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RESUMO

Morinda citrifolia L. (Noni) € uma planta associada a diversas propriedades biologicas
relevantes, tais como atividade anticancerigena, imunomoduladora, antioxidante, anti-
inflamatoria, dentre outras. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana de extratos organicos de M. citrifolia frente a Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, na perspectiva de que os mesmos possam ser aplicados na conservacéo
de alimentos. Diferentes partes de Morinda citrifolia (casca, folha, semente e raiz) foram
coletadas no municipio de Cha Grande, Pernambuco, Brasil. Os extratos organicos foram
obtidos pelo método de esgotamento a frio com extracdes sucessivas seguindo a série
eluotropica dos solventes (ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e metanol), na
proporcdo 1:10 p/v. O teste de atividade antibacteriana com os extratos foi realizado pelo
método de difusdo em disco de papel utilizando Staphylococcus aureus ATTC 6538 e
Escherichia coli ATTC 8739 como micro-organismos teste, e em seguida determinou-se a
CMI e CMB . Nenhum dos extratos inibiu o crescimento de E. coli e apenas 0s extratos da
raiz foram ativos para S. aureus. O grau de turvacao e a intensidade da cor proporcionados
pelos extratos durante a determinagdo da CMI n&o permitiram obtencdo de resultados neste
teste. Quanto a concentragdo minima bactericida (CMB), frente a S. aureus, 0s extratos da
raiz em acetato de etila e ciclohexano apresentaram valores de 15 mg/mL, enquanto em
cloroférmio e etanol foram de 30 mg/mL. A composicdo de metabdlitos secundarios dos
extratos ativos foi avaliada por cromatografia em camada delgada (CCD) e liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Em CCD foram identificados padrdes de bandas distintos para os
extratos, sendo verificadas bandas sugestivas para flavondides e cumarinas. Nos ensaios
em CLAE foram visualizados picos correspondentes aos padrdes de quercetina e cafeina.
Conclui-se que entre as partes da planta nas condigcbes estudadas, apenas a raiz
apresentou atividade antibacteriana na inibicdo de S. aureus, sendo os extratos da raiz em
acetato de etila e ciclohexano os mais eficazes. Esta é a primeira descricdo dos compostos
identificados em CLAE para a raiz da noni. Estudos posteriores podem aumentar o

conhecimento a respeito da composi¢ao fitoquimica desta planta.

Palavras-Chave: Atividade antibacteriana; E. coli; M. citrifolia; S. aureus
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ABSTRACT

Morinda citrifolia L. (Noni) is one plant associated with different biological properties relevant,
such as anticancer activity, immunomodulator, antioxidant, anti-inflammatory, among others.
This study aimed to evaluate the antibacterial activity of organic extracts of M. citrifolia
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, on the perspective that they can be
applied in food preservation. Different parts of Morinda citrifolia (bark, leaves, seeds and
roots) were collected near the town of Cha Grande, Pernambuco, Brazil. The organic
extracts were obtained by cold exhaustion method with successive extractions following
eluotropic series of solvents (cyclohexane, chloroform, ethyl acetate, ethanol and methanol),
1:10 w/ v. The test of antibacterial activity was conducted by the method of diffusion in paper
disc using Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Escherichia coli ATCC 8739 as test
microorganisms and then determined the MIC and MBC. None of the extracts inhibited the
growth of E. coli and only the root extracts were active against S. aureus. The degree of
turbidity and the color intensity provided by extracts during the determination of the MIC did
not permit obtaining the test result. With respect to minimum bactericidal concentration
(MBC), against S. aureus, the root extracts of ethyl acetate and cyclohexane had 15 mg/ml
values, while in chloroform and ethanol were 30 mg/ml. The composition of secondary
metabolites of active extracts was evaluated by thin layer chromatography (TLC) and high
performance liquid chromatography (HPLC). In TLC were identified different band standards
for the extracts and analysis bands suggestive for flavonoids and coumarins. In tests HPLC
were displayed peaks corresponding to the standards of quercetin and caffeine. It is
concluded that between the parts of the plant under the conditions tested, only the root
showed antibacterial activity in the inhibition of S. aureus, and the root extracts in ethyl
acetate and cyclohexane are the most effective. This is the first description of these identified
compounds by HPLC for the root of noni. Further studies can increase knowledge about the

phytochemical composition of this plant.

Keywords: Antibacterial activity; E. coli; M. citrifolia; S. aureus
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CAPITULO 1

1.1 Introducéo

A utilizagdo de plantas medicinais no tratamento de doencgas ocorre ha milhares de
anos. As antigas civilizagbes ja conheciam o poder medicinal de algumas plantas e as
cultivavam, repassando os saberes a cada geracédo (FEIJO et al., 2012). O entusiasmo em
relacdo ao estudo de plantas medicinais e seus extratos vém crescendo na assisténcia a
saude em funcdo de sua facil aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo (VARANDA,
2006). Nas ultimas duas décadas, as investigacdes de plantas para tratamento de doencas
humanas tém aumentado (AIYELAAGBE, 2001; PRASHANTH et al., 2001) devido a
variabilidade genética de micro-organismos frente a acdo dos antibiéticos (SIBI et al., 2012).
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define planta medicinal como uma espécie vegetal,
cultivada ou no, utilizada com propositos terapéuticos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2002). A diferenca entre planta medicinal e fitoterapico reside na elaboraco da
planta para uma formulacéo especifica, o que caracteriza um fitoterapico (JUNIOR; PINTO,
2005). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define fitoterapicos como
medicamentos obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais. Nao se
considera medicamento fitoterapico aquele que inclui na sua composi¢céo substancias ativas
isoladas, sintéticas ou naturais, nem as associacfes dessas com extratos vegetais
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004).

As plantas tém sido usadas ha milhares de anos para conservar o0s alimentos, para o
tratamento de transtornos de saude e prevencdo de doengas. O conhecimento de suas
propriedades curativas foi transmitido ao longo dos séculos dentro e entre as comunidades
humanas. (SILVA; FERNANDES JUNIOR, 2010).

As propriedades terapéuticas das plantas sao geralmente atribuidas a compostos
ativos produzidos durante o metabolismo vegetal secundario (SILVA; FERNANDES
JUNIOR, 2010).



Dentre as diversas doencas que acometem a humanidade estdo as toxinfeccbes
alimentares. De acordo com Reis e Carneiro (2007) as doencas veiculadas pelos alimentos
representam sério problema de saude publica. Segundo Hyldgaard et al. (2012) a utilizacdo
de extratos vegetais para elaboracdo de conservantes naturais para alimentos é uma opc¢ao
atraente para substituicdo dos conservantes sintéticos.

O controle da deterioragdo dos alimentos por micro-organismos patogénicos é
alcancado principalmente por controle quimico, mas o uso de produtos quimicos sintéticos é
limitado devido a uma série de aspectos indesejaveis que incluem carcinogenicidade,
teratogenicidade, toxicidade aguda e a exigéncia de periodos prolongados de degradacéo
com o consequente desenvolvimento de problemas de poluicdo ambiental (FALEIRO, 2011).
Além disso, hoje existe uma percepc¢do do consumidor cada vez mais negativa em relacéo
aos aditivos alimentares sintéticos (ZINK, 1997).

Nos dias atuais, a descoberta dos compostos bioativos presentes em plantas tem
reativado 0 interesse por espécies pouco conhecidas, mas utilizadas ha séculos em
determinadas regides. Esse € o caso da Morinda citrifolia L., uma planta medicinal originaria
do sudeste da Asia e tradicionalmente utilizada ha mais de 2000 anos pelos povos
polinésios (LOPES; ALMEIDA, 2011).

M. citrifolia tem sido associada a diversas propriedades terapéuticas, dentre elas a
atividade antimicrobiana. West et al. (2006) afirmam que muitos produtos comerciais da noni
como O suco, ndo contém conservantes quimicos, indicando assim a presenca de
fitoquimicos com potencial atividade antimicrobiana. Fato que pode ser de grande
importancia para a industria de alimentos, visto que, cuidados higiénico-sanitarios sao
etapas criticas a qualidade do produto em um processamento industrial.

Com base na seguranca microbiolégica e padronizacdo da qualidade, produtos
elaborados apresentam grande importancia entre as questdes de salde publica,
principalmente pelo tipo de micro-organismo contaminante que podem apresentar e 0 seu
grau de patogenicidade. Dentre os micro-organismos que frequentemente sdo encontrados
em alimentos destacam-se Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Medidas séo
necessarias visando ndo apenas um controle na producdo de alimentos com cuidados
higiénico-sanitarios, mas de novas tecnologias de conservagdo microbioldgica diante de
outros fatores de ocorréncia destes contaminantes em alimentos, com o intuito de aprimorar
a estabilidade de prateleira e manter a qualidade microbiolégica de produtos processados.

A utilizacdo de antimicrobianos naturais pode ser uma boa alternativa para
conservacdo de alimentos, com isso, acredita-se que os extratos das diversas partes de M.

citrifolia, obtidos com solventes de polaridades crescentes, apresentardo efeito



antibacteriano frente as cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus e assim,
poderao ser aplicados na conservagcao microbiolégica de produtos alimenticios.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficicia antibacteriana in vitro dos extratos de partes da planta Morinda

citrifolia L. (Noni) na inibicdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

1.2.2 Objetivos especificos

e Verificar a sensibilidade das cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus
frente a acdo dos extratos da casca, semente, folha e raiz da Noni;

e Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e a Concentracao Minima
Bactericida (CMB) in vitro dos extratos de diferentes partes da planta na inibicdo
das cepas testadas;

e Determinar os principais fitoconstituintes que poderiam ser associados a
atividade antibacteriana de M. citrifolia L.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Noni (Morinda citrifolia L.)

A planta Morinda citrifolia L., conhecida popularmente como “noni”, é originaria do
sudeste da Asia e Australia e, subsequentemente, foi distribuida em toda a regido do
Pacifico, principalmente nas ilhas da Polinésia Francesa, onde se situa o Taiti (NELSON;
ELEVITCH, 2006). M. citrifolia também é conhecida, entre outros nomes vulgares, como: Ba
Ji Tian, Nonu, Indian Mulberry, Canary wood e Cheese fruit (COSTA, 2011).

Os ancestrais dos polinésios quando migraram do sudeste da Asia ha 2000 anos
levaram plantas para utilizar como fonte de alimentos e no tratamento de enfermidades.
Dentre as plantas medicinais que levaram, M. citrifolia foi a segunda mais popular utilizada
para o tratamento de varias doencas (WANG et al., 2002).

Diferentes partes da noni séo utilizadas como alimento, bebida, medicamento e para
tingimento de tecidos (MULLER, 2007). O emprego tradicional da noni pelos polinésios ha
mais de 2000 anos é atribuido aos efeitos relacionados com atividade antibacteriana,
antiviral, antifingica, antitumoral, anti-helmintica, analgésica, anti-inflamatdria, hipotensora e
imunoestimulante (WANG et al., 2002)

Os cultivos comerciais de noni podem ser encontrados no Taiti, Havai e em outros
paises da Polinésia, onde se fabricam a maioria dos sucos comercializados no mundo.
(COSTA, 2011). A noni também é cultivada na india, Caribe, América Central e norte da
Ameérica do Sul (DIXON et al., 1999). Desde os anos 90, os produtos derivados do fruto de
M. citrifolia sdo comercializados nos Estados Unidos da América (EUA) e sao distribuidos
cada vez mais pelo mundo inteiro (NELSON; ELEVITCH, 2006). Como resultado de sua
reputacdo, o consumo do fruto é atualmente alto ndo apenas nos paises produtores, mas
também nos Estados Unidos, Japao e Europa (KRISHNAIAH et al., 2012). Apesar da grande
demanda internacional pelos produtos oriundos desta espécie, a noni € praticamente
desconhecida no Brasil. Sua introducao deu-se ha poucos anos e, ainda, ndo ha material

propagativo suficiente para o cultivo em escala comercial (VEIGA et al., 2005).



1.3.2 Caracteristicas da Planta

O género Morinda pertencente a familia Rubiaceae, inclui a espécie Morinda citrifolia
L., e € composto por cerca de 80 espécies (CHAN-BLANCO et al., 2006).

A seguir estd apresentada a classificagdo taxondmica de M. citrifolia proposta por

Carolus Linnaeus:

Classificacédo Botanica
- Reino: Plantae

- Filo: Magnoliophyta

- Classe: Magnoliopsida
- Ordem: Gentianales

- Familia: Rubiaceae

- Género: Morinda

- Espécie: Morinda citrifolia
- Nome cientifico: Morinda citrifolia L.*

O nome botanico para o género Morinda foi derivado de duas palavras do latim:
Morus, amora, e indicus, indiana, em referéncia a sua semelhanga com o fruto da amoreira
Morus alba. O nome da espécie citrifolia indica a semelhanca de suas folhagens com
algumas espécies de citrus. Figura 1.1 (NELSON; ELEVITCH, 2006).

A planta M. citrifolia € um arbusto perene com cerca de 3 a 10 metros de altura,
encontrada em regides costeiras abertas ao nivel do mar e em areas florestais até cerca de
1300 metros acima do nivel do mar (WANG et al.,, 2002). Desenvolve-se bem em solos
vulcanicos ricos em minerais (WANG et al., 2002) e segundo Mcclathey (2002) também se
desenvolve em solos arenosos ou muito imidos.

O vegetal possui folhas elipticas, largas e abundantes (5 a 17 cm de comprimento,
10 a 40 cm de largura) e suas pequenas flores brancas tubulares sdo agrupados e inseridos
no pedunculo. Os frutos de M. citrifolia contém muitas sementes e podem atingir de 3 a 10
cm de comprimento e de 3 a 6 cm de largura, sdo ovais e carnosos e apds a colheita
apresentam odor forte e desagradavel (CHAN-BLANCO et al., 2006).

! CAROLUS LINNAEUS, (23/05/1717 — 10/01/1778); sueco botanico, fisico e zoologista que classificou a planta
M. citrifolia, responsavel pelos fundamentos do esquema de nomenclaturas da taxonomia moderna.



Fonte: J. Lima

Figura 1.1 — M. citrifolia, A, B e C: planta, frutos e flores, respectivamente.

Os frutos de M. citrifolia tornam-se amarelos ou brancos opalescentes quando
maduros (McCLATHEY, 2002). Além disso, os frutos possuem a superficie grumosa coberta
de secc¢Bes com formatos poligonais (Figura 1.1).

As sementes, que s&o em formato triangular e com coloragdo marrom avermelhado,
tém um saco de ar ligado a uma extremidade, o que as torna flutuantes. Isso poderia
explicar, em parte, a ampla distribuicdo da planta em todas as ilhas polinésias (WANG et al.,
2002).

M. citrifolia € uma espécie bastante precoce, comeca a produzir seus primeiros frutos
com aproximadamente um ano de cultivo. Além disso, apés ter iniciado a fase de producao
de frutos ela se torna constante, produzindo o ano inteiro, sendo possivel observar em uma
mesma planta a ocorréncia simultanea de frutos em diferentes estaddios de maturacéo
(Figura 1.2) (CHAN-BLANCO et al., 2006).

O periodo de florescéncia da planta compreende de novembro a fevereiro, sendo
todas as suas partes (frutos, folhas, cascas e raizes) destinadas para fins terapéuticos. As
diversas partes da planta sdo coletadas em diferentes épocas do ano, sendo as raizes

coletadas no inverno e as folhas na primavera (WANG et al., 2002).



Fonte: J. Lima

Figura 1.2 - Frutos de M. citrifolia em diferentes estagios de maturagao.

No Havai, frutos da noni sdo colhidos durante todo o ano, embora haja tendéncias
sazonais na producdo de frutos que podem ser afetadas ou modificadas pelo tempo e por
fertilizantes e irrigagédo. A producgéo de frutos pode diminuir um pouco durante os meses de
inverno. M. citrifolia é considerada uma espécie muito resistente e de boa longevidade.
Quando é cultivada exposta ao sol e sem a presenca de ventos frios, dificilmente é infectada
por doencas ou atacada por insetos (CHAN-BLANCO et al.,, 2006). Dependendo do
programa de tecnologia pds-colheita adotado, os frutos podem ser colhidos em diferentes

estadios de maturacéo e deixados a amadurecer (BARROS, 2009).

1.3.3 Constituicdo Fitoguimica da M. citrifolia

Varios compostos fitoquimicos foram descritos na planta M. citrifolia, muitos
pertencem aos trés principais grupos de metabdlitos secundéarios encontrados na natureza:
compostos fendlicos, terpenos e compostos nitrogenados.

Aproximadamente 160 compostos fitoquimicos ja foram identificados na planta M.
citrifolia, e a maioria destes, sdo compostos fendlicos, acidos orgéanicos e alcaloides. Dentre
0s compostos fendlicos relatados, os mais importantes sdo antraquinonas (damnacanthal,
morindona e morindina), e também, asperulosido e escopoletina (WANG; SU, 2001). Os

principais acidos orgéanicos sado 4cidos capraéico e caprilico (DITTMAR, 1993).



A escopoletina identificada na noni € uma cumarina que segundo Duncan et al.
(1998) esta associada a atividade antibacteriana. O estudo realizado por Atkinson (1956)
reportou a atividade antibacteriana de M. citrifolia e afirmou que esse efeito pode ser
observado devido a presenca de compostos fenélicos, como a aucubina, asperulosido e
alizarina no fruto, bem como a presenca de antraquinonas na raiz.

Os alcalbides xeronina e proxeronina foram descritos por Heinicke (1985) e Solomon
(1999) como constituintes da noni, entretanto a caracterizacao bioquimica e o método usado
para purificagdo ndo foram publicados.

Deshmukh et al. (2011) determinaram a presenca de antraquinonas, flavonoides,
fendlicos, esteroides e taninos em frutos de M. citrifolia. Todavia, a composi¢cdo quimica
difere grandemente de acordo com a parte da planta analisada (CHAN-BLANCO et al.,
2006) (Tabela 1.1). Sibi et al. (2012) realizaram um estudo fitoquimico de vérias partes de
M. citrifolia e determinaram alguns compostos presentes na raiz (compostos fendlicos,
flavonoides, taninos, saponinas, esteroides e glicosideos), compostos presentes nas folhas
(compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas, terpenoides, esteroides e
glicosideos) e compostos presentes na casca da planta (alcaloides, taninos, terpenoides e
glicosideos).

As raizes de M. citrifolia s@o referidas como boas fontes de antraquinonas
(THOMSON, 1971). No entanto, segundo Chan-Blanco et al. (2006) a composicao fisico-
guimica completa do fruto de M. citrifolia ainda ndo foi bem reportada e apenas informacéao
parcial do suco foi avaliada. Da mesma forma, a descricdo completa dos fitoconstituintes

das outras partes da planta ainda néo foi realizada.



Tabela 1.1 - Compostos quimicos de M. citrifolia de acordo com as partes da planta (adaptado de Chan-Blanco et al., 2006).
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PARTE DA PLANTA

CONSTITUINTE QUIMICO

REFERENCIAS

Flor

Flor

Flor

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

2-metil-4-hidroxi-5,7- dimetoxiantraquinona 4-O-3-D-glucopiranosil- (1->4) -a-L-ramnopiranosideo
5,8-dimetil-apigenina 4'-O-3- D-galactopiranosideo

aracetina 7-O- 3-D-glucopiranosideo

B-D-glucopiranose pentaacetato

2,6-di-O- (B-D-glucopiranosil-1-O- octanoil -B-D-glucopiranose
6-O-(B-D-glucopiranosil-1-O-octanoil- -D-glucopiranose

Acido ascorbico

Acido asperulosidico

Asperuloside tetracetato

Acido caproico

Sang et al. (2002)

Sang et al. (2002), Elkins (1998)

Chan-Blanco et al. (2006)

Sang et al. (2002), Elkins (1998)

Dittmar (1993)

Wang et al. (1999)

Liu et al. (2001)

Morton (1992), Elkins (1998), Wang et al.
(2002), McClatchey (2002)

Wang et al. (1999), Liu et al. (2001),
Cardon (2003)

Dittmar (1993)




Continuacao
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Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Cerne

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Acido caprilico

Etil caprilato

Etil caproato
Acido hexanoico
Acido octandico

Quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosil- (1> 6)-B-D-glucopiranosideo

fiscion 8-O-a-L-arabinopiranosil - (1->3)-B-D-galactopiranosil - (1->6)-B-D-galactopyranosideo

Alanina

Quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosil - (1> 6)-p-D-glucopiranosideo -
Serina
Treonina

Triptofano

Sang et al. (2002), Dittmar (1993), Elkins
(1998), Wang et al. (2002), Levend e
Larson (1979)

Solomon (1999), Dittmar (1993), Cardon
(2003), Elkins (1998), Wang et al. 2002),
Levand e Larson (1979)

Dittmar (1993)

Dittmar (1993)

Farine et al. (1996), Sang et al. (2002)

Farine et al. (1996), Sang et al. (2002),
Cardon (2003), Wang e Su (2001)

Wang e Su (2001), Wang et al. (2002)

Sang et al. (2002), Srivastava e Singh
(1993), Cardon (2003)

Sang et al. (2002)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993), Elkins (1998)
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Continuacao

Folhas Tirosina Dittmar (1993), Elkins (1998)

09 ol g (200 Sardn, 2009

Folhas Valina Dittmar (1993), Elkins (1998)

Planta 2-metil-3,5,6- trihidroxiantraquinona Cardon (2003), Inoue et al. (1981)

Planta 2-metil-3,5,6- trihidroxiantraquinona 6-O-3-D-xilopiranosil - (1= 6)-f —D-glucopiranosideo Cardon (2003), Inoue et al. (1981)

Planta 3-hidroximorindona Cardon (2003), Inoue et al. (1981)

Planta 3- hidroximorindona 6-O-3-D- xilopiranosil -(1->6)-B-D-glucopiranosideo Cardon (2003), Inoue et al. (1981)

Planta 5,6- dihidroxilucidina- 3-O-3-D- xilopiranosil -(1->6)-B-D-glucopiranosideo Cardon (2003), Inoue et al. (1981)

Planta 5,6- dihidroxilucidina Cardon (2003), Inoue et al. (1981)

Planta Aucubina Elkins (1998), Wang et al. (2002)

Planta Acido linoleico Wang et al. (2002)

Planta Lucidina Cardon (2003), Inoue et al. (1981),
Ross (2001)

Planta Lucidina 3-O-B-D- xilopiranosil -(1->6)-B-D-glucopiranosideo Cardon (2003), Inoue et al. (1981)

Planta Escopoletina Farine et al. (1996), Wang et al. (2002)




Continuacéo
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Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Arginina

Acido aspartico

B-sitosterol

Citrifolinoside B

Cisteina

Cistina

Acido glutamico

Glicina

Histidina

Isoleucina

Campferol 3-O-a-L-ramnopiranosil- (1->6)-B-D-glucopiranosideo
Campferol 3-O-B-D glucopiranosil -(1>2)-a - L-ramnopiranosil-(1->6) -B-D-galactopiranosideo
Leucina

Metionina

Dittmar (1993)

Dittmar (1993)

Sang et al. (2002), Chunhieng (2003),
Elkins (1998), Wang et al. (2002)

Sang et al. (2002)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Sang et al. (2002)

Sang et al. (2002)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993), Elkins (1998)
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Folhas

Folhas

Folhas

Raiz, cerne, casca da

raiz

Raiz, cerne, sementes

Folhas

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Fenilalanina

Prolina

Quercetina 3-O-B-D-glucopiranosideo

Morindone

Damnacanthal

Quercetina 3-O-B-D-glucopiranosil-(12>2)-a-L- ramnopiranosil-(12>6) -B-D-galactopiranosideo

8-hidroxi-8-metoxi-2-metil-antraquinona

Acido rubiclérico

1,3-di-hidroxi-6-metil-antraquinona

Morenone 1

Morenone 2

Acido ruberitrico

Rubiadina

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Sang et al. (2002)

Sang et al. (2002), Inoue et al. (1981),
Dittmar (1993), Ross (2001), Cardon
(2003), Wang et al. (2002)

Sang et al. (2002), Cardon (2003)

Sang et al. (2002)

Cardon (2003), Solomon (1999)

Elkins (1998), Morton (1992)

Morton (1992)

Solomon (1999)

Solomon (1999)

Cardon (2003)

Cardon (2003), Elkins (1998), Inoue et
al. (1981), Ross (2001)
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Casca daraiz

Casca da raiz

Casca da raiz

Casca da raiz

Casca daraiz

Casca da raiz

Casca daraiz

Casca daraiz

Casca daraiz

Casca daraiz

Raiz, casca da raiz,

Frutos

Sementes

Chlororubin

Hexose

Morindadiol

Morindanidrine

Morindine

Pentose

Fiscion

Rubiadina monometil éter

Soranjidiol

Trioximetilantraquinona monoetil éter

Alizarina

Acido ricinoleico

Dittmar (1993), Elkins (1998)

Dittmar (1993)

Dittmar (1993)

Dittmar (1993)

Cardon (2003), Dittmar (1993), Elkins
(1998), Morton (1992)

Dittmar (1993)

Solomon (1999)

Dittmar (1993)

Dittmar (1993), Elkins (1998), Ross
(2001)

Dittmar (1993)

Cardon (2003), Dittmar (1993), Elkins
(1998), Ross (2001), Wang et al. (2002)

Solomon (1999)
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1.3.4 Metabdlitos Secundarios

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos que parecem
ndo ter funcdo direta no seu crescimento e desenvolvimento. Tais substéncias sao
conhecidas como metabdlitos secundarios, produtos secundarios ou produtos naturais.
Muitos produtos do metabolismo secundario tém fungdes ecolégicas importantes nos
vegetais, podem atuar na protecdo das plantas contra herbivoros e contra infec¢do por
micro-organismos patogénicos, podem agir como atrativos para animais polinizadores e
dispersores de sementes e também podem ter papel importante na competicdo planta-
planta. Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grupos quimicamente

distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ; ZEIGER, 2004).

1.3.4.1 Terpenos

Os terpenos ou terpendides constituem o maior grupo de metabdlitos secundarios.
S80 derivados do isopreno (C5) e sdo classificados em monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK,
2009). Alguns terpenos possuem fungdo bem caracterizada no crescimento e
desenvolvimento vegetal, podendo ser considerados em alguns casos como metabdlitos
primarios ao invés de secundarios (BERGAMASCHI, 2010). Os terpenos também séao
téxicos para muitos parasitas e herbivoros, exercendo assim um importante papel de defesa
do reino vegetal (LICHTENTHALER, 1999).

1.3.4.2 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais, os quais séo originados do
metabolismo secundéario das plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e
reproducdo (SARTORI, 2012). Segundo Taiz e Zeiger (2004), os fendis vegetais constituem
um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos: alguns sédo
sollveis apenas em solventes orgéanicos, outros sdo acidos carboxilicos e glicosideos
soliveis em agua e ha ainda, aqueles que sdo grandes polimeros insollveis. Dentre eles,

destacam-se os flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos e ligninas.
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As substancias fendlicas ou polifendis contribuem para as propriedades antioxidantes
e sensoriais (cor, aroma, adstringéncia) de frutas, mel, bebidas e vegetais. Essas
substancias estdo envolvidas na adaptacdo a condicdo de estresses ambientais, seja na
defesa contra a radiacdo ultravioleta ou agressédo por patégenos (MOURE et al., 2001).
Além disso, compostos fendlicos, quando inclusos na dieta, possuem atividade antioxidante
e sdo também responsaveis por capacidade anti-inflamatdria, antimicrobiana e

anticarcinogénica (ABE et al., 2007).

1.3.4.3 Compostos Nitrogenados

Os compostos nitrogenados sdo os metabdlitos secundarios que possuem em sua
estrutura o nitrogénio. Essa categoria inclui alguns compostos que atuam na defesa das
plantas contra os parasitas e herbivoros, como os alcaloides. Esses compostos apesar de
apresentarem um alto grau de toxicidade despertam grande interesse devido as suas
propriedades medicinais (BERGAMASCHI, 2010).

Os alcaloides constituem uma familia com mais de 15000 metabdlitos secundarios
nitrogenados, sintetizados a partir de aminodacidos (lisina, tirosina e triptofano). Sua estrutura
guimica é composta de atomos de carbono e nitrogénio, tendo em seu anel heterociclico um
atomo de nitrogénio (BERGAMASCHI, 2010). Acredita-se que a maior parte dos alcaloides
funcione em defesa contra predadores, em especial aos mamiferos, devido a sua toxicidade
(MITHEN et al., 2000).

1.3.5 Propriedades Biologicas da M. citrifolia

M. citrifolia é associada a diversas propriedades terapéuticas, varios estudos ja foram
realizados sobre seus beneficios, estes tém revelado e confirmado algumas das atividades
biolégicas da planta, descritas pelos povos polinésios, como: atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, analgésica, imunomoduladora, antimicrobiana, antitumoral e antitubercular,
entre outros (PAWLUS; KINGHORN, 2007).

Com relacéo a atividade anticancer, Hirazumi e Furusawa (1999) identificaram uma
substancia imunomoduladora rica em polissacarideos no suco do fruto de M. citrifolia com
atividade antitumoral, testada em carcinoma peritoneal de ratos. A administracdo terapéutica
da noni aumentou significativamente a sobrevivéncia de ratos portadores de tumores. A
propriedade anticancerigena da noni foi associada a antraquinona damnacanthal que esta
presente principalmente nas raizes (SOLOMON, 1999; HIRAMATSU et al., 1993). Enquanto
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Wang e Su (2001) investigaram o mecanismo do efeito preventivo do suco de M. citrifolia no
estagio inicial da carcinogénese. Os resultados sugeriram que a prevencao da formacao de
tumores e a atividade antioxidante do suco do fruto podem contribuir para o efeito
guimiopreventivo. Kamiya et al. (2010) confirmaram o potencial anticarcinogénico de
diversas antraquinonas isoladas da raiz de M. citrifolia.

A atividade antioxidante também tem sido reportada em varios estudos a exemplo de
Zin et al. (2002) que investigaram a atividade antioxidante de extratos das raizes, folhas e
frutos de M. citrifolia, os resultados mostraram que extratos da planta demostraram possuir
alta atividade antioxidante quando comparados com antioxidantes classicos como o a-
tocoferol e butil hidroxi tolueno (BHT). A atividade para combater radicais &nions
superéxidos (SAR) do suco de noni mostrou ser 2,8 vezes maior que a vitamina C, 1,4
vezes maior que o pycnogenol e 1,1 vezes maior que o p6 de semente de uva (WANG; SU,
2001). No estudo de Costa (2011) foi analisada a atividade antioxidante da polpa, casca e
semente de M. citriflia e concluiu-se que todos os extratos avaliados apresentaram atividade
antioxidante in vitro.

Com relacédo a atividade anti-inflamatoria, no estudo de Li et al. (2003) foi investigada
in vitro a atividade anti-inflamatéria de 24 espécies de plantas australianas e chinesas, e
observaram que M. citrifolia em p6 possui atividade inibitéria da enzima ciclo-oxigenase
COX-1. McKoy et al. (2002) mostraram gque 0s extratos aquoso e etandlico do suco de noni
possuem atividade antiedematogénica quando administrados tanto por via oral quanto por
via intraperitoneal, utilizando o modelo de edema de pata induzido por carragenina.

A atividade de cicatrizacdo foi analisada por Nayak et al. (2009) que avaliaram a
atividade de cicatrizacao de feridas em ratos, de extrato etandlico de folhas de M. citrifolia.
Os animais tratados com o extrato exibiram reducdo de 71 % na area da ferida quando
comparado com os controles que exibiram 57 %.

Alguns estudos também reportaram a presenca de atividade analgésica na noni,
como no trabalho realizado por Younos et al. (1990) que verificaram que o extrato da raiz da
noni (1,600 mg/kg) apresentou atividade analgésica significativa nos animais, semelhante ao
efeito da morfina (75 % e 81 % de protecdo através de noni e morfina, respectivamente),
além do mais ele também se mostrou ndo-toxico. As propriedades analgésicas da M.
citrifolia sdo associadas a cumarina escopoletina que também foi relacionada a capacidade
de controlar os niveis de serotonina no corpo (LEVAND; LARSON, 1979).

Com relacdo a atividade cardiovascular foi observada em alguns estudos a eficacia
da noni na prevencdo da arteriosclerose, uma doenca relacionada com a oxidacdo das

lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Este efeito benéfico pode ser devido a presenca de
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lignanas (KAMIYA et al, 2004). No trabalho de Ridzwan et al. (2002) foi verificado que
extratos aquosos do fruto de M. citrifolia reduziram a presséo arterial em ratos. E Solomon
(1999) afirmou que a escopoletina pode estar relacionada com o efeito anti-hipertensivo da

noni.

1.3.5.1 Atividade Antibacteriana da M. citrifolia

A atividade antibacteriana da noni tem sido relatada por varios autores, a exemplo de
Bushnell et al. (1950) que descreveram a atividade antibacteriana de extratos dos frutos
maduros da M. citrifolia, obtidos submetendo-se as partes vegetais a alta presséo, sem a
utilizacdo de agua ou solvente, na inibicdo de cepas de Salmonella typhosa, Salmonella
montevideo, Salmonella schottmuelleri, Shigella paradys e moderada atividade
antibacteriana frente a cepas de E. coli, Streptococcus pyogenes e Pseudomonas
aeruginosa. Enquanto no estudo realizado por Locher et al. (1995) foi demonstrado que um
acetonitrilo extraido do fruto seco da noni inibiu o0 crescimento de P. aeruginosa, Bacillus
subtilis, E. coli e S. pyogenes. No trabalho de Saludes et al. (2002) foi descrita a atividade
antibacteriana da noni, onde o extrato obtido com hexano foi capaz de inibir o crescimento
da Mycobacterium tuberculosis em 89 - 95 %.

Na literatura relata-se também a utilizagdo da noni no tratamento da Ulcera do
estbmago, através da inibicdo da bactéria Helicobacter pylori (WANG et al., 2002). A
atividade antibacteriana da noni também foi testada também por Jayaraman et al. (2008)
gue analisaram a atividade de extratos do fruto de M. citrifolia obtidos com os solventes
metanol, acetato de etila e hexano na inibicao de E. coli, S. aures e outras 13 bactérias
patogénicas. Os extratos do fruto obtidos com metanol apresentaram os melhores
resultados na inibigcdo das cepas. Selvam et al. (2009) analisariam a atividade antibacteriana
de extratos do p6 de frutos de M. citrifolia obtidos com os solventes acetona, cloroférmio,
metanol e etanol na inibicdo de cepas de E. coli, S. aureus e Proteus vulgaris. Todos os
extratos estudados apresentaram moderada atividade antibacteriana frente as cepas
testadas.

Kumar et al. (2010) testaram a atividade antibacteriana de extratos da folha de M.
citrifolia obtidos com os solventes etanol e éter de petréleo contra cepas de B. subtilis, E.
coli e S. aureus. Os dois extratos testados inibiram o crescimento das cepas, porém o
extrato alcéolico apresentou melhor resultado.

Usha et al. (2010) estudaram a atividade antibacteriana de extratos das folhas de M.

citrifolia obtidos com os solventes benzeno, cloroférmio, acetato de etila, etanol e agua
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frente as cepas de E. coli e S. aureus e a Candida albicans e Aspergillus niger. Os
resultados do ensaio antimicrobiano revelaram que os extratos demonstraram atividade
inibidora frente a todos os micro-organismos testados.

Sunder et al. (2011) verificaram a atividade antibacteriana de extratos do fruto, folhas
e sementes de M. citrifolia obtidos com os solventes metanol, cloroférmio e acetona na
inibicdo de cepas de Salmonella spp., Pseudomonas spp., S. aureus, Klebsiella spp., e
E.coli. Dentre os diferentes extratos de M. citrifolia, os obtidos da semente apresentaram a
melhor atividade antibacteriana, seguidos pelos extratos do fruto e das folhas. O metanol foi
o melhor solvente para extracdo dos componentes de M. citrifolia com potencial
antibacteriano, seguido pelos extratos da acetona e do cloroférmio respectivamente. E.coli e
Pseudomonas spp. foram inibidas por todos os extratos, no entanto, Salmonella spp., S.
aureus e Klebsiella spp. ndo foram inibidas por todos os extratos.

Silveira et al. (2011) estudaram a atividade antibacteriana de extrato do fruto de M.
citrifolia obtido com solvente hidroalcédolico na inibicdo de S. aureus. Os extratos do fruto da
noni testados revelaram atividade antibacteriana. No entanto, Lopes e Almeida (2011)
investigaram a atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico do fruto de M. citrifolia em
cepas de S. aureus e E. coli, mas ndo encontraram atividade antibacteriana frente as cepas
testadas.

Enquanto Natheer et al. (2012) descreveram a atividade antibacteriana de extratos
obtidos dos frutos, folhas e caule de M. citrifolia obtidos com o0s solventes metanol, etanol e
acetato de etila na inibicdo de cepas de E. coli, S.aureus e outras 10 bactérias patogénicas.
Dentre os extratos testados, o autor descreveu o0s obtidos com metanol como mais
eficientes na inibicdo dos micro-organismos.

Sibi et al. (2012) realizaram um estudo sobre as propriedades antimicrobianas de
extratos metanolicos da folha, raiz e caule de M. citrifolia, frente as cepas de S. aureus, S.
epidermidis, S. pyogenes, E. coli, Serratia marcescens, P. aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae. Os resultados revelaram que os extratos das raizes e folhas apresentaram
significante atividade antimicrobiana principalmente devido aos compostos fendlicos e
taninos. Dentre os extratos testados, o extrato metandlico da raiz apresentou os melhores
resultados, principalmente contra S. epidermidis e P. aeruginosa.

Em estudo sobre os fitoconstituintes da raiz de M. citrifolia, Sibi et al. (2012)
determinaram a presenca de compostos fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas,
esteroides e glicosideos. E afirmaram que estes componentes bioativos sdo conhecidos por
conferirem atividade antimicrobiana as plantas. Ndo foram encontrados alcaloides e nem

terpenoides na raiz.
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Tradicionalmente, as raizes de M. citrifolia eram utilizadas pelos polinésios para
produzir corante amarelo ou vermelho, mas agora sdo conhecidas por conterem
componentes ativos medicinalmente, como antraquinonas, que devido a sua atividade
antioxidante, possuem varias propriedades terapéuticas. Estas propriedades incluem a
atividade antibacteriana, antiviral e anticAncer, bem como o0s seus efeitos analgésicos.
(KRISHNAIAH et al., 2012).

Duncan et al. (1998) demonstraram que a escopoletina, um fitoconstituinte da noni,
inibe a atividade de E. coli, comumente associada a surtos de infeccbes graves e até a
morte. Atkinson (1956) afirmou que o efeito antimicrobiano observado na noni pode ser
devido a presenca de compostos fendlicos, tais como acubina, alizarina, escopoletina e
outras antraquinonas.

Deng et al. (2007) citaram que dentre 0s compostos cumarinicos, a escopoletina é
responsavel pela atividade antimicrobiana, antiinflamatéria e antioxidante. As propriedades
antibacteriana e antifingica de saponinas também tém sido bem relatadas na literatura
(AVATO et al., 2006; SOETAN et al., 2006; BARILE et al., 2007).

Dentre os trabalhos analisados que comprovaram a atividade antibacteriana dos
extratos obtidos de M. citrifolia a grande maioria foi realizada na india, porém, dentre os
trabalhos realizados no Brasil sobre a atividade antibacteriana, que foram limitados apenas
ao estudo dos frutos, apenas um encontrou atividade antibacteriana nos extratos analisados.
Essas divergéncias nos resultados podem ser explicadas pelas variagfes climéticas, pois
esse fator pode influenciar na producdo dos metabdlitos secundérios da planta e desse
modo, interferir nas suas propriedades terapéuticas.

Diante da comprovacdo da atividade antibacteriana de M. citrifolia, os extratos
obtidos da planta podem ser utilizados ndo apenas para o desenvolvimento de novos
medicamentos, mas também podem ser empregados para a elaboracdo de antibacterianos
para uso na conservacao de alimentos, fato que podera ser de grande interesse para a

indUstria alimenticia.

1.3.5.2 Efeitos Adversos

Apesar de a literatura cientifica sobre a M. citrifolia ser extensa, especialmente em
relacdo aos possiveis efeitos farmacolégicos e usos terapéuticos, a quantidade de
publicacBes que avaliaram sua seguranca € limitada (WEST et al., 2006). Alguns estudos
encontraram resultados controversos quanto as reais propriedades benéficas do consumo

da noni. Alguns autores sugerem que o uso indiscriminado e em altas doses da noni podera
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ter efeitos deletérios a saude. Nesse sentido € importante cautela no uso desses produtos e
mais estudos sao necessarios para esclarecer as lacunas ainda existentes quanto as
propriedades medicinais da M. citrifolia (COSTA, 2011).

Millonig et al. (2005) relataram um caso de hepatotoxicidade, relacionado ao
consumo por algumas semanas de suco da noni. Stadlbauer et al. (2005) também
avaliaram alguns casos de hepatotoxicidade associados ao consumo do suco da noni e
fizeram os seguintes relatos: Um paciente com histérico de hepatite desenvolveu uma
insuficiéncia hepatica ap6és o consumo de 1,5 L de suco da noni durante 3 semanas,
necessitando de transplante hepatico de urgéncia. Enquanto outro, sem evidéncia de
doenca hepatica anterior desenvolveu um episédio de hepatite aguda apds o consumo de 2
L de suco de noni por mais de 3 meses.

Yice et al. (2006) descreveram outro caso de hepatotoxicidade associada ao
consumo de suco da noni. Uma paciente foi hospitalizada apés ter consumido entre 1 a
1,5 L de suco da noni durante 4 semanas e ap6és interromper o consumo do produto, 0s
sintomas desapareceram. Enquanto Andrada et al. (2007) associaram o consumo durante
varios dias de uma preparacdo da noni ao desenvolvimento de hepatotoxicidade grave.
Millonig et al. (2005) e Stadlbauer et al. (2005) afirmaram que as antraquinonas poderiam
ser as substéncias responsaveis pelos efeitos hepatotdxicos observados.

Muller (2007) investigou os possiveis efeitos adversos do extrato aquoso do fruto da
noni (M. citrifolia) sobre a prenhez e parturicdo de ratas progenitoras e concluiu que a
exposicdo ao extrato seco do fruto da noni pode provocar efeitos adversos na gestacéo
desses animais em doses de 7,5 mg/kg e sugere que as atividades antiestrogénica,
antiangiogénica e inibidora da COX-2 estejam relacionadas a estes efeitos. Por outro lado,
West et al. (2006) afirmaram que a ligacdo sugerida entre a ingestdo de suco da noni e
toxicidade do figado foi refutada pelo fato de ndo ser consistente com a histopatologia e
resultados de quimica clinica dos testes de toxicidade subcrénica oral em animais, nem com
os valores laboratoriais observados de estudos de seguranca clinica, e que nenhuma
relacdo causal pode ser comprovada.

Franchi et al. (2008) realizaram uma avaliagdo toxico-genética do suco da noni e
concluiram que o mesmo ndo apresentou efeito toxico-genético em células somaticas de
Drosophila melanogaster. Outro estudo foi realizado com puré de frutos da noni que foi
administrado por sonda oral a uma dose de 15000 mg/kg a ratos tipo Sprague-Dawley. Os
animais foram observados durante duas semanas ap0s a administracdo. Os animais
sobreviveram e ndo mostraram sinais de toxicidade ou de mudang¢as comportamentais.

Todos os animais pareciam saudaveis e ganharam peso. Necropsias brutas dos animais,
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realizadas no final de duas semanas ndo revelaram quaisquer efeitos patologicos.
Consequentemente, a DL 50 do fruto da noni foi maior que 15000 mg/kg (PRODUCT
SAFETY LABS, 1999).

Kaaber (2000) realizou um estudo para avaliar o potencial alergénico do suco da
noni. Foram utilizados dois grupos de seis animais cada, um grupo controle positivo, € um
grupo controle negativo. Os animais de teste foram analisados e ndo foram observadas
reacOes alérgicas ao suco.

Davies e Mugglestone (2003) realizaram um estudo clinico para avaliar a seguranca
do suco do fruto de noni (Tahitian Noni) em individuos saudaveis. Participaram da pesquisa
96 individuos, sendo 28 homens e 68 mulheres, com idades entre 18 e 64 anos, foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos. Estes grupos incluem um grupo placebo e trés
grupos de teste, recebendo cada um deles uma dose de 750 mL ou do placebo ou do suco
Tabhitian noni por dia. Os sujeitos foram avaliados, sendo realizados exames hematolégicos,
bioquimicos, e medi¢des uroldgicas, feitos nas semanas 0, 2, 4, e 6. Nao foram observadas
diferencgas clinicamente significativas nos parametros e medidas do estudo entre qualquer
um dos grupos. Estes dados indicam que o consumo de até 750 mL Suco Tahitian Noni por
dia é seguro.

WEST et al. (2006) realizaram uma revisdo sobre a seguranga do suco do fruto de
noni e chegaram a conclusao que o o suco de noni € tdo seguro quanto outros sucos de
frutas comuns.

Diante dos casos citados acima e da existéncia de poucos estudos a respeito da
seguranca da utilizagcdo do suco do fruto de M. citrifolia em humanos, bem como de
preparados de outras partes da planta, torna-se claro a necessidade da realizacdo de mais
estudos que busquem a definicdo de doses seguras de produtos obtidos da noni, a fim de
utilizar da melhor forma seus possiveis beneficios a saude, visto que os casos relatados de
hepatotoxicidade foram associados ao consumo elevado do produto. O uso indiscriminado
de noni nao deve ser encorajado a populagéo, pois para evitar possiveis problemas a saude

€ importante que seja utilizado em doses seguras.

1.3.5.3 Situacao Regulamentar da M. citrifolia no Brasil

O interesse comercial pela M. citrifolia tem aumentado enormemente nos ultimos
anos, tendo em vista o surgimento de patentes registradas. Além das patentes registradas
pelos Estados Unidos, o suco de noni foi aceito na Unido Europeia como um novo alimento
(EUROPEAN COMMISSION, SCIENTIFIC COMMITTEE OF FOOD, 2002). No Japao, o
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suco do fruto e o cha das folhas de M. citrifolia foram langados no mercado de alimentos
funcionais e séo ingeridos na expectativa de que eles possam ajudar a prevenir doencas
(MASUDA et al., 2009).

As propriedades medicinais da noni foram divulgadas para o mundo principalmente a
partir de 1995, quando o suco foi processado, patenteado como TAHITIAN NONI® Juice
(TNJ) e distribuido por uma empresa norte americana — Morinda Inc. e sua companbhia filial
Tahitian Noni International (MULLER, 2007). No entanto, apesar do crescimento da
comercializacdo, as pesquisas cientificas ainda ndo séo suficientes para a comprovacao do
uso seguro e das reais propriedades nutricionais e funcionais de produtos a base de noni .
Além disso, os compostos fitoquimicos responsaveis por suas supostas propriedades ainda
nao foram revistos (CHAN-BLANCO et al., 2006). De acordo com Chan-Blanco et al.
(2006), embora estudos recentes tenham mostrado que o fruto tem propriedades antibioticas
e antioxidantes in vitro, ainda ndo se tem evidéncias cientificas que sustentam os valores
nutricionais e medicinais da M. citrifolia em humanos.

Diante disso, a ANVISA liberou em 29 de maio de 2007 o informe técnico n° 25, que
decidiu que pelo fato de a noni ndo possuir histérico de consumo no Brasil, a
comercializacao de qualquer alimento contendo esse ingrediente s6 sera permitida apos a
comprovacdo de sua seguranca de uso e registro no Orgdo competente, conforme
determinam a Resolucado n° 16/1999 e a Resolu¢do RDC n° 278/2005, respectivamente.

Apesar da adverténcia emitida pela ANVISA, o suco da noni e também produtos
derivados da M. citrifolia continuam a serem vendidos ou como suplemento alimentar ou
como fitoterdpicos no Brasil, sem a realizacdo de estudos toxicolégicos pré-clinicos

preconizados pela legislacéo brasileira (MULLER, 2007).

1.3.6 Contaminacéao de Alimentos por Micro-organismos

Diversas doencas que acometem a humanidade s&o causadas por micro-organismos
e dentre elas destacam-se as toxinfeccdes alimentares que de acordo com Cardoso e
Carvalho (2006) sdo enfermidades causadas pela ingestdo de alimentos contaminados por
micro-organismos e suas substancias toxicas, e constituem um importante problema
sanitario. Segundo Passos et al. (2008) os individuos acometidos por toxinfec¢des
alimentares podem apresentar diferentes quadros clinicos, periodos de incubacédo variaveis

e 0s casos graves podem evoluir para ébitos nos pacientes acometidos.
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As doencas transmitidas por alimentos consomem recursos com cuidados de saude
e causam mortalidade e morbidade em todo o mundo. Entre os sintomas agudos mais
comuns podem ser citados diarreias, voémito, nauseas e, algumas vezes febre
(MENDONGCA, 2003).

O tratamento de patologias causadas por bactérias ocorre por meio do uso de
agentes antimicrobianos, compostos quimicos que, em pequenas concentragcfes, Ssao
capazes de ocasionar a morte ou a inibicdo do crescimento. Porém, quando utilizados
excessivamente, principalmente os mais antigos, tém-se tornado, na maioria das vezes,
ineficazes, devido ao surgimento de cepas resistentes (TIBBETTS et al.,, 2003). Diante
disso, torna-se clara a importancia da descoberta de novas substancias com propriedades
antimicrobianas, fato que tem se destacado principalmente com relacdo aos compostos
antibacterianos naturais. Além da possibilidade do desenvolvimento de novos
medicamentos, novos antimicrobianos poderiam ser empregados como conservantes de

alimentos.

1.3.6.1 Staphylococcus aureus

by

A espécie Staphylococcus aureus pertencente a familia Staphylococcaceae é
representada por bactérias em forma de cocos gram-positivos. Bactérias do género
Staphylococcus séo distribuidas na natureza, assim como na microbiota normal da pele e da
mucosa de grande parte dos mamiferos, dentre eles os humanos (VAN BELKUM et al.,
2009). Apesar de ser encontrado com relativa frequéncia como membro da microbiota
normal do corpo humano (mucosa naso-faringea), S. aureus é altamente patogénico, uma
vez que atua como agente de varias infeccbes (FUEYO et al.,, 2005). A importancia
epidemioldgica de S. aureus como agente causador de doencas transmitidas por alimentos
decorre de sua alta prevaléncia e do risco de producéo, nos alimentos contaminados de
toxinas causadoras de gastrenterites alimentares (ZECCONI; HAHN, 2000). Segundo Raddi
et al. (1988) surtos de intoxicacdo alimentar sédo freqientemente relatados e os causados
por S. aureus S80 0S mais comuns. S. aureus sao micro-organismos capazes de produzir
enterotoxinas termorresistentes que sao estaveis ao aquecimento a 100°C durante 30
minutos, ndo sendo inativadas totalmente pela coccdo normal, pasteurizacdo e outros

tratamentos térmicos usuais (JAY, 1994).


http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcaceae
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1.3.6.2 Escherichia coli

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, é uma bactéria anaerébia
facultativa e oxidase negativa, sdo bastonetes gram-negativos curtos, que podem formar
cadeia. Constitui um grande grupo heterogéneo cujo habitat natural € o trato intestinal dos
humanos e animais de sangue quente (LOPES; ALMEIDA, 2011).

Apesar de E. coli ser uma espécie bacteriana da microbiota do trato intestinal de
humanos, determinados sorotipos podem causar graves problemas gastrointestinais, com
diarreias severas e suas complicagbes (MENG et al., 2001). E conhecida por produzir
enterotoxinas cujas propriedades e participacdo em diarreias tem sido amplamente
investigada (KONOWALCHUK et al., 1977; KONOWALCHUK et al., 1978; SCOTLAND et
al., 1980). Desse modo, E. coli esta entre os mais importantes agentes causadores de

doencas transmitidas por alimentos.
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2.1 RESUMO

Atividade antibacteriana de extratos de Morinda citrifolia L. na inibi¢céo de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Morinda citrifolia L. (Noni) é uma planta associada a diversas propriedades
biolégicas, dentre elas a atividade antibacteriana. O presente estudo objetivou
avaliar a atividade antibacteriana de extratos organicos de M. citrifolia para sua
posterior utilizacdo na conservacao de alimentos. O material vegetal foi coletado no
municipio de Cha Grande, Pernambuco, Brasil. Os extratos da casca, semente,
folha e raiz da noni foram obtidos pelo método de esgotamento a frio com extracdes
sucessivas seguindo a série eluotropica dos solventes (ciclohexano, cloroférmio,
acetato de etila, etanol e metanol), na propor¢cdo 1:10 p/v. O teste de atividade
antibacteriana foi realizado pelo método de difusdo em disco de papel utilizando
Staphylococcus aureus ATTC 6538 e Escherichia coli ATTC 8739 como micro-
organismos teste. Apenas 0s extratos da raiz obtidos com os solventes acetato de
etila, cloroférmio, ciclohexano, e etanol inibiram o crescimento de S. aureus.
Nenhum dos extratos inibiu o crescimento de E. coli. O valor de Concentracdo
Minima Bactericida (CMB) dos extratos obtidos com acetato de etila e ciclohexano
foi 15mg/mL e dos extratos cloroférmico e etandlico foi 30 mg/mL. Foram realizados
testes de cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Na andlise em CCD foram identificados padrdes de bandas
sugestivos da presenca de flavonoides e cumarinas. Na analise em CLAE foram
encontrados padrées de picos correspondentes a presenca de quercetina e cafeina.
Com o teste de afrogenicidade foi detectada a presenca de saponinas. Conclui-se
que a atividade antibacteriana depende da parte da planta, sendo a eficiéncia
influenciada pelo solvente usado na extracdo, que por sua vez esta relacionado as
diversas classes de compostos bioativos. Sugere-se a participacdo dos compostos
encontrados na atividade antibacteriana do extrato da raiz de M. citrifolia. No
entanto, outros estudos sdo necessarios para a devida associacdo de metabdlitos

secundarios com a atividade antibacteriana dos extratos da raiz de M. citrifolia.

Palavras chave: Atividade antibacteriana; E. coli; M. citrifolia; S. aureus
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2.2 ABSTRACT

Antibacterial activity of Morinda citrifolia L. extracts on the inhibition of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

Morinda citrifolia L. (Noni) is one plant associated with several biological properties,
among them the antibacterial activity. This study aimed to evaluate the antibacterial
activity of organic extracts of M. citrifolia for subsequent use in food preservation.
The plant material were collected near the town of Cha Grande, Pernambuco, Brazil.
The organic extracts were obtained by cold exhaustion method with successive
extractions following eluotropic series of solvents (cyclohexane, chloroform, ethyl
acetate, ethanol and methanol), 1:10 w/v. The test of antibacterial activity was
conducted by the method of diffusion in paper disc using Staphylococcus aureus
ATCC 6538 and Escherichia coli ATCC 8739 as test microorganisms. Only root
extracts obtained with solvents ethyl acetate, chloroform, cyclohexane and ethanol
inhibited the growth of S. aureus. None of the extracts inhibited the growth of E. coli.
The value of Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the extracts with ethyl
acetate and cyclohexane was 15 mg/ml and of the chloroform and ethanol extracts
was 30 mg/ml. Chromatography tests were performed by thin layer (TLC) and high-
performance liquid chromatography (HPLC). In the analysis of TLC were identified
banding patterns suggesting the presence of flavonoids and coumarins. In the HPLC
analysis were found peaks patterns suggestive of the presence of quercetin and
caffeine. Afrogenicidade test detected the presence of saponins. It is concluded that
antibacterial activity depends on the part of the plant, the efficiency being influenced
by the solvent used in the extraction, which in turn is related to the various class of
bioactive compounds. It is suggested the participation of compounds found in
antibacterial activity of the root extract of M. citrifolia. However, further studies are
required for proper association of secondary metabolites with antibacterial activity of

M. citrifolia root extracts.

Keywords: Antibacterial activity; E. coli; M. citrifolia; S. aureus
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2.3 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas no tratamento de doencas € uma pratica que iniciou
com as civilizagbes antigas, existente até os dias atuais, e que continua crescendo
no mundo. O entusiasmo em relacdo ao estudo de plantas medicinais e seus
extratos vem crescendo na assisténcia a saude em funcdo de sua facil
aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo (Varanda, 2006).

As plantas tém sido usadas ha milhares de anos, tanto como alimento
quanto para dar sabor e conservar os alimentos, para o tratamento de transtornos
de saude e prevencédo de doengas. O conhecimento de suas propriedades curativas
foi transmitido ao longo dos séculos dentro e entre as comunidades humanas. Os
compostos ativos produzidos durante o metabolismo vegetal secundario sao
geralmente responsaveis pelas propriedades bioldgicas de algumas espécies de
plantas utilizadas em todo o mundo para diversos fins (Silva & Fernandes Junior,
2010).

Diversas doencas que acometem a humanidade sdo causadas por micro-
organismos e dentre elas destacam-se as toxinfec¢des alimentares que de acordo
com Cardoso & Carvalho (2006) sdao enfermidades causadas pela ingestdao de
alimentos contaminados por micro-organismos e suas substancias toxicas, e
constituem um importante problema sanitario.

A busca pela prevencdo de doencas transmitidas por alimentos levou a
construcao de sistemas de seguranca alimentar bastante sofisticados, mas em todo
o mundo, sabe-se que este continua a ser um sério problema de saude publica
(Faleiro, 2011). O controle da deterioracdo dos alimentos por micro-organismos
patogénicos é alcancado principalmente por controle quimico, mas o uso de
produtos quimicos sintéticos é limitado devido a uma série de aspectos indesejaveis
que incluem carcinogenicidade, teratogenicidade, toxicidade aguda e a exigéncia de
periodos prolongados de degradacdo com o consequente desenvolvimento de
problemas de poluicdo ambiental (Faleiro, 2011). Além disso, uma percepcéo do
consumidor cada vez mais negativa em relacdo aos aditivos alimentares sintéticos
tem estimulado um maior interesse em encontrar alternativas naturais que sejam
capazes de substituir os aditivos sintéticos sem os efeitos indesejaveis daqueles
compostos (Zink, 1997). A utilizacdo de extratos vegetais para elaboracdo de

conservantes naturais para alimentos € uma opcao atraente para substituicdo dos
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conservantes sintéticos (Hyldgaard et al., 2012).

Dentre as plantas utilizadas com fins terapéuticos destaca-se a M. citrifolia
que € associada a diversas propriedades medicinais, dentre elas a atividade
antibacteriana. Muitas propriedades terapéuticas atribuidas a noni jA possuem
evidéncia cientifica, porém, varios estudos relatam possiveis efeitos toxicos da
planta, a exemplo de Millonig et al. (2005); Stadlbauer et al. (2005); Yice et al.
(2006) e Andrada et al. (2007) que relataram casos de hepatotoxicidade associados
ao consumo da noni. Além disso, ndo existem pesquisas suficientes que
comprovem a seguranca da utilizacdo da M. citrifolia. Ainda existe uma caréncia de
estudos que relatem a atividade antibacteriana das véarias partes da planta
associada aos seus fitoconstituintes, desse modo, é necessario que estudos
busquem evidenciar os reais beneficios da M. citrifolia e que doses seguras sejam
definidas para utilizacdo das possiveis propriedades benéficas da planta. De acordo
com Lorenzi & Matos (2002), precaugdes contra o0 mau uso de plantas medicinais
devem ser levadas em consideracdo, e a obediéncia as dosagens prescritas e 0
cuidado na identificacdo precisa do material utilizado podem evitar uma série de
acidentes.

Diante do mencionado acima, o presente estudo buscou investigar o
potencial antibacteriano de extratos obtidos da casca, semente, folha e raiz da noni
na inibicdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, micro-organismos
comumente associados a infeccdo alimentar, fato que pode ser de grande utilidade
para o controle microbiologico na industria de alimentos. Além disso, objetivou-se
realizar a analise de alguns compostos bioativos presentes na M. citrifolia que

poderiam estar associados a atividade antibacteriana.

2.4 MATERIAL E METODO

2.4.1 Coleta do material vegetal e obtenc&o dos extratos organicos
A planta utilizada para o estudo foi a Morinda citrifolia L. pertencente a
familia Rubiaceae e conhecida popularmente como “noni”. Diferentes partes da
planta (casca, folha, raiz e semente) foram coletadas no més de fevereiro de 2014
em uma granja situada no municipio de Cha Grande, Pernambuco, Brasil, (latitude
9092120; longitude 25-225846) (Figura 2.1). O material coletado foi acondicionado
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em sacos plasticos e levado ao Laboratorio Microbiologia dos Alimentos do Centro
Académico de Vitéria de Santo Antdo — CAV da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE para posterior processamento. Uma exsicata de M. citrifolia L.
foi depositada no Herbario IPA sob o registro FIB n°® 25/2011 n° 01.

Para a obtenc&o dos extratos, as partes vegetais (Figura 2.2) foram lavadas
com agua corrente para remover as sujidades e, em seguida, colocadas para secar
em estufa a temperatura de 60 °C até alcancarem peso constante, sendo esta
etapa realizada em 72 horas. As partes secas foram trituradas em moinho de
laboratério modelo MA 630/1 (marca Marconi) e o p6 obtido foi submetido a
extracdo. Os extratos foram obtidos pelo método de esgotamento a frio com
extracbes sucessivas seguindo a série eluotropica dos solventes (ciclohexano,
cloroférmio, acetato de etila, etanol e metanol), na proporcéo 1:10 p/v (Doughari &
Manzara, 2008). O extrato obtido foi filtrado com papel de filtro Whatman n® 1 e
concentrado em evaporador rotatério modelo 801 (marca Fisatom) a temperatura
de 60 °C até volume reduzido. Os extratos brutos foram armazenados em
dessecador até alcancarem peso constante. Calculou-se o rendimento total dos

extratos, de acordo com a féormula: Re = (PES / PTV) x 100.

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); PES = Peso do extrato seco (g); PTV

= Peso do triturado vegetal (g).

Localizagdo da Area de Coleta

PERNAMBUCO

N
- T Cha.grande

i,

Fonte: Google Earth 2015

FIGURA 2.1 - Mapa do local onde foi realizada a coleta das amostras de M. citrifolia. Fonte: Google Earth
2015.



2.4.2 Padronizacédo da densidade do in6culo

Os micro-organismos utilizados no estudo foram cepas liofilizadas de
Escherichia coli (ATCC 8739) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538) obtidas da
colecdo de micro-organismos do Laboratério de Microbiologia dos Alimentos do
Centro Académico de Vitoria da Universidade Federal de Pernambuco, as quais
foram reativadas em meio de cultura agar triptona de soja (TSA) a temperatura de
35 °C por 24 horas. Para obtencdo do inéculo bacteriano, foi preparada uma
suspensdo de células em solucdo salina 0,85 % padronizando-se a turbidez de
acordo com o tubo 0,5 da escala de MacFarland (102 UFC/mL) segundo Bier
(1981).

Fonte: J. Lima

FIGURA 2.2 - Material vegetal obtido de plantas de M. citrifolia. A, B, C e D: casca, folha, raiz e
semente, respectivamente.

2.4.3 Teste de atividade antibacteriana

O teste de atividade antibacteriana dos extratos de M. citrifolia foi realizado
através do método de difusdo em disco de papel de acordo com Bauer et al. (1966).
Aliguotas dos extratos foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSQO) para obtencao
das amostras na concentracao de 150 mg/mL a serem utilizadas para os testes.

O in6culo bacteriano obtido foi distribuido uniformemente com o auxilio de
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swabs esterilizados em placas de Petri contendo o meio Agar Mueller-Hinton.
Discos de papel foram impregnados com 20 uL na concentracdo de 150 mg/mL de
cada extrato obtido e depositados nas placas de Petri. Foram utilizados como
controle positivo os antibidticos de referéncia Norfloxacino (10 ug) e Cloranfenicol
(30 pg) de acordo com a CLSI (2012).

Em seguida as placas foram invertidas e incubadas em estufa bacteriol6gica
a 37 °C por 24 horas. Os halos de inibicdo foram mensurados e expressos em
milimetros, sendo considerado o efeito antibacteriano positivo os halos de inibicao
igual ou superior a 10 mm de diametro (Silva et al., 2007). Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

2.4.4 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e

Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

Foi realizado o teste de Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos extratos
por meio da técnica de microdiluicdo em caldo conforme o protocolo M7-A6 (CLSI,
2012). Para o teste, foi utilizada uma microplaca de 96 pocos. Cada poco da placa
recebeu 40 pL do indculo, 80 pL do meio Caldo Mueller-Hinton e 30 pL das
diluicbes seriadas (1:2 v/v) dos extratos brutos em concentracdes finais que
variaram de 30 a 1,875 mg/mL. Foi utilizada como controle positivo a mistura sem o
extrato e como controle negativo a mistura sem a suspensao de células. A placa foi
incubada com temperatura em torno de 37 °C por 24 horas. Posteriormente ao
periodo de incubacdo, foram adicionados em cada po¢co da placa 20 pL de
resazurina sédica a 0,01 % em solucdo aquosa esterilizada, e a placa foi
reincubada por quatro horas. Em seguida foi realizada a leitura dos resultados para
determinar a menor concentracdo de cada extrato organico capaz de inibir o
crescimento do micro-organismo testado. A resazurina permite a visualizacdo da
presenca de crescimento bacteriano mais facilmente, uma vez que a coloragdo azul
indica auséncia de crescimento microbiano, enquanto a cor vermelha indica
presenca de células viaveis em crescimento (Alves et al.,, 2008). Desse modo, a
resazurina € um indicador de oxido-reducdo que tem sido utilizado para avaliar a
viabilidade de células microbianas (Montejano et al., 2005). A CMI foi definida como
a menor concentracdo do antimicrobiano testado que inibiu completamente o

crescimento microbiano. Aliquotas dos pocos da placa de teste foram semeadas em
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placa de Petri com Agar Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C por 24 horas. A menor
concentracdo do extrato em que as cepas testadas ndo apresentaram capacidade
de crescimento em Agar Mueller-Hinton foi considerada como a concentracéo

minima bactericida (CMB).

2.4.5 Andlise Cromatografica
2.4.5.1 Cromatografia em Camada delgada (CCD)

Os ensaios em CCD foram realizados em placas de gel de silica F-254nm /
Merck. A fase movel utilizada era constituida de tolueno\dioxano\acido acético
(180:45:5 v/viv), de acordo com a metodologia de Culberson (1972).

As bandas foram visualizadas por fluorescéncia em luz UV (254 e 365 nm) e
como reveladores foram utilizados hidroxido de amonio e vanilina sulfarica. Os
valores de fator de retencdo (Rf) das substancias foram definidos e comparados
com aqueles obtidos para as substancias padréo: quercetina, cafeina e cumarina.
Os padrdes de quercetina e cafeina utilizados foram obtidos da Sigma, o padréao de
cumarina utilizado foi um extrato metandlico de Justicia pectoralis que contém 1,2-
benzopirona como cumarina (Fonseca et al.,, 2010). A planta J. pectoralis foi
coletada no Jardim Didatico do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco. A obtencg&o dos extratos foi realizada seguindo a mesma
metodologia utilizada para obtencdo dos extratos de M. citrifolia, de acordo com
Doughari & Manzara (2008).

Os extratos, foram diluidos em metanol espectroscépico (Grau HPLC) até
uma concentracdo de 1,0 mg/mL, sendo aplicados a placa 20 uL das respectivas

solucdes e padrodes.

2.4.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os ensaios em CLAE seguiram a metodologia de Legaz & Vicente (1983).
Foi utilizado cromatégrafo liquido Thermo Fisher, modelo Ultmate 3000 acoplado a
detector de UV com arranjo de Diodos (DAD), as leituras foram feitas a 254 nm,
utilizando coluna de fase reversa C18. A fase mdvel utilizada foi metanol/agua,
acido acético (80:19,5:05, v/viv), em sistema isocratico a temperatura de 21 °C.

Os extratos organicos da raiz de M. citrifolia, 0,1 mg /mL, foram diluidos em

metanol espectroscopico. Os resultados foram avaliados mediante tempo de
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retencdo (TR) das substancias na coluna e area dos picos cromatograficos, com

comparacao com os padrdes de cafeina e quercetina.

2.4.5.3 Curva da concentracdo de quercetina

Foi preparada uma curva analitica a partir da solugdo padrdo de quercetina
(1 mg/mL) dissolvida em metanol espectroscopico, foram realizadas diluicbes
seriadas, sendo obtidas concentracdes finais que variaram de 1 mg/mL a 0,0625
mg/mL. As leituras foram realizadas em CLAE e a curva analitica foi construida a
partir do programa Microsoft Excel, no qual foi efetuada a regresséo linear e obtida
a equacao da reta [y = ax + b] relacionando concentracdo de quercetina versus a

area de cada pico observado.

2.4.6 Ensaio para determinacado de saponinas

Para andlise da presenca de saponinas foi realizado o teste de
afrogenicidade. O teste foi realizado por meio de aquecimento em placa de Petri, de
12 mL do extrato bruto seco em metanol, para eliminacdo do solvente. O produto
resultante foi diluido em agua destilada e colocado em tubo de ensaio, para
posterior agitacdo manual (30 s) e repouso por aproximadamente duas horas
(Costa, 2001). A presenca de espuma persistente por mais de duas horas foi

considerada como critério para determinar a presenca de saponinas.

2.5 RESULTADO E DISCUSSAO

2.5.1 Rendimento dos extratos das partes vegetais de M. citrifolia

Os rendimentos dos extratos obtidos com os solventes de polaridade
crescente ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e metanol estdo
descritos na Tabela 2.1 Pbéde-se observar que o0s extratos metandlicos
apresentaram os maiores valores de rendimento, que foram de 16,42 %, 14,19 % e
13,80 %, valores bem maiores em relacdo aos dos extratos obtidos com os demais
solventes, entre os quais, o maior valor foi de 10,66 % para o0 extrato obtido com
etanol. A excecéo foi 0 extrato da semente obtido com o metanol que apresentou
valor de 1,81 %, foi 0 menor valor de rendimento em relacdo aos demais extratos da
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semente obtidos com o0s outros solventes utilizados no estudo. Fato que pode ser
associado a presenca de compostos de maior polaridade nas diferentes partes de

M. citrifolia, com excecado da semente.

TABELA 2.1 - Rendimento dos extratos obtidos de M. citrifolia com a utilizacdo de diferentes
solventes, a partir de 10g do material vegetal.

Pesos (mg)
Material vegetal Solvente EB RE (%)
Ciclohexano 150 1,50
Cloroférmio 188 1,88
Casca Acetato de etila 102 1,02
Etanol 354 3,54
Metanol 1642 16,42
Ciclohexano 589 5,89
Cloroférmio 727 7,27
Acetato de etila 921 9,21
Folha Etanol 1066 10,66
Metanol 1419 14,19
Ciclohexano 155 1,55
Cloroférmio 551 5,51
Raiz Acetato de etila 259 2,59
Etanol 438 4,38
Metanol 1380 13,80
Ciclohexano 773 7,73
Cloroférmio 814 8,14
Acetato de etila 681 6,81
Semente Etanol 582 5,82
Metanol 181 1,81

EB: extrato bruto; RE: rendimento.

2.5.2 Teste de atividade antibacteriana

Os resultados dos ensaios de atividade antibacteriana estdo apresentados na
Tabela 2.2. Os extratos da planta ndo apresentaram acao frente a E. coli, porém, o
crescimento de S. aureus foi inibido pelos extratos da raiz de M. citrifolia obtidos
com os solventes acetato de etila, cloroformio, ciclohexano e etanol. Esses
resultados estdo de acordo com Basri & Fan (2005) que afirmaram que extratos de
plantas sdo geralmente mais ativos contra bactérias gram-positivas do que contra
bactérias gram-negativas. Os autores associaram esse fato a presenca da
membrana externa das bactérias gram-negativas o que pode explicar este efeito de

resisténcia.
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Na Tabela 2.2 e Figura 2.3 sdo apresentados os dados de atividade inibitoria
dos extratos organicos testados contra o micro-organismo que se mostrou sensivel.
Pdde-se observar que o extrato da raiz obtido com acetato de etila apresentou o
maior valor de halo de inibicio com média de 15,3 mm; seguido pelo extrato
cloroférmico que apresentou média de 14 mm, pelo extrato ciclohexanico com
média de 13,3 mm e pelo extrato etandlico com média de 11,3 mm.

Nos trabalhos realizados por Jayaraman et al. (2008); Sunder et al. (2011) e
Natheer et al. (2012) foi investigada a atividade antibacteriana de extratos de varias
partes de M. citrifolia com a utilizacédo de varios solventes. No estudo de Jayaraman
et al. (2008) foi investigada a atividade antibacteriana de extratos do fruto de M.
citrifolia obtidos com metanol, acetato de etila e hexano. Os extratos foram testados
na inibicdo de cepas de bactérias, dentre elas S. aureus e E. coli. O extrato
metandlico foi ativo contra todas as bactérias testadas, enquanto o extrato obtido
com acetato de etila foi ativo contra a maioria das bactérias, exceto contra P.
aeruginosa e K. pneumoniae. O extrato hexanico foi ineficaz contra todas as

bactérias testadas.

TABELA 2.2 - Atividade antibacteriana de extratos da raiz de M. citrifolia na inibicdo de S. aureus.
Zona de inibicdo (mm)

Extratos Média + desvio padrao
Ciclohexanico 13,30 + 0,57
Cloroférmico 14,00 + 0,00
Acetato de etila 15,30 + 0,57
Etanélico 11,30 + 0,57

No trabalho realizado por Sunder et al. (2011) foi estudada a atividade
antibacteriana de extratos do fruto, folha e semente de M. citrifolia, obtidos com
metanol, cloroférmio e acetona na inibicdo de cinco bactérias, dentre elas S. aureus
e E. coli. Todos os micro-organismos foram sensiveis aos extratos, porém o0s
maiores de valores de inibicdo foram obtidos com o extrato metandlico da semente.
Na pesquisa de Natheer et al. (2012) foi investigada a atividade antibacteriana de
extratos do fruto, folha e casca de M. citrifolia obtidos com metanol, etanol e acetato
de etila. Os extratos foram testados na inibicdo de 12 bactérias, dentre elas S.
aureus e E. coli. A maioria dos extratos testados apresentou atividade
antibacteriana. O extrato da folha obtido com metanol apresentou o maior valor de

halo de inibicdo. Desse modo, em todos os trabalhos os extratos obtidos com
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metanol apresentaram os melhores resultados, enquanto no presente trabalho os
extratos obtidos com metanol ndo apresentaram atividade antibacteriana. No
presente estudo a Unica parte vegetal que apresentou atividade antibacteriana foi a
raiz, no entanto, nos trabalhos citados acima néo foi estudada essa parte da planta.

No trabalho de Sibi et al. (2012) foram estudadas as propriedades
antimicrobianas de extratos metandlicos da folha, caule e raiz de M. citrifolia. Os
extratos das raizes e folhas apresentaram significante atividade antimicrobiana e o
extrato metanolico da raiz apresentou os melhores resultados, principalmente contra
S. epidermidis e P. aeruginosa, poréem também houve inibicdo significativa de S.
aureus e E. coli. Fato que diverge dos resultados encontrados na presente
pesquisa, onde o extrato metandlico da raiz de M. citrifolia ndo inibiu o crescimento
de cepas de S. aureus e E coli.

O extrato metandlico da raiz apresentou um maior valor de rendimento em
relacdo aos extratos da raiz obtidos com os demais solventes, porém, este extrato
foi 0 Unico que ndo apresentou atividade antibacteriana frente a cepa de S. aureus.
Diante disso, pode-se inferir que apesar de o extrato metandlico da raiz ter extraido
maior quantidade de fitoconstituintes, estes podem nao ser 0s componentes
associados a atividade antibacteriana, enquanto o extrato obtido com acetato de
etila, mesmo com menor valor de rendimento possivelmente carreia metabdlitos
secundarios em quantidade suficiente para apresentar atividade antibacteriana, o
que resultou nos maiores valores de halos de inibicdo. Fato que diverge da
literatura, onde o metanol é referido como um solvente adequado para extracdo de
fitoconstituintes da raiz de M. citrifolia associados a atividade antibacteriana. No
entanto, de acordo com Silveira et al. (2011) deve-se considerar que o vegetal pode
apresentar variacdo na sua composicdo em constituintes ativos, dependendo de
diversos fatores, o que pode representar também variacdo na efetividade bioldgica.
Enquanto Kashi et al. (2011) relataram que as amostras coletadas de origens
geogréficas diferentes, com diferentes climas e vegetacdes mostram diferentes
atividades antibacterianas.

Essa variacao na constituicdo fitoquimica do vegetal também pode influenciar
na sua interagdo com o solvente utilizado para obtencdo do extrato, o que pode
acarretar resultados distintos nos trabalhos realizados com amostras provenientes
de locais diferentes.

As cepas de S. aureus e E. coli apresentaram sensibilidade a acdo dos
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antibioticos de referéncia Norfloxacino e Cloranfenicol, de acordo com os valores
preconizados pela CLSI (2012).

2.5.3 Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima
bactericida (CMB) de extratos da raiz de M. citrifolia

Quanto a concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima
bactericida (CMB) dos extratos que apresentaram efeito antibacteriano positivo,
com a adicdo da resazurina foi observada mudanca de coloracédo para vermelho
bastante evidente apenas no controle positivo, fato que indicou crescimento
bacteriano. Nos demais pocos da placa ndo foi possivel perceber com clareza a
mudanca de coloracdo devido a forte pigmentacdo da raiz da noni, mesmo com a
adicdo do corante especifico para evidenciar crescimento bacteriano. No entanto, a
partir do teste para determinacdo da CMB foi possivel demonstrar em quais
tratamentos ocorreu o crescimento do micro-organismo e em quais deles nao houve

crescimento.

ETANOL

Fonte: J. Lima

FIGURA 2.3 — Formagédo de halos de inibicdo do crescimento de S. aureus com a utilizacdo de extratos da
raiz de M. citrifolia obtidos com os solventes ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol.
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Como resultado, verificou-se que houve crescimento bacteriano na maioria das
diluicdes. Nao houve crescimento celular com os extratos obtidos com acetato de etila e
ciclohexano apenas nas concentracbes de 30 mg/mL e 15 mg/mL, sendo definido 15
mg/mL como valor de CMB destes extratos. Enquanto que nos extratos obtidos com os
solventes cloroférmio e etanol ndo houve crescimento bacteriano apenas na concentracao

de 30 mg/mL, valor definido como CMB destes extratos (Tabela 2.3).

TABELA 2.3 - Teste da Concentragao Minima Bactericida (CMB) de extratos da raiz de M. citrifolia frente a
cepa de S. aureus.

Concentracbes  Acetato de etila Cloroformio Ciclohexano Etanol
dos extratos

(mg/mL)

30,000 - - - -
15,000 - + - +
7,500 + + + +
3,750 + + + +
1,875 + + + +

+ Houve crescimento bacteriano
- Nao houve crescimento bacteriano

Silveira et al. (2011) em estudo da atividade antibacteriana de frutos de M. citrifolia,
realizaram teste de CMI através de macrodiluicdo e também relataram dificuldade para
visualizacdo dos resultados devido a intensidade na cor do material analisado, desse
modo adicionaram 0,2 mL de cloridrato de trifeniltetrazdlio (CTT) 2 %, para facilitar a
visualizacgéao.

Dentre os estudos encontrados sobre a atividade antibacteriana de varias partes de
M. citrifolia, apenas em um estudo foi analisada a atividade antibacteriana da raiz da noni
e neste, nao foram realizados testes de CMI e CMB, com isso, nao foram encontrados
dados na literatura para comparar os valores encontrados no presente estudo. Natheer et
al. (2012) estudaram a atividade antibacteriana de extratos de frutos, folhas e caule de M.
citrifolia obtidos com os solventes metanol, etanol e acetato de etila, na inibicdo de S.
aureus, E. coli e outras bactérias. Houve inibicdo do crescimento dos micro-organismos
testados e o extrato metandlico apresentou o melhor resultado. Determinaram o valor de

25 mg/mL como concentracdo minima inibitoria dos extratos do fruto, folha e casca de M.
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citrifolia testados frente as cepas de E. coli e S.aureus. No estudo de Natheer et al. (2012)
foi realizado apenas teste de CMI dos extratos que foi bem aproximado dos valores de
CMB encontrados no presente trabalho com a raiz da planta.

No estudo de Candida et al. (2014), onde foi avaliada a atividade antibacteriana de
extrato etandlico do fruto de M. citrifolia cultivados no sudeste do Brasil, o extrato
etandlico apresentou atividade antibacteriana. S. aureus foi menos resistente em
comparagao a E. coli, e os valores de CMI na inibicdo dos micro-organismos foram 1

mg/mL e 10 mg/mL, respectivamente.

2.5.4 Andlise Cromatografica
2.5.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O ensaio em CCD dos extratos da raiz de M. citrifolia revelou um padréo distinto de
bandas. Com a utilizacdo do revelador vanilina sulfurica, foi possivel observar trés
padroes de bandas com Rf de 0,72 e coloracdao amarelada, sugestivos da presenca de
flavonoides (Wagner & Bladt, 1996) nos extratos cloroférmico, etandlico e obtido com
acetato de etila (Tabela 2.4), no entanto, as bandas sugestivas da presenca de
flavonoides nao corresponderam ao padrdo de quercetina utilizado (Rf 0,23),
provavelmente pelo fato de se tratar de outro tipo de flavonoide. Esses resultados
encontrados no presente trabalho estdo de acordo com a literatura pelo fato de a
presenca de flavondides na raiz da noni ser relatada por autores, a exemplo de Sibi et al.
(2012). Enquanto lkeda et al. (2009) também relataram a presenca de cumarinas na raiz
da noni.

Os testes para deteccdao de cumarinas identificaram padroes de bandas de
coloracdo azul brilhante, sugestivos da presenca de cumarinas (Wagner & Bladt, 1996)
nos extratos cloroférmico e etandlico da raiz de M. citrifolia (Tabela 2.4 e Figura 2.4) As
bandas sugestivas da presenca de cumarinas na noni apresentaram valores de Rf de
0,54, valor semelhante a banda correspondente a cumarina da Justicia pectorlis (Rf 0,52),
porém nao foram os mesmos valores, o que pode ser explicado pela existéncia de
diferentes cumarinas na Justicia pectoralis e na M. citrifolia. Segundo Fonseca et al.
(2010) e Leal et al. (2000) na J. pectoralis esta presente a cumarina 1,2-benzopirona
(Figura 2.5) e a umbeliferona (7-hidroxicumarina) (Figura 2.6). Enquanto na M. citrifolia foi
realizada a quantificacdo dos derivados de cumarina tais como escopoletina (Figura 2.7),

4-hidroxicumarina (Figura 2.8) e umbeliferona (7-hidroxicumarina) (Figura 2.6), também
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presente na J. pectoralis (Ikeda et al.,, 2009). Portanto € possivel que as bandas
observadas no extrato de noni, no presente trabalho, correspondam as cumarinas
observadas para o vegetal por Ikeda et al. (2009), com excecdo da umbeliferona que é
comum nos dois vegetais. Segundo Deng et al. (2007) dentre os compostos isolados de
M. citrifolia, a escopoletina, um derivado de cumarina, € um dos compostos mais
representativos da planta e contribui para suas propriedades antimicrobiana, anti-
inflamatdria e antioxidante. Fato que pode ser relacionado com a atividade antibacteriana

observada no presente trabalho.

TABELA 2.4 - Resultado da avaliacéo fitoquimica em cromatografia de camada delgada dos extratos da
raiz de M. citriolia obtidos com diferentes solventes
Extratos da raiz de M. citrifolia

Metabdlitos

Secundérios Acetato de etila Ciclohexano Cloroféormio Etanol
Flavonoides + - + +
Alcaloides - - - -
Cumarinas - - + +

Legenda: (+) Presenca do metabdlito secundario
(-) Auséncia do metabdlito secundario

Fonte: J. Lima

FIGURA 2.4 - Cromatografia em camada delgada observada em luz UV de 365nm demonstrado a presenca
de padrdes de bandas de coloracéo azul brilhante, sugestivos da presenca de cumarinas. A, B, C, D, Ee F:
padrdo de cafeina, padrdo de quercetina, extrato ciclohexanico, extrato cloroférmico, extrato etandlico e
extrato obtido com acetato de etila, respectivamente.
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FIGURA 2.5 — Férmula estrutural da FIGURA 2.6 — Férmula estrutural da cumarina
cumarina 1,2-benzopirona umbeliferona (7-hidroxicumarina)
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FIGURA 2.7 — Férmula estrutural da cumarina FIGURA 2.8 — Férmula estrutural da cumarina
escopoletina 4- hidroxicumarina

Diversos outros compostos néo identificados foram observados na anélise em
CCD. No extrato ciclohexanico foram encontradas substancias com os seguintes valores
de fator de retencdo (Rf): 0,63 e 0,77. No extrato cloroférmico foram encontradas
substancias com Rf de 0,69 e 0,86. No extrato etanolico péde-se visualizar substancias
com Rf de 0,69. Enquanto no extrato obtido com acetato de etila foram encontradas
substancias com Rf de 0,65 e 0,83 (Figura 2.4).

N&o foram encontradas bandas correspondentes ao padrédo de cafeina utilizado. O

valor de Rf da cafeina foi 0,29.

2.5.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Na andalise em CLAE foram identificados padrdes de picos distintos. No extrato
obtido com acetato de etila foram revelados 11 picos, dois com maiores valores de area
relativa, com tempos de retencéo de 6,097 min e 9,497 min, além de dois menores com
TR de 13,283 min e 13,597 min (Figura 2.9).
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A andlise do extrato cloroférmico revelou 11 picos, dois com maiores valores de
area relativa, com tempos de retencédo de 9,493 min e 2,720 min, além de trés menores
com TR de 21,167 min, 21,690 min; e 34,143 min (Figura 2.10).

Com o extrato ciclohexanico foram revelados 9 picos, dois com maiores valores de
area relativa, com tempos de retencédo de 8,393 min e 9,487 min, além de dois menores
com TR de 21,677 min e 22,297 min (Figura 2.11).

A analise em CLAE do extrato etanolico revelou a presenca de 14 picos, trés com
maiores valores de area relativa, com tempos de retencdo de 3,397 min; 6,110 min e
2,710 min. Além de trés menores com TR de 3,780 min; 18,113 min e 17,720 min. Foram
identificados no extrato etandélico picos correspondentes a quercetina e cafeina (Figuras
2.12 e 2.13) O pico corresponde a quercetina apresentou tempo de retencdo de 6,586
min. A concentracdo da quercetina foi de 0,050 mg/mL, obtida pelo calculo através da
curva de concentracdo de quercetina. O pico correspondente a cafeina apresentou tempo
de retencéo de 4,100 min (Figuras 2.12 e 2.13).

Nos demais extratos da raiz obtidos com acetato de etila, ciclohexano e cloroférmio

nao foram observados padrdes de picos correspondentes a cafeina e quercetina.
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FIGURA 2.9 - Cromatograma em CLAE do extrato da raiz de M. citrifolia obtido com acetato de etila.
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FIGURA 2.12 - Cromatograma em CLAE do extrato da raiz de M. citrifolia obtido com etanol.
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FIGURA 2.13 - Cromatograma em CLAE do extrato da raiz de M. citrifolia revelando padrdes de picos
correspondentes a presenca de quercetina e cafeina.

No estudo desenvolvido por Deng et al. (2008), por meio de analise em CLAE, foi
identificada a presenca de quercetina em folhas de M. citrifolia, no entanto ndo foram
encontrados estudos que relatassem a presenca de quercetina na raiz da noni. Na
literatura também néo foi relatada a presenca de cafeina em M. citrifolia.

Na analise em CCD foram identificadas bandas sugestivas da presenca de
flavonoides, porém estes nado corresponderam ao padrdo de quercetina utilizado,
podendo-se inferir que seria outro tipo de flavonoide, porém em CLAE, foi observado pico

correspondente ao TR da quercetina, possivelmente a andlise em CCD néo foi sensivel a
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presenca deste composto. Contudo, sabe-se que existem diferentes tipos de flavonoides
na noni como campferol (Deng et al., 2007) e a rutina (Wang et al.,1999; Sang et
al.,2001) além de outros tipos. Da mesma forma, existem diferentes tipos de quercetina
na noni como a Quercetina 3-O-3-D-glucopiranosido (Sang et al., 2002) e a Quercetina 3-
O-a-L-ramnopiranosil- (1->6)-B-D- glucopiranosido (Farine et al.,1996; Sang et al., 2002;
Cardon , 2003; Wang e Su, 2001) entre outras.

2.5.4.3 Curva da concentracdo de quercetina
Foram obtidas diferentes concentracbes do padrdo de quercetina utilizado, estas
foram analisadas em CLAE com objetivo de comparar as diferentes concentracbes com

as areas de pico observadas (Tabela 2.5).

TABELA 2.5 — Relagédo entre a concentracdo de quercetina e a &rea de pico observada em CLAE.

Concentracédo de Quercetina (mg/mL) Area de Pico (mAU*min)
0,0625 135,5510
0,1250 277,4170
0,2500 556,4870
0,5000 858,3620
1,0000 1650,9340

A partir dos valores de concentracdo de quercetina e dos picos cromatogréaficos
encontrados, foi criada uma reta de regressao linear para determinar a relacdo existente
entre a variavel dependente (area de pico) e a variavel independente (concentracao de
guercetina). Foi obtida a equacao da reta y = 1573,1x + 86,17 e o coeficiente de
correlacdo da reta que foi 0,99, valor que representa uma correlacao fortissima entre os

dados analisados. (Figura 2.14).
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FIGURA 2.14 - Curva de calibracdo da quercetina (mg/mL), obtida para determinacdo dos teores de
guercetina em extratos da raiz de M. citrifolia.

2.5.5 Teste de afrogenicidade

Com o teste de afrogenicidade foi detectada a presenca de saponinas, pois foi
observada a presenca de espuma persistente por mais de duas horas nos extratos da raiz
de M. citrifolia (Figura 2.15) A identificacdo desse composto pode esta diretamente
relacionada a atividade antibacteriana, visto que a atividade antibacteriana e antifungica
de saponinas isoladas de plantas tem sido reportada por varios estudos (Campbell, 1995;
Soetan et al., 2006; Barile et al., 2007). Entretanto segundo Soetan (2003), as saponinas
apresentam ineficacia frente a bactérias gram-negativas devido a pobre penetracdo na
membrana celular. Fato que esta de acordo com os resultados do presente trabalho, pois
foi confirmada a presenca de saponinas e a atividade antibacteriana da noni, porém, os
extratos foram ineficazes frente a bactéria gram-negativa. Sparg et al. (2004) também
relatam sobre a propriedade antibacteriana de saponinas.

Outro composto identificado no presente estudo e que também tem sido referido na
literatura como composto com atividade antibacteriana sdo as cumarinas, e exemplo do
trabalho de Duncan et al. (1998). De acordo com Borges et al. (2005) as cumarinas
apresentam propriedades antibacterianas e sdo efetivas contra bactérias gram-positivas,
incluindo espécies de Staphylococcus. Fato que esta de acordo com os resultados
encontrados no presente trabalho, onde a cepa de S. aureus foi inibida por extratos da

raiz de M. citrifolia.



50

Os flavonoides também tem sido relatados na literatura como agentes
antibacterianos, a exemplo de linuma et al. (1994). Menezes (2005) também se referem
aos flavonoides como agentes antibacterianos. Cushnie & Lamb (2005) se referem aos
flavonoides como compostos com varias atividades bioldgicas, dentre elas atividade
antibacteriana. Os autores também citam a quercetina como um tipo de flavonoide capaz
de inibir o crescimento bacteriano. Camargo & Raddi (2008) também relatam a atividade
antibacteriana da quercetina. No entanto Behling et al. (2004) afirmam que dentre as
atividades biolégicas da quercetina destacam-se 0 potencial antioxidante e
anticarcinogénico. Sendo esse composto associado principalmente a essas propriedades.

Pruthviraj et al. (2011) afirmam que a cafeina € um alcaloide largamente aceito e
utilizado como como um estimulante do sistema nervoso central devido ao seu efeito
vasoconstritor, no entanto, mesmo sendo esta sua atividade bioldégica mais conhecida, a
cafeina também possui atividade antimicrobiana e antioxidante. E possivel que possa
haver alguma relacdo entre a atividade antibacteriana descrita no presente trabalho e a
presenca de cafeina, porém este fato precisa ser analisado, além disso, foram
identificadas substancias na M. citrifolia com atividade antibacteriana bastante conhecida
e discutida na literatura, as quais poderiam ser as provaveis responsaveis pela
propriedade encontrada, no entanto, também néo se pode descartar a existéncia de efeito
sinérgico entre diferentes substancias com propriedade antibacteriana, fato que precisa
ser estudado posteriormente.

A atividade antibacteriana observada também poderia estar relacionada a outros
metabolitos secundarios existentes na noni que ndo foram identificados no presente
trabalho, visto que existem varios estudos que identificaram outras classes de compostos
bioativos, como no trabalho de Sibi et al. (2012) que realizaram uma analise dos
fitoconstituintes presentes na raiz de M. citrifolia e verificaram a presenca de fendis,
taninos, esteroides e glicosideos, além da presenca de flavonoides e saponinas que
também foram identificados no presente trabalho.
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Fonte: J. Lima

FIGURA 2.15 — Teste da presenca de saponinas, com espuma persistente por mais de duas horas,
confirmando a presenca do composto.

No presente estudo foram verificados na raiz de M. citrifolia, picos sugestivos da
presenca de cafeina que é um alcaloide. No entanto, na literatura ndo foram encontrados
dados referentes a presenca de cafeina em M. citrifolia. As divergéncias observadas em
relacdo aos resultados do presente estudo e os resultados encontrados na literatura
podem ser atribuidas a diferencas que possam existir na constituicdo fitoquimica da M.
citrifolia cultivada no Brasil, bem como nos demais paises aonde as pesquisas com a noni
vém sendo realizadas. Sabe-se que diferencas climaticas podem interferir na producéo
dos metabdlitos secundarios das plantas tanto qualitativamente quanto quantitativamente.
A atividade antibacteriana depende da parte da planta, sendo a eficiéncia influenciada
pelo solvente usado na extragdo, que por sua vez estd relacionado as classes de
compostos bioativos presentes.

Diante da comprovacéao da atividade antibacteriana da raiz de M. citrifolia cultivada
na Zona da Mata de Pernambuco, os resultados obtidos com este trabalho podem ser
promissores para posteriores estudos com objetivo de avaliar os extratos como
conservantes naturais para alimentos de forma que possam, porventura, substituir

conservantes sintéticos e o grande teor de sbédio que é adicionado aos alimentos
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processados e que tem se tornado um fato preocupante com relacdo a saude da
populacao.

Desse modo, conclui-se que extratos da raiz de M. citrifolia apresentaram atividade
antibacteriana frente a S. aureus, sendo a seguinte ordem quanto a eficiéncia da acéao:
Extrato obtido com acetato de etila> extrato cloroformico> extrato ciclohexanico> extrato
etandlico. Sugere-se a participacdo dos compostos identificados pelos métodos
cromatograficos na atividade antibacteriana, mas outros estudos sdo necessarios para a
devida associacdo de metabdlitos secundarios com a atividade antibacteriana dos

extratos da raiz de M. citrifolia.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

A utilizacdo de plantas no tratamento de enfermidades humanas é uma pratica antiga
realizada pela sociedade. Diante da comprovacéo de atividade antibacteriana em espécies
vegetais, sua utilizacdo na conservacdo de alimentos pode ser um fato promissor para a
industria de alimentos. Segundo Ribeiro et al. (2012) diversos micro-organismos podem ser
veiculados por alimentos causando doengas nos seres humanos. Diante disso, a utilizacdo
de extratos vegetais para elaboracdo de conservantes naturais para alimentos € uma opgéo
atraente que podera substituir o uso dos conservantes sintéticos (HYLDGAARD et al.,
2012). Tal situagdo aumentou o interesse no uso de compostos antimicrobianos naturais tais
como extratos de especiarias e ervas para a conservacao de alimentos (SHAN et al., 2007).
Com isso, esse trabalho foi planejado com o propésito de avaliar a atividade antibacteriana
de extratos de varias partes de M. citrifolia na inibicdo de S. aureus e E. coli, comumente
associados a contaminacdo de alimentos. A grande vantagem da utilizacdo destes extratos
naturais é o seu baixo custo, 0 que pode contribuir para a diminuicdo do elevado gasto com
a elaboracdo de conservantes sintéticos para alimentos. Com os resultados obtidos no
presente estudo foi possivel detectar atividade antibacteriana de extratos da raiz de M.
citrifolia na inibicAo do crescimento de cepas de S. aureus. Foi observada atividade de
inibicdo nos extratos obtidos com acetato de etila, ciclohexano, cloroférmio e etanol. O
extrato obtido com acetato de etila apresentou os maiores valores de halos de inibicdo, fato
gue demonstra que esse extrato é o mais eficaz para o desenvolvimento de conservantes
naturais. Foi detectada a presenca de saponinas nos extratos da raiz por meio do teste de
afrogenicidade e com as andlises em CCD detectou-se a presenca de bandas sugestivas da
presenca de flavonoides nos extratos cloroférmico, etandlico e obtido com acetato de etila e
cumarinas nos extratos cloroformico e etandlico. Na analise em CLAE, foram identificados
picos correspondentes a presenca de quercetina e cafeina no extrato etandlico. Pode-se
fazer uma associacdo entre a presenca dessas substéncias e a atividade biologica
observada nos extratos, pois as substancias identificadas sdo referidas na literatura como
agentes antibacterianos. (Campbell, 1995; Duncan et al., 1998; Menezes, 2005; Camargo e
Raddi, 2008; Ibrahim et al., 2006)
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O resultado de inibicdo da cepa de S. aureus foi bastante promissor para o possivel
emprego da planta no desenvolvimento de conservantes nhaturais para prevenir a
contaminacao por esse micro-organismo. De acordo com Zecconi e Hahn (2000) S. aureus
desempenha importante papel na epidemiologia de doencgas veiculadas por alimentos, pois
produz toxinas termorresistentes causadoras de gastroenterites alimentares no ser humano,
e ainda possui fatores de viruléncia que conferem alta resisténcia aos antimicrobianos. No
gue se refere as caracteristicas das toxinas produzidas por S. aureus. As enterotoxinas
produzidas pertencem a uma grande familia de toxinas pirogénicas produzidas tanto por
bactérias do género Staphylococcus, como Streptococcus. Estas toxinas podem causar
choque tbxico e estdo comumente associadas com intoxicacfes alimentares e diversas
formas de alergias e doengas autoimunes (BALABAN; RASOOLY, 2000).

A producéo de toxinas termorresistentes aumenta muito o risco de contaminagao por
esse patdgeno, pois mesmo com o emprego de tratamentos térmicos, métodos bastante
utilizados na industria de alimentos, corre-se o risco de ndo ser suficiente para eliminar as
toxinas presentes, 0 que representa extremo perigo para a saiude do consumidor. De acordo
com Almeida et al. (1998) a maior preocupacdo quanto a sua presenca incide sobre a
ocorréncia de cepas produtoras de toxinas resistentes a pasteurizacao. Enquanto as células
de S. aureus sdo termolabeis e facilmente eliminadas por processos moderados de
temperatura, as enterotoxinas s&o termoestaveis e resistentes a temperaturas elevadas
(FREITAS; MAGALHAES, 1990). Mesmo com o fato de ser quase incomum a fatalidade de
intoxicacao alimentar por S. aureus, ela ocorre ocasionalmente em individuos debilitados
imunologicamente, idosos e criancas em tenra idade (GONCALVES; FRANCO, 1996). As
toxinas produzidas por S. aureus séo estaveis ao aquecimento a 100°C durante 30 minutos,
nao sendo inativadas totalmente pela coc¢cdo normal, pasteurizacdo e outros tratamentos
térmicos usuais (JAY, 1994). Fato que eleva consideravelmente o risco de intoxicagao
alimentar pelo consumidor. Diante disso, percebe-se a importancia na busca por métodos
gue possam prevenir a contaminacdo dos alimentos por esse micro-organismo e desse

modo, evitar a formacado de toxinas em alimentos industrializados.
Com os resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir que:
e Os extratos obtidos com os solventes acetato de etila, ciclohexano, cloroférmio e

etanol, da raiz da planta M. citrifolia, cultivada na Zona da Mata de Pernambuco,

apresentaram atividade antibacteriana frente a cepa de S. aureus.
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e O extrato obtido com acetato de etila foi 0 mais ativo na inibicdo da cepa testada

enquanto o extrato etandlico foi 0 menos ativo.

e Foiverificada a presenca de saponinas com o teste de afrogenicidade

e Foiidentificada a presenca de quercetina e cafeina com as andlises em CLAE.

e Foram identificados padrbes distintos de bandas sugestivos da presenca de

flavonoides e cumarinas com as analise em CCD.
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ANEXOS

e Regras seguidas no capitulo 2.

A Revista Brasileira de Plantas Medicinais - RBPMé publicagcdo trimestral,
exclusivamente eletrbnica a partir de 2012, e destina-se a divulgacéo de trabalhos cientificos
originais, revisdes bibliograficas, e notas prévias, que deverado ser inéditos e contemplar as
grandes areas relativas ao estudo de plantas medicinais. Manuscritos que envolvam ensaios
clinicos deverdo vir acompanhados de autorizagdo da Comissdo de ética pertinente para
realizacdo da pesquisa. Os artigos podem ser redigidos em portugués, inglés ou espanhol,
sendo obrigatéria a apresentacdo do resumo em portugués e em inglés, independente do

idioma utilizado. Os artigos devem ser enviados por e-mail: rbopm.sbpm@gmail.com, com

letra Arial 12, espaco duplo, margens de 2 cm, em "Word for Windows". Os artigos, em
qualquer modalidade, ndo devem exceder 20 paginas. No e-mail, enviar telefone para

eventuais contatos u rgentes.

Para a publicacado, os artigos aprovados submetidos a RBPM a partir de 1° de Abril de 2013
(inclusive), terdo custo de tramite de 300 reais (trezentos reais) a ser efetivado pelos
autores/responsaveis somente na ocasido do recebimento da carta de aceitacdo do artigo,

guando receberdo o respectivo boleto e instrucdes para o pagamento.

REVISOES BIBLIOGRAFICAS E NOTAS PREVIAS

Revisdes e Notas prévias deverdo ser organizadas basicamente em: Titulo, Autores,
Resumo, Palavras-chave, Abstract, Key words, Texto, Agradecimento (se houver) e

Referéncia Bibliografica.

Atencado especial deve ser dada aos artigos de Revisdo evitando a citacdo Ipsis-litteris de

textos, que configura plagio por lei.
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XVii

ARTIGO CIENTIFICO
Os artigos deveréo ser organizados em:

TITULO: Devera ser claro e conciso, escrito apenas com a inicial mailscula, negrito,
centralizado, na parte superior da pagina. Se houver subtitulo, devera ser em seguida ao
titulo, em mindscula, podendo ser precedido de um namero de ordem em algarismo romano.
Os nomes comuns das plantas medicinais devem ser seguidos pelo nome cientifico (binbmio

latino e autor) entre parénteses.

AUTORES: Comecar pelo ultimo sobrenome dos autores por extenso (nomes intermediarios
somente iniciais, sem espaco entre elas) em letras mailsculas, 2 linhas abaixo do titulo.
Apés o nome de cada autor devera ser colocado um numero sobrescrito que devera
corresponder ao endereco: instituicdo, endere¢co da instituicdo (rua e numero ou Caixa
Postal, cidade, sigla do estado, CEP, e-mail). Indicar o autor que devera receber a

correspondéncia. Os autores devem ser separados com ponto e virgula.

RESUMO: Devera constar da mesma pagina onde estédo o titulo e os autores, duas linhas
abaixo dos autores. O resumo devera ser escrito em um Unico paragrafo, contendo objetivo,
resumo do material e método, principais resultados e conclusdo. Ndo devera apresentar
citacdo bibliogréfica.

Palavras-chave: Deverao ser colocadas uma linha abaixo do resumo, na margem esquerda,

podendo constar até cinco palavras.

ABSTRACT: Apresentar o titulo e resumo em inglés, no mesmo formato do redigido em
portugués, com excecao do titulo, apenas com a inicial em mailscula, que vird apos a
palavra ABSTRACT.

Key words: Abaixo do Abstract deverdo ser colocadas as palavras-chave em inglés,

podendo constar até cinco palavras.

INTRODUGCAO: Na introducdo deveré constar breve revisdo de literatura e os objetivos do
trabalho. As citacbes de autores no texto deverdo ser feitas de acordo com o0s seguintes
exemplos: Silva (1996); Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva, 1986) ou quando houver

mais de dois autores Santos et al. (1996).

MATERIAL E METODO (CASUISTICA): Devera ser feita apresentacdo completa das

técnicas originais empregadas ou com referéncias de trabalhos anteriores que as



xviii

descrevam. As andlises estatisticas deverao ser igualmente referenciadas. Na metodologia
deverdo constar os seguintes dados da espécie estudada: nome popular; nome cientifico
com autor e indicacdo da familia botanica; nome do boténico responsavel pela identificacao
taxondmica; nome do herbario onde a exsicata esta depositada, e 0 respectivo nimero

(Voucher Number); época e local de coleta, bem como, a parte da planta utilizada.

RESULTADO E DISCUSSAO: Poderdo ser apresentados separados, ou como um sO

capitulo, contendo a conclusao sumarizada no final.
AGRADECIMENTO: devera ser colocado neste capitulo (quando houver).

REFERENCIA: As referéncias devem seguir as normas da ABNT 6023 e de acordo com 0s

exemplos:

Periodicos:
AUTOR(ES) separados por ponto e virgula, sem espa¢o entre as iniciais. Titulo do

artigo. Nome da Revista, por extenso, volume, nimero, pagina inicial-pagina final, ano.

KAWAGISHI, H. et al. Fractionation and antitumor activity of the water-insoluble residue of
Agaricus blazei fruiting bodies.Carbohydrate Research, v.186, n.2, p.267-73, 1989.

Livros:

AUTOR. Titulo do livro. Edicdo. Local de publicacdo: Editora, Ano. Total de paginas.
MURRIA, R.D.H.: MENDEZ, J.. BROWN, S.A.The natural coumarins: occurrence,
chemistry and biochemistry. 3.ed. Chinchester: John Wiley & Sons, 1982. 702p.

Capitulos de livros:

AUTOR(ES) DO CAPITULO. Titulo do Capitulo. In: AUTOR (ES) do LIVRO. Titulo do
livro: subtitulo. Edicdo. Local de Publicacdo: Editora, ano, pagina inicial-pagina final.
HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.). Plant physiology: a
treatise. Orlando: Academic Press, 1983. p.267-33.

Tese ou Dissertagéo:
AUTOR. Titulo em destaque: subtitulo. Ano. Total de paginas. Categoria (grau e area de

concentracao) - Instituicdo, Universidade, Local.

OLIVEIRA, A.F.M. Caracterizacdo de Acanthaceae medicinais conhecidas como anador

no nordeste do Brasil. 1995. 125p. Dissertacido (Mestrado - Area de Concentracdo em
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Botanica) - Departamento de Botanica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

Trabalho de Evento:
AUTOR(ES). Titulo do trabalho. In: Nome do evento em caixa alta, nimero, ano, local. Tipo
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Tabela | - Resultados da andlise do extrato etandlico da raiz de M .citrifolia em CLAE.

XXi

Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU min mAU % % mg/mL
1 2,007 0,942 4,831 3,86 5,90 n.a.
2 2,710 4,342 21,555 17,78 26,33 n.a.
: 3,397 6,586 20,765 26,98 25,36 n.a.
4 3,780 0,102 0,974 042 1,19 n.a.
5 Cafeina 4,100 0.624 3,594 2,55 4.39 0.4920
6 4,747 0,747 1,971 3,06 241 n.a.
7 5,420 0,818 3,267 3,35 3,99 n.a.
8 6,110 4,894 14,714 20,04 17,97 n.a.
9 7.423 1,683 3,791 6,89 4,63 n.a.
10 13.620 0.198 0.282 0.81 0.34 n.a.
11 17.720 0,155 0,500 0.63 0.61 n.a.
12 18,113 0,131 0.457 0,54 0.56 n.a.
13 21,160 0,534 1,654 2,19 2.02 n.a.
14 21,693 2,661 ol 10,90 4,30 n.a.
Total: 24,416 81,873 100,00 100,00

Tabela II- Resultados da analise em CLAE do extrato da raiz de M .citrifolia obtido com

acetato de etila.

Integration Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount

min mAU"min mAU % % mg/mL
1 2,853 0,931 4,343 6.54 10,34 n.a.
2 3,360 1,439 4,351 10,11 10,36 n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
3 4,723 0,441 1,681 3,10 4,00 n.a.
4 5,397 2,042 7,062 14,34 16,81 n.a.
Z 6,097 4,147 12,158 29,13 28.94 n.a.
6 7,407 1,497 3,171 10,51 & n.a.
7 9,497 2,294 4,592 16,11 10,93 n.a.
8 13,283 0,166 0,679 1,16 1,62 n.a.
9 13.597 0,068 0.365 0.48 0.87 n.a.
10 21,173 0.644 1,861 4,52 443 n.a.
11 21,667 0,569 1,754 4,00 417 n.a.
Total: 14,237 42,016 100,00 100,00




Tabela Ill- Resultados da analise do extrato cloroférmico da raiz de M .citrifolia em CLAE.
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Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAUmin mAU % % mg/mL
1 2,720 2,269 7,736 18,66 24,16 n.a.
n.a. [Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 4,713 0,587 2,215 4,83 6,92 n.a.
z 5,397 0,658 2,265 541 7,07 n.a.
4 6,097 1,161 3,855 9,54 12,04 n.a.
5 6,767 0.455 1,556 3,74 4,86 n.a.
6 7,403 0.436 0,967 3,58 3,02 n.a.
7 9,493 5,178 10,125 42,57 31,62 n.a.
8 21,167 0,359 1,013 2,95 3,16 n.a.
9 21,690 0,257 0.804 2,11 2,51 n.a.
10 33,357 0.420 0,767 3.45 240 n.a.
11 34,143 0,384 0.719 3.16 2,24 n.a.
Total 12,163 32,024 100,00 100,00
Tabela IV- Resultados da analise do extrato ciclohexanico da raiz de M .citrifolia em CLAE
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAU"min mAU % % ma/mL
1 2,857 1,142 4,764 5,18 8,78 n.a.
2 3,353 0,936 2,881 4,24 531 n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
S 4,723 0.259 0,894 1,17 1,65 n.a.
4 5,397 1,199 3,988 5,44 7,35 n.a.
5 6,110 1,384 4,253 6,28 7,84 n.a.
6 8,393 8,946 22,149 40,56 40,84 n.a.
7 9,487 7,927 15,299 35,94 28,21 n.a.
8 21,677 0.149 0,000 0,67 0,00 n.a.
9 22,297 0.114 0.000 0,52 0,00 n.a.
Total 22,057 54,227 100,00 100,00




