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RESUMO

O uso de compostos secundarios de plantas in vitro e in vivo podem inibir o crescimento de
micro-organismos, sendo uma opc¢do no controle bioldgico de bactérias patogénicas de
hortalicas. O objetivo deste trabalho foi analisar a atividade antibacteriana in vitro de extrato
alcoolico e aquoso do fruto noni por infusdo e decoccdo. O trabalho foi realizado nos
Laboratorios de Fisico-quimica e Microbiologia do Instituto Federal do Triangulo Mineiro —
Campus Uberlandia. Para caracterizacao, fisica e fisico-quimica foram analisados frutos em
diferentes estadios de maturacdo coletados no Campus Uberlandia. A extracdo dos extratos
liquidos foi realizada de acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010). O teste de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi conduzida pela técnica de difusdo em disco
conforme a M100-S24 (CLSI, 2014). O ensaio foi conduzido em delineamento estatistico
inteiramente casualisado com 8 tratamentos (3 concentragcdes de extratos de noni (75,0%;
50,0% e 25,0%), 4 antibioticos comerciais e 1 controle negativo), com 3 repeticdes,
totalizando 24 parcelas experimentais, para cada bactéria avaliada, sendo sete Gram-
negativas: Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 11229)
Enterobacter aerogenes (ATCC 13047), Xanthomonas campestris pv. campestris (UFU-B7);
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Pseudomonas syringae pv. lacrymans (UFU B34); Pectobacterium spp. (UFU C8); Pantoea
ananatis (UFU D14) e uma Gram-positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Né&o
houve acdo antimicrobiana do extrato etandlico e aquoso do fruto noni em nenhuma das

concentragOes e tratamentos testados.

Palavras-chave: Compostos secundarios; Compostos bioativos; Controle bioldgico.

1 INTRODUCAO

O efeito inibidor de extratos e 6leos essenciais de plantas sobre o crescimento
microbiano tém sido descrito, indicando uma alternativa no controle quimico de pragas
(VENTUROSO et al., 2011).

A preferéncia do consumidor por compostos naturais vem abrindo um novo nicho de
mercado, onde sua utilizacdo e aplicacdo estdo em diversos setores econdmicos, como em
produtos de higiene pessoal, cosméticos, entre outros (MILLEZI et al., 2014).

Apesar de ser muito usado na Asia, hd mais de 2000 anos, o fruto noni (Morinda
citrifolia L.) € pouco conhecido no Brasil. Sua introducdo deu-se h& poucos anos e, ainda, ndo
h& material propagativo suficiente para o cultivo em escala comercial. A homeacao botanica
do género é merecida a unio das palavras latinas Morus (amora) e indicus (india), dada pela
semelhanca ao fruto de Morus alba L.. Pertence a familia Rubiaceae, possuindo a arquitetura
de copa similar ao sistema radicular, podendo atingir na sua fase adulta de 3 a 10 m de altura
e mantém-se enfolhada o ano todo. A origem do material ou seu local de cultivo podem
influenciar no aspecto da planta, apresentando-se com copa tipica ou na forma de arbusto
(VEIGA et al., 2005).

As plantas possuem varios elementos ativos terapéuticos que demonstram diversas
influéncias medicinais. Experiéncias de laboratorio in vitro e in vivo com 0 suco, extrato ou
compostos isolados do noni analisados por pesquisadores e profissionais da area médica
mostram que o fruto pode conceder incentivos a salide (CORREIA, 2010).

O efeito medicinal da fruta pode ser oriundo de certos elementos presentes no fruto,
como antraquinonas, substancias antioxidantes, além da Proxeronina, precursora do alcaldide

Xeronina que ativa as enzimas catalisadoras do metabolismo celular (SILVA et al., 2013).



2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Fundamentacéo Teorica

De origem asiatica, 0 noni € uma espécie da familia Rubiaceae, sendo um arbusto,
podendo medir de 3 a 10 metros de altura, além disso, é bastante precoce e apds ter iniciado a
fase de producdo de frutos segue-se constante, produzindo o ano inteiro (VEIGA et al., 2005).

No meio as suas peculiaridades, o noni se destaca aos mais diversos cenarios
climatoldgicos e estresses ambientais, se desenvolve tanto em florestas de solos férteis, como
em areas de baixa fertilidade em terras arenosas e em solos poucos profundos e rochosos
(CORREIA, 2010).

A polpa do fruto noni apresenta elevada firmeza no estadio verde e maior massa fresca
no estadio de maturacdo intermediario (SILVA et al., 2009).

A polpa do noni € creme e gordurosa, possui sabor e aroma ndo muito agradaveis,
lembrando o queijo maturado. Podendo possuir mais de 100 sementes por fruto, dispondo
forma triangular a alongada, marrons e medem entre 3 e 10 mm de comprimento. Conforme
Correia (2010) o fruto traz 90% de agua e os elementos predominantes da matéria seca,
podendo ser solidos sollveis, fibras alimentares e proteinas. Em quantidades significativas
obtém os hidratos de carbono, integram proporcdes variaveis de sacarose, frutose e glicose. O
indice de proteina do fruto € 11,3% da matéria seca a partir do suco e os aminoacidos
essenciais sdo o acido aspartico, acido glutamico e isoleucina. Elevada porcentagem de
minerais, 8,4% da matéria seca, sendo observados altos indices de potassio, enxofre, calcio e
fésforo. As principais vitaminas encontradas no fruto sdo o acido ascérbico e provitamina A.

Experimentos recentes tém comprovado o conhecimento popular do uso do noni para
prevencdo e cura de algumas enfermidades, principalmente no combate a dores, tumores,
inflamacdes, hipertensao, fadiga, entre outros (SILVAet al., 2009; DAVID; PASA, 2015).

Atualmente existe grande preocupacdo com a qualidade de vida e a satde, aumentando
assim os cuidados com os alimentos consumidos. Desde entdo, percebe-se o crescente
interesse nos alimentos que apresentam substancias funcionais, ou seja, S40 componentes que
auxiliam o bom funcionamento do organismo, de modo a promover a saude. Estes
componentes ou substancias podem estar presentes naturalmente nos alimentos ou podem ser
adicionados aos produtos industrializados (MENEZES; DURRANT, 2008; ALVIM, 2015).



2.1.1 Propriedade antimicrobiana

Relatos foram feitos de que o extrato do fruto e outras partes vegetais do noni inibem o
crescimento de certas bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus morgaii, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella spp,
Shigella spp, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus pyrogenes. Tém-se atribuido a
caracteristica antimicrobiana observada a presenca de compostos fendlicos, por exemplo,
acubin, L-asperuloside, alizarina, escopoletina e outras antraquinonas (ATKINSON, 1956;
LOCHER et al., 1995; SILVEIRA et al., 2011).

Ulloa et al. (2015) verificaram efeito antimicrobiano do suco do fruto noni sobre
bactérias aer6bias mesdfilas, bolores e leveduras durante o armazenamento de manga Haden
minimamente processada.

A atividade antituberculosa do noni foi descrita por Saludes et al. (2002). Estes autores
analisaram a eficiéncia de impossibilitar o aumento da Mycobacterium tuberculosis em 89-
95% na fracdo hexano do extrato de noni.

Diversos experimentos tém demonstrado que o efeito antimicrobiano é dependente do
estadio de maturacdo e do processamento do fruto, sendo maior no estadio maduro e sem
secagem (MACPHERSON et al., 2007).

2.1.2 Propriedade anticancerigena

O potencial preventivo e medicinal contra Sarcoma 180 foi investigado por Furusawa
et al. (2003) usando uma substancia rica em polissacarideos denominada noni-ppt retirada da
M. citrifolia. Os resultados mostraram que a atividade antitumoral de noni-ppt causou a cura
em 25% a 45% dos camundongos alogénicos e que esta atividade foi possivel junto com
inibidores especificos de macrdfagos (2-cloroadenosine), células T (ciclosporina) ou células
natural killer.

Os efeitos imunomodulatérios do suco de noni tem acdo moderadora de tumores,
incentivando o sistema imunolodgico e contribuindo na prevencdo dos estagios iniciais do
carcinoma peritoneal de Lewis (HIRAZUMI et al., 1996; HIRAZUMI et.,, 1999), e da
formacgdo de adutos de DNA (WANG; SU et al., 2001) e na atividade recombinogénica
(FRANCHI et al., 2013).



2.1.3 Propriedade antioxidante

Zin et al., (2002) analisaram a propriedade antioxidante dos extratos das raizes, folhas
e frutos da M. citrifolia. Os dados finais dos experimentos mostram que extratos ndo polares
das trés partes da planta comprovam haver alta atividade antioxidante quando comparados
com antioxidantes classicos como o a-tocoferol e di-terc-butilmetil-fenol (BHT). Além disso,
analisaram o extrato acetato de etila da fruta noni, verificando que o mesmo, proporciona
impedicdo da oxidacdo lipidica comparavel, se equiparando com a a-tocoferol e butil-
hidroxitolueno.

SU et al. (2001), seguindo uma metodologia propria, isolaram 19 compostos da planta
e analisaram no quesito de atividade antioxidante. Deste total, oito compostos evidenciaram
possuir ~ forte  atividade  antioxidante:  narcissoside,  borreriagenin,  cytidine,
deacetylasperuloside, dehydromethoxygaertneroside, epi-dihydrocornin, methyl a-D-
fructofuranoside e methyl B-D-fructofuranoside.

Franchi et al. (2013) em estudos com Drosophila melanogaster, demonstraram que o

suco do fruto de noni apresenta efeito antioxidante com correlacdo dose-dependente.

2.1.4 Propriedade anti-inflamatoria

SU et al., (2001) analisaram que o suco de noni comercial tem uma condicao de inibir
seletivamente algumas enzimas cicloxigenase (COX-1 e COX-2) envolvidas em atividade
anti-inflamatdrias na mama, célon e pulmao. A condicgéo de inibir a atividade destas enzimas
pelo suco de noni foi relacionada com outros anti-inflamatorios habituais ndo esteroidais,
como aspirina, indometacina e um inibidor seletivo da COX-2, o celecoxibe. Os efeitos finais
confirmam que a condicdo de inibir da COX-2 do suco comercial é equiparado com a do

celecoxibe e sem efeitos colaterais.

2.1.5 Propriedade analgesica

Experimentos analisaram as atividades analgésicas de um suco comercial em ratos. Os
dados finais comprovaram impactos em ratos alimentados com 10% e 20% de suco de noni
tiveram maior tolerancia a dor (162% e 212%, respectivamente) relacionado com o grupo
placebo (WANG et al., 2002).



2.2 Material e Métodos

Os frutos do noni foram coletados no municipio de Uberlandia, regido do Triangulo
Mineiro (18° 55’ 8" S, 48° 16" 37" W, com altitude: 850 m). A coleta foi feita manualmente,
trés vezes por semana, em junho de 2017, na parte mediana da copa de 2 plantas e
transportado em sacos “stomacher” dentro de caixas isotérmicas (5,0 °C £0,5 °C), com gelo
reutilizavel rigido Gelo-x (Termogel®) ao Laboratorio de Andlises fisico-quimicas e
microbiologicas do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia Tecnologia do Triangulo Mineiro
(IFTM) — Campus Uberlandia e imediatamente utilizados. Os frutos que apresentavam
injarias nas superficies e com partes atacadas por insetos e suas larvas foram descartados. Os
frutos inteiros foram submetidos a uma lavagem com agua corrente e sanitizados, utilizando
hipoclorito de sédio (QBOA® L. AGPB001 a 200,0 mg mL™ por 15 minutos de contato,
seguido de triplice enxague em agua destilada estéril (CRUZ; CARVALHO, 2002).

2.2.1 Caracterizacao dos frutos

A avaliacdo macroscopica do conjunto do material revelou homogeneidade quanto aos
aspectos cor e volume. Assim, para caracterizagdo fisica e fisico-quimica dos frutos utilizados
nos experimentos, foram feitas analises com 7 frutos aleatorios encontrados em diferentes
estadios, sendo eles verdes, entre maduros e maduros.

Os parametros avaliados foram, massa (g) em balanca analitica (Shimadzu® AUY220),
densidade corrigida a 20,0 °C (g mL™), aos didmetros transversal e longitudinal (cm), com o
auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo® 500-196-30B), sélidos soluveis totais (°Brix),
determinado por refratometria direta (refratdmetro portatil Optech® RCZ 0-32); acidez total
titulavel, obtida por meio da titulacdo de 5 g de polpa homogeneizada e diluida para 200 mL
de agua destilada e também em uma solugdo padronizada de hidroxido de soédio (NaOH)
Vetec® — Lote: DCBC5171, 0,1 N, pelo método potenciométrico, obtendo-se pH no intervalo
de 8,0 a 8,2; pH, medido no extrato da polpa homogeneizada, utilizando-se o potenciémetro
de bancada digital (PG 2000 Gehaka®), relacéo entre sélidos soluveis totais e acidez titulavel
(SS/AT) e condutividade elétrica a 20,0 °C em Condutivimetro (Diag Tech® AD310),
expressa em pS cm (1AL, 2008).



O volume foi determinado pelo volume de &gua deslocado pelo fruto, o qual foi
medido com proveta graduada de 250 mL, conforme o estadio de desenvolvimento do fruto, e
os resultados foram expressos em mm?, segundo metodologia de Morais (2004).

Avaliacdo instrumental da cor para a coloragdo da casca foi determinada pelo método
instrumental de leitura em ponto Unico, superficie horizontal, em triplicata, utilizando-se o
espectrofotdmetro portatil Konica Minolta®Chroma Meter CR400. O equipamento foi
programado para executar leituras considerando o observador-padrdo 2° e o iluminante D65
(correspondente a luz do dia) padronizados pela Commission Internationale de L’Eclairage
em 1931. Os valores de L* (Luminosidade), a*, b*, C* (Croma ou Saturacdo da Cor) e °h
(Angulo Hue, ou seja, Tonalidade ou Matiz) foram mensurados e o espaco de cor adotado

para a interpretacdo dos resultados foi o CIELAB (Minolta, 1994).

2.2.2 Preparo do Extrato

Para obtencéo do extrato por infusdo aquosa, foi adicionado em um copo de Griffin de
250 mL, 5,0 g da amostra em 200 mL de agua, obtida por osmose reversa. A solucdo foi
homogeneizada e mantida a 80 °C + 1 °C, por 15 minutos e protegida da luz. Apos, o liquido
resultante foi filtrado em papel de filtro qualitativo com gramatura de 80 g m?, Nalgon®, em
Erlenmeyer de 250 mL. Estes procedimentos foram feitos, nas mesmas condic¢des, na
obtenc¢do do extrato por infusdo etandlica a 96 °GL. Para obtencdo do extrato por decocgdo
aquosa e etandlica a 96 °GL, realizou-se a metodologia descrita anteriormente para extracdo
por infusdo. No entanto, as solugdes apos serem homogeneizadas foram mantidas em banho-
maria, em ebulicio, por 15 minutos e protegidas da luz, Figura 1 (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).



Extracio por infusio Extracio por decocgiio
em agua ou em etanol 96 °GL em agua ou em etanol 96 °GL
5 g da amostra 5 g da amostra

l 1

200 mL do extrator (agua ou Copo de Griffin (250 mL) com 200 mL do extrator (igua
Copo de Griffin (250 mL) com etanola 96 °GL) 24 80,0°C+1,0°C, a solucio homogeneizada ou etanol a 96 °GL) em
a solucio homogeneizada \J

por 15 minutos com prote¢io em hanho-maria banho-maria, em ebuli¢iio
contra a luz. por 15 minutos com
1 l proteciio contra a luz.
Filtracdo em papel de ﬁ Filtra¢io em papel de
filtro qualitativo com filtro qualitativo com
Erlenmeyer (250 mL) gramatura de 80 g m? Erlenmeyer (250 mL) gramatura de 80 g m*
Extrato bruto Extrato bruto

Figura 1. Fluxograma de obteng8o dos extratos brutos do fruto do noni, por extracdo sequencial por infusdo e
decocto em &gua ou etanol 96 °GL.
Fonte: Préprio autor.

2.2.3 Rendimento do extrato

Utilizando copos de Griffin de massa conhecida, foi determinado o teor de solidos a
partir dos extratos. Foram levadas a secura total em estufa a 60,0 °C, resultando no teor de
solidos totais em 200 mL do solvente extrator (g 200 mL™), igualado a massa dos extratos
secos nos copos de Griffin pela diferenca dos copos de Griffin vazios, de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (2010).

2.2.4 Analise microbioldgica

As bactérias Gram-negativas utilizadas, Salmonella enteritidis (ATCC 13076),
Escherichia coli (ATCC 11229) Enterobacter aerogenes (ATCC 13047), Xanthomonas
campestris PV. campestris (UFU-B7); Pseudomonas syringae pv. lacrymans (UFU B34);
Pectobacterium spp. (UFU C8); Pantoea ananatis (UFU D14), sendo as trés primeiras com
expressdo na area de alimentos e as demais na area agricola. A linhagem Gram-positiva,
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), classicamente veiculada por alimentos, foi incluida
nos testes.

As bactérias foram cultivadas em agar BHI (Brain Heart Infusion Agar) (DIFCO®), a
28,0 °C, durante um periodo de 24 a 48 horas, dependendo do género bacteriano. Os cultivos

foram suspensos em solucgdo salina estéril a 0,85% (m/v), até turvacdo correspondente a escala



0,5 de McFarland, ajustando-se assim, a uma densidade da suspens&o com cerca de 1,5 x 108
UFC mL™ (Unidades Formadoras de Col6nia por mL), sendo ativadas especificamente para
este estudo. A concentracdo, viabilidade e a pureza do inoculo foram avaliadas por semeadura
de 100 pL da suspensdo pelo método de inundacdo em placas de PCA. Apo6s a incubacédo a 37
°C, placas invertidas, por 24 horas, foram quantificadas as UFC mL™ e observada a pureza

dos cultivos.

2.2.4.1 Antibioticos comerciais

Os antibioticos comerciais que foram utilizados para controle positivo nas analises de
antibiograma frente as Gram Positivas foram trimetropim (5ug) L. G2156, ciprofloxacina
(5p0) L. H2781, oxacilina (1ug) L. E2586, vancomicina (30ug) L. G2700 e ampicilina (10ug)
L. H2758 e para a Gram Negativa, foram testados trimetropim (5ug) L. G2156, amoxicilina
(10ug) L. K2348, ciprofloxacina (5ug) L. H2781 e gentamicina (10ug) L. H2770. Todos os

discos (6mm de diametro) sdo da marca Cefar® Sensifar.

2.2.4.2 Teste da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi feita de acordo com a norma pertencente ao CLSI
(Clinical and Laboratory Standard Institute), M100-S24 (CLSI, 2014). Estas sdo normas de
aplicacdo global desenvolvida mediante o processo consensual do CLSI e adotada no Brasil

pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

2.2.4.3 Teste de Difusédo em disco

O teste de sensibilidade as bactérias (Antibiograma) foi realizado de acordo com o
método de Difusdo em Disco ou de Bauer-Kirby (1966). Sob condicdes estéreis, foi feita a
aposicao dos discos contendo 3 concentracdes diferentes de extratos que foram definidas pelo
resultado do CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) no teste de macrodiluicdo, realizado
anteriormente a este estudo. Em seguida, as placas foram invertidas e incubadas a 36,5 °C por
24 horas. ApOs este periodo, foram feitas medidas dos halos de inibicdo dos micro-

organismos frente a antibidticos comerciais e aos extratos diluidos do fruto noni.

2.2.5 Delineamento experimental
Para o teste da difusdo em disco no agar, foi utilizado um delineamento estatistico

inteiramente casualisado (DIC) com 8 tratamentos (3 concentracGes de extratos (75,0%;
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50,0% e 25,0%), 4 antibioticos comerciais e 1 controle negativo), com 3 repeticdes,
totalizando 24 parcelas experimentais. Por ndo apresentar halos de inibi¢do entre os extratos

testados, ndo houve estudo de diferencas entre medias.

2.3 Resultados e Discussédo
2.3.1 Caracteristicas do fruto

A avaliacdo macroscépica do conjunto do material revelou homogeneidade quanto aos
aspectos cor e volume. Assim, para caracterizacdo fisico-quimica dos frutos utilizados nos
experimentos, foram feitas analises com 7 frutos aleatorios encontrados em diferentes
estadios, sendo eles verdes, entre maduros e maduros e 0s valores dos parametros analisados

foram expressos em media e desvio-padrao, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios obtidos das analises fisico-quimicas dos frutos de noni
(Morinda citrifolia) que foram utilizados na elaboracdo do fermentado aquoso e
alcodlico. Uberlandia-MG, 2017.

Analises fisico-quimicas Média Desvio Padréo

Massa (g) 164,14 +2141
Volume (mm?) 153,14 + 28,73
Densidade (g mL™) corrigida a 20,0 °C 1,11 +0,28
Didmetro Longitudinal (mm) (DL) 85,80 +7,66
Diametro Transversal (mm) (DT) 50,30 + 8,99
DL/DT 1,70 +0,85
°Brix (S6lidos Solaveis Totais) (SST) 9,00 +0,0
-pH 4,51 10,1
Acidez total titulavel em 110 ml (mEq L) 8,2 +0,45
Condutividade Elétrica (uS cm™) a 20,0 °C 577 +0,0
L* 51,87 +7,26
a* -5,00 +3,35
b* 21,62 +8,25
Chroma 22,35 +8,48
°h* 0,55 -
Cinzas % (m/m) 0,44 +0,38

Resultados expressos como média + desvio padrdo.
Notas: L* — luminosidade; a* e b* sdo coordenadas do sistema CIELAB; °h — angulo
Hue (tonalidade).

Os frutos de noni apresentaram valores médios de massa (164,14 g); volume (153,14
mm?®); Densidade corrigida 20,0 °C (1,11 g mL™%); Didmetro Longitudinal (85,80 mm)
Diametro Transversal (50,30 mm); °Brix (teor de sélidos soluveis totais) com 9,00; pH 4,51,
acidez total titulavel em 110 mL 8,20 mEq L™; % cinzas 0,44 (m/m).
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A relagdo didametro longitudinal/didmetro transversal do fruto (DL/DT) indica o
formato do fruto. Frutos ovalados ou piriformes possuem, relacdo DL/DT maior que 1
(GONZAGA NETO et al., 1991). Nesta pesquisa, obteve-se DL/DT médio no valor de 1,70,
0 que evidencia a caracteristica arredondada do noni.

Chan-Blanco et al. (2007), Barros et al. (2008) e Silva et al. (2009) ao fazerem estudo
dos teores de solidos soluveis totais de noni, obtiveram valores de 7,3 °Brix, 8,4 °Brix e 10,3
°Brix, resultados similares aos obtidos neste trabalho, 9,0. Este indice quantifica
indiretamente o teor de aguUcar, ndo sendo totalmente exato, pois ha presenca de outras
substancias também dissolvidas (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A respeito de analisar caracteristicas de sabor, pode ser representada pelos indices de
solidos soltveis (SS) e de acidez titulavel (AT) e pela relacdo SS/AT, os frutos obtiveram
valor de 1,10. Sendo este inferior do que amostrados em trabalhos por Barros et al. (2008) e
Saboia et al. (2012) de 10,24 e 18,69. Visando a destinacdo para o comércio de frutas frescas
esta relacdo elevada € desejada. Além disso, esta relacdo estd ligada com o equilibrio entre
acUcares e acidos presentes na fruta, justificando a importancia desta indicacdo de sabor
(ALMEIDA; DURIGAN, 2006).

Para producdo de suco, os processadores utilizam os frutos colhidos no estadio entre
maduro, ja que os frutos tornam-se maduros rapidamente. Compde 0s sucos, enzimas
importantes na tecnologia de suco de frutas, como a adi¢cdo de preparacbes enzimaticas
comerciais, constituidas por pectinases, celulases, hemicelulases e amilases visando o
afeicoamento no processo permitindo a viabiliza¢do de seu uso (CORREIA, 2010).

Chan-Blanco et al. (2007) e Barros et al. (2008) obtiveram valores do pH dos frutos de
noni, 4,0 e 3,85, respectivamente, resultados aproximados aos desse trabalho que foi de 4,51.

O teor de cinzas, observado foi de 0,44%, valor em torno do que foi relatado por West;
Deng; Jensen (2011), de 0,54%.

Os frutos de noni, apresentaram valores médios para a* foi -5,00, tendendo para o
verde, enquanto que para a coordenada b* o valor foi de 21,62, tendendo para o amarelo /
laranjado. O valor de °h, que representa a tonalidade da cor, foi de 0,55, o que indica um
angulo baixo, indicando uma faixa de cor entre o amarelo e o vermelho, resultando em uma
cor amarelo laranjado (MINOLTA, 1994).

A coloragdo da casca do fruto ird ser influenciada com o estadio de maduracdo, como

foi analisada por Beltréo et al. (2014) sendo que frutos no inicio do estddio de maduragdo
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possuem casca verde, frutos entre maduros possuem casca com pigmentos verde amarelado e

frutos maduros dispdem da casca amarela.

2.3.2 Teste de difusdo em disco

Os resultados dos halos de inibi¢do utilizando antibi6ticos comerciais e pelos extratos
de noni por infusdo alcdolica (Tabelas 2 e 3), por infusdo aquosa (Tabelas 4 e 5), por
decoccéo alcdolica (Tabelas 6 e 7) e decoccdo aquosa (Tabelas 8 e 9) para as bactérias de

interesse na area alimentar e agricola, estdo apresentados abaixo.

Tabela 2. Halo de inibicdo (mm) de quatro bactérias de interesse na area de alimentos, por
diferentes antibi6ticos comerciais e extratos de noni por infusdo etanolica diluidos.

Halos deInibicio (mm)

Tratamentos Escfmri_.—:ﬁia Salrm::u_e{la Enterobacter Staplylococcus
coli enteritidis aerogenes anrens
(ATCC 112297 (ATCC13076) (ATCC13047) (ATCC 23923)
Gentamicina (10 pg) 18,0 18.0 220 *
Ciprofloxacina (5 pg) 30,0 3132 2732 *
Amoxidlina (10 ug) * * * *
Trimetropin (5 pg) 30,66 280 31,32 28,66
Ampiclina (10 pg) 26,38 302 26,6 10,66
Vancomicina (30 pg) * * * 2258
Oxacilina (1 pg) * 27.94
Extrato 75,0% 0.0 0,0 0,0 0,0
Extrato 50,0% 0.0 0,0 0,0 0,0
Extrato 25,0% 0.0 0,0 0,0 0,0
Controle negativo 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Prdprio autor.
Nota: *ndo utilizado.

Tabela 3: Halo de inibicdo (mm) de quatro bactérias de interesse na area agricola, por
diferentes antibi6ticos comerciais e extratos de noni por infusdo etanolica diluidos.
Halos de Inibicio (mm)
Xanthomonas Psenudomonas

Tratamentos campesiris pv. syringag pv. Pectobacterium Pt-mtz;.zg
Ccanipesiris lacry mans ([]'j!l)ljt 3) (l??Fu:fiDl 1)
(UFU-BT) (UFU-B34)
Gentamicina (10 pg) 21224 0.0 16,66 24,24
Ciprofloxacina (> pg) 2220 0.0 28,066 37,48
Amoxiclina (10 pg) * * * *
Trimetropin (3 pug) 425 0.0 280 377
Ampicilina (10 pg) 34,18 0.0 170 20,12
Vancomicina (30 pg) * * * *
Oxacilina (1 pg) *
Extrato 75,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Extrato 50,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Extrato 25,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Controle negativo 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Prdprio autor.
Nota: *ndo utilizado.
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Tabela 4. Halo de inibicdo (mm) de quatro bactérias de interesse na area de alimentos, por
diferentes antibidticos comerciais e extratos de noni por infusdo aquosa diluidos.

Halos deInibicio (mm)

Tratamentos Escfmri::f;ia Saimalr{gf:la Enterobacter Staphylococcus
coli enterifidis aerogenes anrens
(ATCC 112297  (ATCC 13076) (ATCC 13047 (ATCC 23923y
Gentamicina (10 pg) 20,78 23,96 2426 *
Ciprofloxacina (5 ug) 375 37.64 34,14 *
Amoxiclina (10 ug) * * *
Trimetropin (5 pg) 36,42 36,3 37,22 397
Ampidlina (10 pg) 25,16 28,04 25,72 20,02
Vancomicina (30 ug) * * * 22,58
Oxacilina (1 pg) * 27.94
Extrato 75,0% 0.0 0.0 0.0 0,0
Extrato 50,0% 0.0 0.0 0.0 0,0
Extrato 25,0% 0.0 0.0 0.0 0,0
Controle negativo 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Proprio autor.
Nota: *ndo utilizado.

Tabela 5: Halo de inibicdo (mm) de quatro bactérias de interesse na &rea agricola, por
diferentes antibidticos comerciais e extratos de noni por infusdo aquosa diluidos.
Halos de Inibicio (mm)
Xanthomonas Psendomonas

Tratamentos Ccampesiris pv. syringae pv. Pectobacterium Paﬂn;r;
campesiris lacry mans ([]?llujt 3) ([??Fjgfflll 4
(UFU-BT) (UFU-B34)
Gentamicina (10 pg) 21,44 0.0 19.62 243
Ciprofloxacina (3 pg) 222 0.0 32,32 3742
Amoxialina (10 pg) * * * *
Trimetropin (3 pg) 425 0.0 280 377
Ampidlina (10 pg) 34,18 0.0 176 25,12
Vancomicina (30 pg) * * *
Oracilina (1 pg) * *
Extrato 75,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Extrato 50,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Extrato 25,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Conftrole negativo 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Prdprio autor.
Nota: *ndo utilizado.
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Tabela 6: Halo de inibicdo (mm) de quatro bactérias de interesse na area de alimentos, por
diferentes antibioticos comerciais e extratos de noni por decoc¢do etandlica diluidos.

Halos deInibicio (mm)

Tratamentos Es.-:fmri_.-:ﬁia Saiuu:rﬂ_elea Enfterobacter Staphylococcus
coli enteritidis aeragenes anrens
(ATCC 11229)  [(ATCC 13076) (ATCC13047) (ATCC 23923)
Gentamicina (10 pg) 16,08 24,04 21,36 *
Ciprofloxacina (5 pg) 263 358 3358 *
Amozidlina (10 pg) * * * *
Trimetropin (5 pg) 3438 339 34,26 2272
Ampidlina (10 pg) 27,12 32,02 2822 22,42
Vancomicina (30 pg) * * * 21,06
Oxacilina (1 pg) * * * 16,04
Extrato 75,0% 0.0 0,0 0,0 0,0
Extrato 50,0% 0.0 0.0 0,0 0.0
Extrato 25,0% 0.0 0.0 0,0 0.0
Controle negativo 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Prdprio autor.
Nota: *ndo utilizadO.

Tabela 7: Halo de inibicdo (mm) de quatro bactérias de interesse na area agricola, por
diferentes antibioticos comerciais e extratos de noni por decocc¢do etandlica diluidos.

Halos de Inibicio (mm)
Xanthomonas Bsendomonas

Tratamentos campestris pv. syringae pv. Pectobacterim Hmt::;g
campestris lacrymans ([]'qu}l—:‘t g) ([!'HFTffI}l 1)
(UFU-BT) (UFU-B34)
Gentamicina (10 pg) 18,18 0.0 18,66 25,62
Ciprofloxacina (5 pg) 20,16 0.0 3838 38.02
Amoxidlina (10 pg) * * * *
Trimetropin (5 pg) 4342 0.0 2832 309
Ampidlina (10 pg) 33,02 0.0 169 27,26
Vancomicina (30 pg) * * * *
Oxacilina (1 pg) * * *
Extrato 75,0% 0.0 0.0 0,0 0,0
Extrato 50,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Extrato 25,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Controle negativo 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Proprio autor.
Nota: *ndo utilizado.
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Tabela 8: Halo de inibicdo (mm) de quatro bactérias de interesse na area de alimentos, por
diferentes antibi6ticos comerciais e extratos de noni por decocgéo aquosa diluidos.

Halos deInibicio (mm)

Tratamentos Es.-:fmri_.-:ﬁia Sairm{r{.e{la Enterobacter Stapliylococcus
coli enferifidis AErogenss anrens
(ATCC 112297  (ATCC 13076) (ATCC 13047)  (ATCC 23923)
Gentamicina (10 pg) 21,88 2402 21,54 *
Ciprofloxacina (3 pg) 2934 32,36 2928
Amoxialina (10 pg) * * *
Trimetropin (3 pg) 3342 342 30,82 36,26
Ampicilina (10 pg) 26,88 32,48 25,98 20,96
Vancomicina (30 pg) * * 19.08
Cracilina (1 pg) * * * 2036
Extrato 75,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Extrato 50,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Extrato 25,0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Controle negativo 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Proprio autor.
Nota: *ndo utilizado.

Tabela 9: Halos de inibicdo (mm) de quatro bactérias de interesse na area agricola, por
diferentes antibidticos comerciais e extratos de noni por decoccao aquosa diluidos.
Halos de Inibicio (mm)
Xanthomonas Psendomonas

Tratamentos campestris pv. syringae pv. P.c:.-:m.:;;:emm; ;Tajﬁ;i
campestris lacry mans S i
(UFU-BT) (UFU-B34) (UFU-CS8) (UFU-D14)
Gentamicina (10 pg) 4432 0.0 20,78 22 84
Ciprofloxacina (5 pg) 24 26 0.0 32,16 36,82
Amoxicilina (10 pg) * * * *
Trimetropin (3 pg) 41,38 0.0 26,92 35,32
Ampicilina (10 ug) 35,34 0,0 16.42
Vancomicina (30 ug) * ® *
Oxacilina (1 pg) ® * *
Extrato 75,0% 0,0 0,0 0,0 0,0
Extrato 50,0% 0,0 0,0 0,0 0,0
Extrato 25 0% 0.0 0.0 0.0 0.0
Controle negativo 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Proprio autor.
Nota: *ndo utilizado.

As bactérias da familia Enterobacteriaceae, Escherichia coli (ATCC 11229),
Salmonella enteritidis (ATCC 13076) e Enterobacter aerogenes (ATCC 13047) sé&o
susceptiveis aos antibidticos gentamicina (10 ug), trimetropin (5 pg) e ampicilina (10 pg),

para todos tratamentos, por apresentarem halos de inibicdo superiores a 15,0 mm, 16,0 mm e
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17,0 mm, respectivamente, (Tabelas 2, 4, 6 e 8), segundo metodologia M100-S24 da Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014).

As enterobactérias Escherichia coli (ATCC 11229), e Enterobacter aerogenes (ATCC
13047) sao susceptiveis ao antibidtico ciprofloxacina (5 pug), para todos os tratamentos, por
apresentarem zona inibitoria superior a 21,0 mm para estas bactérias. As bactérias da cepa
Salmonella enteritidis (ATCC 13076) também se mostraram susceptiveis, em todos 0s
tratamentos, por apresentarem halos de inibicdo superiores a 31,0 mm, (Tabelas 2, 4, 6 e 8),
segundo classificacdo preconizada pela metodologia M100-S24 da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2014).

As bactérias da cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923) sdo susceptiveis ao
antibiotico trimetropin (5 pg), para todos tratamentos, por apresentarem halos de inibicdo
superiores a 16,0 mm, (Tabelas 2, 4, 6 e 8), de acordo com a classificacdo estabelecida pela
metodologia M100-S24 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014).

Para os antibioticos ampicilina (10 pg), vancomicina (30 pg) e oxacilina (1 pg),
houveram formacdo de halos que mostram a a¢do inibitdria da cepa Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), (Tabelas 2, 4, 6 e 8), no entanto, a metodologia M100-S24 da Clinical and
Laboratory Standards Institute, ndo estabelece limites para classificagdo em Susceptivel (S),
Resisténcia Intermediaria (RI) e Resistente (R) para esta bactéria e estes antibidticos (CLSI, 2014).

Quanto aos isolados bacterianos de interesse na area agricola, Xanthomonas
campestris pv. campestris (UFU-B7), Pectobacterium spp. (UFU-C8) e Pantoea ananatis
(UFU-D14), todos apresentaram inibicdo de crescimento aos antibidticos gentamicina (10
ug), ciprofloxacina (5 pg), trimetropin (5 pg) e ampicilina (10 pg), (Tabelas 3, 5, 7 e 9),
porém, ndo foi possivel suas classificagdes em (S), (RI) e (R) para estas bactérias e aos
antibiodticos utilizados, pois, a metodologia M100-S24 da Clinical and Laboratory Standards
Institute, ndo estabelece limites para classificacdo, para estas bactérias (CLSI, 2014).

O isolado bacteriano Pseudomonas syringae pv. lacrymans (UFU-B34), pode ser
classificado como (R), pois, ndo houve formacdo de zonas inibitérias de crescimento aos
antibioticos gentamicina (10 ug), ciprofloxacina (5 ug), trimetropin (5 pg) e ampicilina (10
Hg), (Tabelas 3, 5, 7 e 9). O uso improprio e excessivo dos antibidticos € um dos fatores que
mais contribui para a resisténcia bacteriana (LIVERMORE, 2005).

Bactérias Gram-negativas associadas mais acentuadamente a problemas de resisténcia
aos antibidticos, sdo aquelas pertencentes aos género Pseudomonas. Sao bactérias ambientais

altamente disseminadas, que causam problemas significativos (HAWKEY, 2008).



17

As bactérias do género Pseudomonas apresentam resisténcia a maioria dos agentes [3-
lactdmicos, onde inclui a ampicilina e as fluoroquinolonas, classe do antibi6tico
ciprofloxacina (HAWKEY; JONES, 2009), corroborando assim para os resultados de
auséncia de formacdo de halo inibitorio para Pseudomonas syringae pv. lacrymans (UFU-
B34).

Genes de resisténcia a antibidticos estavam presentes em niveis muito baixos antes da
introducdo de antibidticos e € principalmente a pressdo seletiva do uso de antibidticos e a
exposicdo resultante de bactérias, ndo apenas em humanos, mas, também em animais de
companhia e alimentos e no ambiente, 0 que causou 0 aumento. A crescente mobilidade em
todo o mundo de pessoas, alimentos e animais € outro fator (HAWKEY, 2008).

A cepa Pseudomonas syringae pv. lacrymans (UFU-B34), testada neste estudo,
apresentou crescimento ao redor dos discos dos antibioticos gentamicina (10 pg) e trimetropin
(5 pg). Vérias podem ser as causas da resisténcia deste isolado aos antibidticos utilizados, a
transmissdo de genes de resisténcia, por meio de materiais genéticos transponiveis, como 0s
plasmideos, transpos@es e integrdes, entre diferentes espécies e géneros bacterianos, sendo
patdgenos e ndo patdgenos, em varios hospedeiros e no ambiente, incluindo o esterco, que se
tornou um reservatério de bactérias resistentes e compostos antibiéticos utilizados na pecuaria
(HEUER; SCHMITT; SMALLA, 2011).

Conforme as Tabelas 2 a 9, os extratos de noni, nas concentragdes de 75,0%, 50,0% e
25,0, os métodos de extracdo e solventes extratores utilizados, ndo foram suficientes para
inibir o crescimento das diferentes bactérias em meio de cultura, muito provavelmente em
funcdo de concentracdes de cumarinas, saponinas, glicosideos cardiogénicos, entre outros,
insuficientes para desequilibrar as concentracGes i6nicas e desestabilizar a membrana celular
(WEIR; PARK;VIVANCO, 2004; SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2001).

De acordo com Nostro et al. (2000), a baixa acédo inibitoria sobre as Gram-positivas e
negativas, podem ser referentes as estruturas da parede celular que cada uma delas
apresentam, ou seja, bactérias Gram-negativas possuem na formacdo da parede celular o
peptideoglicano e demostra uma camada mais inferior a membrana celular constituia por
fosfolipidios, lipoproteina e lipopolissacarideo que possuem a funcdo de obstaculo,

permitindo o bloqueio ou a passagem de sustancias. Ja as bactérias Gram-positivas sdo mais
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vulneraveis, pois expressa somente peptideoglicanos ndo fornecendo total funcdo de
obstaculo, sendo mais fragil comparando com as bactérias Gram-negativas.

Visando o objetivo de apresentar a atividade antibacteriana, podem ser aplicadas
concentracBes maiores das que foram usadas neste trabalho e/ou alterar os métodos de
extracdo e/ou solventes extratores que podem apresentar a sua polaridade mais adaptada a

Morinda citrifolia L.

3 CONSIDERACOES FINAIS

A relacdo didmetro longitudinal/didmetro transversal (DL/DT) evidencia a
caracteristica arredondada do noni.

A relacdo de solidos soltveis (SS) e de acidez titulavel (AT) (SS/AT), obtida, 1,10,
indica frutos com destinacdo desejada para o comércio de frutas frescas e mostra que ha
equilibrio entre acUlcares e &cidos, justificando a importancia desta indicacéo de sabor.

O pH dos frutos de noni provavelmente protegem o fruto da acdo de bactérias que
geralmente sdo intolerantes a valores de pH acido.

Os frutos de noni em estado de maduro dispdem da casca amarela.

O método da difusdo em disco ou de Kirby-Bauer, representa um teste antibacteriano
rapido, rapido, eficiente e reproduzivel sendo excelente para ensaios que envolvam estudos de
acao bactericida ou bacteriostatico de compostos secundarios.

Infusdo alcoodlica e aquosa e decocgédo alcoodlica e aquosa sdo métodos eficientes de
extracdo de compostos secundarios presentes em frutos de noni.

A Dbactérias da familia Enterobacteriaceae, Escherichia coli (ATCC 11229),
Salmonella enteritidis (ATCC 13076) e Enterobacter aerogenes (ATCC 13047) séao
susceptiveis aos antibidticos gentamicina (10 pug), trimetropin (5 pg) e ampicilina (10 pg).

As enterobactérias Escherichia coli (ATCC 11229), e Enterobacter aerogenes (ATCC
13047) sdo susceptiveis ao antibidtico ciprofloxacina (5 pg). As bactérias da cepa Salmonella
enteritidis (ATCC 13076) é também susceptiveis, em todos os tratamentos.

A bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923) é susceptivel ao antibidtico
trimetropin (5 pg).

Os antibioticos ampicilina (10 pg), vancomicina (30 pg) e oxacilina (1 pg), mostram a
acdo inibitoria da cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923), (Tabelas 2, 4, 6 e 8), no

entanto, a metodologia M100-S24 da Clinical and Laboratory Standards Institute, ndo
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estabelece limites para classificagdo em Susceptivel (S), Resisténcia Intermediaria (RI) e
Resistente (R) para esta bactéria e estes antibiéticos (CLSI, 2014).

Os isolados bacterianos de interesse na area agricola, Xanthomonas campestris pv.
campestris (UFU-B7), Pectobacterium spp. (UFU-C8) e Pantoea ananatis (UFU-D14), sdo
susceptiveis aos antibiodticos gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), trimetropin (5 ug) e
ampicilina (10 pg).

O isolado bacteriano Pseudomonas syringae pv. lacrymans (UFU-B34), pode ser
classificado como (R) aos antibioticos gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pug), trimetropin
(5 pg) e ampicilina (10 ug).

A cepa Pseudomonas syringae pv. lacrymans (UFU-B34), testada neste estudo,
apresentou crescimento ao redor dos discos dos antibioticos gentamicina (10 pg) e trimetropin
(5 ).

Genes de resisténcia a antibidticos presentes nos plasmideos, transposdes e integrdes,
entre diferentes espécies e géneros bacterianos, sendo patégenos e ndo patdogenos formam um
pool de bactérias resistentes a compostos antibidticos.

Nas condicdes em que foi realizado este experimento, o fruto noni (Morinda citrifolia
L.), ndo apresentou agdo antibacteriana.

Outros ensaios podem ser realizados a partir dos resultados deste trabalho, aplicando
concentracOes extratos maiores das que foram usadas e/ou alterar os métodos de extracdo e/ou
solventes extratores que podem apresentar a sua polaridade mais adaptada a Morinda
citrifolia L.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE AQUEOUS AND ALCOHOLIC EXTRACT
OF MORINDA CITRIFOLIA L. BY INFUSION AND DECOCT

ABSTRACT

The use of secondary compounds of plants in vitro and in vivo may inhibit the growth of
micro-organisms, being an option in the biological control of pathogenic bacteria of
vegetables. The aims of this work was to analyze the in vitro antibacterial activity of alcoholic
and aqueous extract of the noni fruit by infusion and decoction. The work was carried out in
the Laboratories of Physical Chemistry and Microbiology of the Federal Institute of the
Triangulo Mineiro - Uberlandia Campus. For characterization, physical and physico-chemical

analysis, fruits were analyzed in different stages of maturation collected in the Uberlandia
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Campus. The extraction of liquid extracts was performed in accordance with the Brazilian
Pharmacopoeia (2010). The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test was conducted by
the disk diffusion technique according to M100-S24 (CLSI, 2014). With regard to the agar
diffusion test, a completely randomized statistical design was performed with 8 treatments (3
extracts concentrations (75.0%, 50.0% and 25.0%), 4 commercial antibiotics and 1 negative
control), with 3 replicates, totaling 24 experimental plots, for each bacterium evaluated, being
seven Gram-negatives: Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC
11229) Enterobacter aerogenes (ATCC 13047), Xanthomonas campestris pv. campestris
(UFU-B7); Pseudomonas syringae pv. lacrymans (UFU B34); Pectobacterium spp. (UFU
C8); Pantoea ananatis (UFU D14) and Gram-positive: Staphylococcus aureus (ATCC
25923). There was no antimicrobial action of the ethanolic and aqueous extract of the noni

fruit at any of the concentrations and treatments tested.

Keywords: Secondary compounds; Bioactive compounds; Biological control.
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