros de inibigdo parcial.

- = teste nao realizado

As amostras do extrato aquoso testadas ndo apresentaram nenhum efeito de
inibicdo aos microrganismos. Estes resultados discordam dos resultados obtidos por
Kumarasamy et al. (2014), onde encontrou atividade inibitéria frente a Streptococcus
mutans e Streptococcus mitis, porém o extrato aquoso do estudo foi o unico extrato
realizado no referido trabalho, além do método de extracao utilizado, que foi diferente.
O trabalho de Barani et al. (2014) evidenciou que o extrato aquoso obteve acao
inibitdria in vitro frente a cepas de Candida albicans, entretanto, 0 método de extracao
empregado, foi a secagem da mistura de polpa com agua por liofilizacao, e a diluicao

deste.

Para o extrato aquoso liofilizado foi necessario diluir 1 g de extrato seco em 13
mL de agua destilada para realizar o teste de disco-difusao, ja nos extratos de alcool
e acetona foi utilizado 1 mL. Devido a esse fator diluicao ser grande, em comparagao
aos outros extratos pode ter ocorrido também o a passagem do ponto de limiar de
concentracdao de compostos com atividade antimicrobiana, dessa maneira, trazendo
um possivel resultado falso-negativo de inibicdo para o teste com extrato aquoso.

Os fungos utilizados se mostraram resistentes ao medicamento fluconazol.
Desta maneira nao tendo um halo de inibicdo no controle positivo nas amostras
testadas com esse medicamento.

O extrato alcoodlico ndo demonstrou resultado frente a cepa utilizada de Candida
tropicalis, onde apenas um disco teve uma inibi¢cdo parcial de 8 mm. Todos os outros
microrganismos apresentaram inibicao positiva no teste. A cepa de S. aureus utilizada,
foi a que se demonstrou mais resistente ao extrato usado, apresentando uma média
de 8,6 mm de diametro. A cepa mais sensivel ao extrato alcoolico foi a de Salmonella

enterica que obteve uma inibicdo média de 13,5 mm de didametro.
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O extrato aquoso nas amostras de Candida tropicalis surtiram um efeito de
‘enriquecimento”, quase como nutrindo os microrganismos, dessa maneira, eles
crescendo de maneira diferente perto de onde havia extrato, como mostrado na Figura
1.

Figura 11 - Efeito nutritivo do extrato aquoso frente a cepa de Candida tropicalis.

Fonte: Autoria prépria (2021)

A inibicdo parcial pode ocorrer por problemas na semeacédo, formacao nao
homogénea da circunferéncia e por uma possivel atuagao parcial do antimicrobiano,
acarretando em crescimento de microrganismos no meio da regido de inibicao,
causando problemas na leitura dos halos (COSTA, L. F. R., 2014).

O extrato acetdnico conseguiu inibir melhor a Candida tropicalis, em dois discos
positivos, dos quatro que foram testados. A inibicdo da amostra de C. tropicalis
também foi parcial. A bactéria que apresentou a maior média de halos de inibi¢ao foi
a Staphylococcus aureus, a qual teve uma média de 11,2 mm de inibigao.

O trabalho de Cruz (2013), demonstrou que cepas de Candida albicans sao
susceptiveis a inibigao por extratos de Morinda citrifolia, testes realizados por analises
de difusdo em disco e efeito sobre formacgao de tubo germinativo. Esse resultado é
evidenciado neste trabalho, pela formacéao de halos de inibicdo na anélise realizada.

Pode-se obter diferentes resultados de inibicdo contra microrganismos ao se
comparar com a literatura. Estudos comparativos de atividade antimicrobiana de

extratos vegetais apresentam diversas variaveis que influenciam no resultado, desde
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os aspectos climaticos e solo da onde a planta foi retirada tem influéncia na
composicao quimica do vegetal, o estadio de maturacao e a parte estudada do mesmo
(folhas, frutos...), e o método de extracdo empregado influenciam diretamente no
resultado do experimento (AURICCHIO; BACCHI, 2003).

5.3.2 Concentragdo Minima Inibitéria (MIC)

Foi utilizado apenas os extratos de alcool em 5 diluicdes e o extrato de acetona
em 1 diluicdo. O extrato aquoso néo foi utilizado na analise de MIC, uma vez que o
mesmo nao obteve resultado positivo no teste de disco-difusdo. O extrato de acetona
nao pode ser diluido mais vezes por falta de amostra.

A placa depois de recebido as titulagdes corretas, € levada para uma
estufa por pelo menos 24 horas, para que 0s microrganismos possam se reproduzir e
crescer. Depois desse periodo de incubagéo, € utilizado um corante revelador para
observar se houve inibicao ou nao do microrganismo estudado.

Para essas analises, foi utilizado o corante revelador Resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona 10-6xido), o qual apos a aplicagdo sobre a amostra e aguardado
cerca de 2 horas, desenvolve uma coloragcdo avermelhada ao meio de cultivo,
indicando que o microrganismo n&o foi inibido pela amostra testada, e se a coloragao
permanecer em um tom azulado, indica inibicdo do microrganismo frente a amostra
teste.

Esse teste do corante é frequentemente utilizado, pois permite a visualizacao
sem necessidade de equipamentos, se houve ou nao inibicdo. Porém quando a
amostra € colorida, as cores nao ficam muito bem visiveis, sendo necessario uma
replicacdo, para comprovar o efeito microbicida/microbiostatico da amostra.

Como os extratos testados do noni possuiam coloracées bem definidas, o teste
com a resazurina nao foi muito especifico, ndo sendo possivel afirmar se houve ou nédo
inibicdo da microbiota apenas pela coloragao.

Na Figura 12 é possivel observar a coloracédo do teste MIC apds a aplicacao

do corante revelador.
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Figura 12 - Coloragao do teste MIC apds aplicagado do corante revelador (A) S. aureus e E. Coli;
(B) S. enterica e P. aeruginosa e (C) C. albicans e C. tropicalis

Extrato alcool 1:1
Extrato alcool 1:5
Extrato alcool 1:10
Extrato dlcool 1:50
Extrato alcool 1:100
Extrato acetona 1:3
CN - Agua pept.
CP- Antibiotico

S. enterica P. aeruginosa

Extrato alcool 1:1
Extrato alcool 1:5
Extrato alcool 1:10
Extrato alcool 1:50
Extrato alcool 1:100
Extrato acetona 1:3
CN — Agua pept.
CP- Antibidtico

C. albicans C. tropicalis

Extrato alcool 1:1
Extrato alcool 1:5
Extrato alcool 1:10
Extrato alcool 1:50
Extrato dlcool 1:100
Extrato acetona 1:3
CN — Agua pept.
CP- Antibidtico

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Apos o teste do corante revelador, foi feito um repique de cada microrganismo,
para poder observar se os extratos obtiveram efeito de inibicdo, como observado na
Figura 13, 14 e 15.

Figura 13 - Resultado do repique pos-MIC de E. coli e S. aureus
S. aureus

E. coli

Fonte: Autoria prépria (2021)

Figura 14 - Resultado do repique pds-MIC de S. enterica e P. aeruginosa

S. enterica

"t

Yiaen

l“_y';&'nrk. b E +ﬂ‘

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Figura 15 - Resultado do repique pés-MIC de C. albicans e C. tropicalis

C. albicans

Fonte: Autoria prépria (2021)

Como é possivel observar os extratos alcodlicos apresentaram uma capacidade
microbicida na maioria das amostras. A cepa utilizada de Candida tropicalis se
mostrou muito resistente, sendo resistente a dois medicamentos antifungicos

(terbinafina e fluconazol) e todas as por¢cdes de extratos testadas.

Na Tabela 7, podemos observar melhor quais microrganismos foram inibidos e

em quais concentracdes de extrato.

Tabela 7- Resultados de inibigao MIC

Microrganismo Inibigao alcool Inibicao Inibicao
acetona controle

Candida albicans 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 e 1:100 1:3 Negativa
Candida tropicalis Negativa Negativa Negativa
Salmonella enterica 1:1 1:3 Negativa
Pseudomonas aeruginosa 1:1,1:5e 1:10 1:3 Positiva
Escherichia coli 1:1e1:5 1:3 Positiva
Staphylococcus aureus 1:1,1:5e 1:10 1:3 Positiva

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Observando os valores da analise, é possivel evidenciar que todas as fragdes
de extratos se mostraram com resultados superiores ao medicamento de controle,
frente ao microrganismo C. albicans. Um efeito similar € evidenciado ao analisar as
amostras com S. enterica, onde o extrato de acetona e alcool apresentaram efeitos
microbicidas em concentragées de 1:3 e 1:1, respectivamente, ja o medicamento de
controle, obteve apenas um efeito parcial microbiostatico. As bactérias S. aureus e P.
aeruginosa apresentaram inibicao nas concentracdes de 1:1 e 1:5 no extrato alcodlico
e na diluicdo de 1:3 do extrato acetbnico, essas inibicbes mostram um efeito
microbicida nessas concentracdes. A bactéria E. coli apresentou efeito microbicida
nas concentracdes de 1:1 e 1:5 do extrato etandlico e 1:3 do extrato acetodnico.

De acordo com os trabalhos de Sunder et al. (2012) extratos de Morinda citrifolia
usando acetona, cloroférmio, metanol e etanol apresentaram inibicdo moderada no
teste de disco difusdo, contra E. coli, Proteus vulgaris e S. aureus.

O trabalho de Candida et al. (2014), evidenciaram que o extrato etandlico de
Morinda citrifolia foi capaz de inibir tanto as cepas de E. coli quanto S. aureus. O
estudo mostrou que a cepa de S. aureus foi menos resistente do que E. coli, sendo
inibida em diluicbes de 1 e 10 mg. mL™" respectivamente.

A pesquisa realizada por Tintino et al.(2015) , mostrou que extratos de noni sao
capazes de inibir linhagens de bactérias P. aeruginosa e E. coli, e que o extrato possui
efeito modulador, quando misturado com antibidticos padrdo, dessa maneira,

aumentando o efeito antimicrobiano.
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6 CONCLUSAO

A partir do presente trabalho foi possivel caracterizar a polpa de noni e foi
possivel concluir que esta é constituida principalmente por agua, baixo teor proteico e
pequeno indice de lipidios. A polpa também apresenta uma quantidade relativamente
significativa de calorias, onde os valores sdo descritos semelhantemente aos estudos
da literatura, para melhor entendimento seria necessario analises complementares de
fibras alimentares e acucares.

A capacidade de extracdo dependeu da afinidade do soluto pelo solvente
utilizado e do numero de extragdes, e forneceu extratos de interesse relativamente
livres de interferentes, devido ao processo de extracdo exaustiva, onde cada parcela
do extrato sai mais purificada, devido as interagcdes dos compostos ativos com o
solvente da extracdo. Os extratos alcodlicos apresentaram atividade antimicrobiana in
vitro, ao passo que os extratos aquosos nao apresentaram atividade inibitoria de
crescimento bacteriano e fungico.

Outrossim, foi possivel evidenciar que extratos obtidos a partir do fruto de
Morinda citrifolia, apresentaram acao inibitoria frente a microrganismos de interesse
meédico e alimenticio. O processo de extracdo se mostrou eficaz ao extrair compostos
com atividade antimicrobiana. As analises com os microrganismos foram capazes de
identificar quais por¢des dos extratos obtiveram maior desempenho frente as cepas.

Mais estudos poderiam ser realizados a fim de identificar os compostos
presentes nas fragoes dos extratos, desta maneira enriquecendo mais ainda os
conhecimentos sobre o noni. Poderiam ser realizadas analises de quantificagdo por
técnicas analiticas instrumentais de compostos ja descritos pela literatura. O método
de extracdo também poderia ser variado, afim de se encontrar o0 método com maior
rendimento, e nesta metodologia, poderia ser adicionada uma etapa de centrifugacao
da amostra de extrato de agua, antes da filtracdo, para tentar uma melhora na

qualidade do extrato final.
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APENDICE A - IMAGENS DO TESTE DE DIFUSAO EM DISCO

C. albicans - acetona

C. albicans - agua
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E. coli - acetona

E. coli - agua

65



E. coli - alcool

P. aeruginosa - acetona
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P. aeruginosa - agua

P. aeruginosa - alcool
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S. aureus - agua

S. aureus - alcool
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S. enterica - acetona

S. enterica — agua
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