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RESUMO

O estudo de microrganismos é essencial na biotecnologia, principalmente no

desenvolvimento e otimização de produtos, desde produção alimentícia à produção

de biocombustíveis. Neste cenário é frequente o uso de extratos de frutos como

base experimental de suas capacidades sobre diferentes microrganismos. O

presente estudo buscou avaliar os potenciais antibióticos e antimicóticos do fruto da

Morinda citrifolia L. (M. citrifolia), popularmente conhecido por suas capacidades

curativas. Por meio de métodos bioquímicos foi estudada a composição centesimal,

análise de pH, fibras, sólidos totais, cinzas, amido, lipídeos, proteínas, açúcares

redutores, carboidratos totais, e atividades enzimáticas das enzimas proteolíticas,

xilanolíticas, celulolíticas e amilolíticas. A composição do extrato do fruto foi

analisada comparativamente a literatura. Também foi analisada a capacidade de

inibição de crescimento do extrato do fruto da M. citrifolia L., sem sementes diluído

em meio de cultura de Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae,

Lactobacillus fermentum, Salmonella enterica e Escherichia coli, na concentração de

5%. Nossos resultados mostram que a polpa do fruto apresenta alta umidade, e alto

teor de fibras e açúcares. Além disso uma baixa porcentagem de proteínas e cinzas,

e ausência de amido foi observada. Os resultados de xilanases indicaram baixa

atividade e as enzimas proteolíticas estão em níveis médios quando comparados a

estudos deste tipo, além disto, não foi observada atividade celulolítica e amilolítica.

Em relação aos testes de inibição, não foi possível observar inibição da proliferação

celular de nenhum dos organismos estudados, mesmo em concentração de 5% de

extrato do fruto da M. citrifolia L. em meio de cultura. Baseado nos dados obtidos,

pode-se concluir que o extrato do fruto da M. citrifolia L., embora incapaz de inibir

alguns microrganismos contaminantes mesmo em concentração relativamente alta

(5%), possui potencial biotecnológico nas áreas de fermentação e no estudo de suas

proteases.

Palavras-chave: Morinda citrifolia; inibição; enzimas; composição centesimal.



ABSTRACT

The study of microrganisms is essential in biotechnology, especially in the

development and optimization of products ranging from food to biofuel production. In

this scenario fruit extracts are frequently used as an experimental scaffolding for

microrganisms capacities. This study analyzed the antibiotic and antimycotic

potentials of the fruit from Morinda citrifolia L. (M. citrifolia), commonly known by its

healing capacities. With the use of biochemical methods, the fruit’s extract from M.

citrifolia was analyzed by its centesimal composition, pH analysis, fiber, solute solids,

ashes, starch, lipids, protein, reducing sugars, total carbohydrates and enzymatic

activities of proteolytic, xylanolytic, cellulolytic and amylolytic enzymes. Its

composition was then compared to studies available in literature. The extracts

inhibitory capacity was studied in 5% dilution on growth media of Rhodotorula

mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus fermentum, Salmonella

enterica and Escherichia coli.  Results show high humidity in the fruit's Pulp, as well

as high fiber and sugar content. Furthermore, a low percentage of protein and ashes

and the absence of starch was observed. The extract enzymes indicate no cellulolytic

and amylolytic activity, low xylanolytic activity, and a comparatively medium

proteolytic activity. Regarding the inhibition tests, no cellular growth inhibition was

observed in any of the microrganisms used, even in 5% concentration of M. citrifolia

fruit’s extract in their growth media. Based on the data gathered, M. citrifolia fruit’s

extract, although incapable of inhibiting cellular growth, even in high media

concentration (5%), has potential biotechnological applications in fermentations and

protease studies.

Key words:  Morinda citrifolia; inhibition; enzymes; centesimal composition.
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1 INTRODUÇÃO
O estudo de microrganismos tem grande importância para a biotecnologia e é

essencial no desenvolvimento de novos produtos, principalmente por processos

fermentativos (Bourdichon, 2012), e na otimização destes processos que variam de

produção alimentícia (Zotta et al., 2020; Capece et al., 2018) à biocombustíveis

(Júnior, 2020). Frutos são frequentemente utilizados como base de experimentos

para a inibição de microrganismos com o objetivo de encontrar novas soluções

tecnológicas (Momand, et al., 2014; Aneka & Joshi, 2009; Takó, et al. 2020).

A Morinda citrifolia L. (fruta cujo nome comum é “Noni”) pertence à família

Rubiaceae, utilizada há décadas como alimento nas regiões tropicais em todo o

mundo, em uso medicinal por povos nativos das ilhas Cook (Whistler, W. A., 1985),

além de fazer parte da cultura como no Havaí onde é referida pela mitologia como

responsável pelo retorno do Deus Maui à vida como uso de as suas folhas (Neal M.,

1965).

A frutificação ocorre durante todos os meses do ano, o que torna propicio a

utilização como produto comercial devido a disponibilidade de matéria prima

(Nelson, 2003). Já a análise de sua composição centesimal (fibras, cinzas, lipídeos

proteínas, carboidratos e umidade) permite comparar diferentes frutos de regiões do

Brasil e do mundo, visto que podem haver diferenças entre plantas produtoras em

uma mesma região (Silva, 2013) e variações na qualidade do fruto dependendo da

qualidade do solo (Rato et al., 2008). Além disso, esta avaliação colabora na

elucidação de futuras aplicações biotecnológicas deste fruto.

As aplicações dadas a fruta por diferentes povos vão desde a sua ação em

diferentes patologias tais como queimaduras, câncer, doença renal, derrames,

úlceras gástricas, malária (Rajivgandhi et al., 2020; Vuanghao & Laghari, 2017), até

sua capacidade bactericida e fungicida já demonstrada por Vuanghao & Laghari,

2017.

Este projeto buscou avaliar a capacidade de inibição do fruto para algumas

bactérias, assim como leveduras. Foram selecionadas com base em sua importância

biotecnológica o Lactobacillus fermentum que é um importante contaminante em

processos fermentativos, assim como a levedura Saccharomyces cerevisae

(Collograi, Da Costa & Ienczak, 2019), além de analisar o potencial inibitório para

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella enterica que possuem
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potencial patológico e com isso sua inibição é de grande interesse (Poirel, 2018; Lee

et al., 2018; Ministério da Saúde, 2011).

1.1 Bactérias
As bactérias são microrganismos unicelulares presentes em diversos

ambientes do planeta incluindo na microbiota humana (Dewhirst et al., 2010;

Nogacka, 2018), solo (Bhatti, Haq & Bhat, 2017) e estratosfera (Dassarma, et al,

2020). As bactérias apresentam uma grande variedade de aplicações.

A Escherichia coli é uma representante importante deste grupo, caracterizada

pela sua resiliência e diversidade de aplicações biotecnológicas, principalmente na

proteômica (Rosano et al., 2019). Recentemente os estudos sobre a crescente

resistência à antibióticos tem se destacado, colocando a espécie em foco na busca

de novos métodos inibitórios (Poirel, 2018; Kot, 2019) visto seu potencial patogênico

tanto no trato intestinal quanto fora dele (Gomes et al., 2016; Kot, 2019).

O Lactobacillus fermentum é uma bactéria comumente encontrada como

contaminante da fermentação alcóolica, prejudicando a produção de etanol de

primeira e segunda geração e com isso reduzindo o rendimento e produtividade do

processo (Costa, Cerri & Ceccato-Antoninni, 2018; Collograi, Da Costa & Ienczak,

2019). Baseado nisso, as usinas de bioenergia têm o objetivo de reduzir os

contaminantes, através, por exemplo, da utilização de biocidas e antibióticos.

Contudo tais práticas resultam em aumento nos custos de produção (Oliva Neto et

al., 2013).

A Staphylococcus aureus é uma bactéria que apresenta resistência a diversos

antibióticos, principalmente meticilina (Lee et al., 2018), e indícios de resistência à

vancomicina (McGuinness, Malachowa & DeLeo, 2017), que é indicada para o

tratamento de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (Foster, 2017).

Já a Salmonella enterica, possui alta virulência e está entre as principais do

gênero em septicemias e infecções do sistema nervoso central, segundo dados do

Ministério da Saúde (2011, p. 12), reforçando a importância do desenvolvimento de

novas estratégias para tratamento de infecções causada por ela.

1.2Leveduras
As leveduras são organismos unicelulares ricos em vitaminas, minerais e

proteínas usualmente aplicadas em diversos setores por sua capacidade

fermentativa e potencial físico, sendo fonte de ribonucleotídeos, b-glucana, manana,
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vitaminas, proteínas, entre outros compostos. As leveduras são utilizadas em

diversos processos industriais como na indústria do etanol, panificação, produção de

vinhos, cervejas, na indústria animal como fonte de nutrientes, probióticos, entre

outros.

A levedura Saccharomyces cerevisae, é de extrema importância na produção

do etanol de primeira geração e de diversas bebidas alcoólicas, e é objeto de

diversas pesquisas que analisam e buscam melhorar o rendimento e produtividade

destes processos (Kim, et al., 2017; Bonatelli, Ienczak & Labate, 2019; Walker &

Walker, 2018). Contudo, estes processos podem conter contaminantes que reduzem

a eficiência da produção do etanol (Costa, Cerri & Ceccato-Antoninni, 2018).

Por outro lado, a levedura Rhodotorula mucilaginosa possui colônias de

coloração rosa, normalmente lisa e ocasionalmente rugosa. É capaz de crescer

utilizando diversos carboidratos, como glicose, sacarose, galactose, trealose,

maltose, dentre outros. Possui importância biotecnológica que vai da produção de

pigmentos a bioremediação (Sampaio, 2011). A espécie já foi reportada como

produtora de diversas enzimas e produção de carotenoides.

Há estudos sobre o uso da levedura como agente de biocontrole em doenças

de pós-colheita como mofo azul causado por Penicillium expansum e Rhizopus

stolonifer em pêssego (Zhang et al., 2013), mofo cinza e o azul em maçãs causado

por Botrytis cinerea e Penicillium expansum, respectivamente (Li et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Avaliar as características químicas e bioquímicas do fruto da Morinda

citrofolia, e seus efeitos antibióticos e antimicóticos sobre um conjunto de

microrganismos.

2.2 Objetivos Específicos
- Produzir o extrato do fruto da Morinda citrofolia por trituração e posterior

filtração;

- Analisar o teor de fibras, cinzas, umidade, amido, lipídeos e proteínas deste

extrato;

-Analisar açúcares redutores e atividades celulolítica, xilanolítica, amilolítica e

proteolítica do extrato;

- Analisar efeito das concentrações 0,05%; 0,1%; 1% e 3% e 5% sobre

Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus fermentum,

Staphylococcus aureus, Salmonella tiphimurium e E. coli e posteriormente avaliar a

concentração inibitória mínima para os microrganismos que apresentarem inibição

nos testes anteriores.
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3 METODOLOGIA

3.1 Produção do extrato
O fruto maduro (coloração branco-amarelada) foi triturado em triturador

industrial (SPL-048, Spolu, Itajobi, Brasil). A massa produzida foi filtrada a fim de

separar as sementes. O produto filtrado foi armazenado em câmara fria (-16°C) a fim

de manter a integridade do material. O extrato utilizado na Concentração Inibitória

Mínima é produzido após a preparação dos meios em relação da massa de extrato

pela massa de meio.

3.2 Meios de cultura e ativação dos microrganismos
Os microrganismos e meios utilizados para o teste inibitório foram cultivados

nos seguintes meios de cultura:

1. A Rhodotorula mucilaginosa foi ativada utilizando meio formulado de acordo

com De Oliva Neto et al. (2004), contendo: 2% sacarose, 0,5% extrato de

levedura, 0,1% sulfato de amônia, 0,114% K2HPO4 · 3 H2O, 0,0017% MnSO4

7 H2O, 0,0028% ZnSO4 · 7 H2O e 0,024% MgSO4 7 H2O, com ajuste de pH

para 5,0;

2. A Saccharomyces cerevisiae foi ativada em meio YPD, de acordo com

(Dymond, J. S., 2013), contendo: 1% extrato de levedura, 2% peptona,

0,033% triptofano e 2% dextrose.

3. A Lactobacillus fermentum foi ativada em meio MRS de acordo com De Man

et al., (1960), contendo: 1% peptona, 1% de extrato de carne (Lab-Lemco),

0,5% extrato de levedura, 2% glicose, 1 mL por litro de meio Tween 80, 0,2%

K2HPO4, 0,5% CH3COONa · 3 H2O, 0,2% Citrato de triamônio, 0,02% MgSO4

· 7 H2O, 0,005% MnSO4 · 4 H2O, com ajuste de pH em 6,2.

4. O Staphylococcus aureus foi ativado com caldo infusão cérebro coração

(BHI).

5. O meio LB foi utilizado para a ativação da E. coli de acordo com Lessard J.

C., 2013, contendo: 1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl com pH

7.2 ± 0.2.

6. A Salmonella Typhimurium foi ativada com o Meio Verde Brilhante como

composto por (BD ™, 2020, com ajustes), contendo: 1% peptona proteose,

0,3% extrato de levedura, 1% lactose, 1% sacarose, 0,5% NaCl, pH 6,9± 0,2.
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Todos os meios foram autoclavados a 1 ATM por 20 min para posterior

inoculação dos microrganismos, estes foram replicados anteriormente com alça de

platina esterilizada para um tubo de ensaio autoclavado onde foram incubados em

aproximadamente 10 mL de meio por dois dias às temperaturas de 30° para S.

cerevisiae e R. mucilaginosa e 37° para S. aureus, L. fermentum, E. coli, Salmonella

Typhimurium de maneira a controlar a quantidade de inóculo.

Após o período de incubação, os microrganismos foram inseridos em tubos

identificados para suas respectivas concentrações (volume de extrato pelo volume

de meio) e no controle em triplicata. As culturas foram mantidas por 96 horas nas

temperaturas citadas, antes de serem levadas a câmaras de Neubauer para

verificação da inibição.

3.3 Caracterização físico-química do fruto e análise enzimática:

3.3.1 Analise de fibras
Para fibras detergentes neutras (FDN) 100 mL de uma solução FDN foi

preparada com os seguintes constituintes: 30 g/L de Lauril sulfato de sódio, 10 mL/L

de etileno glicol. 18,61 g/L de EDTA de sódio, 6,81 g/L de borato de sódio e 4,56 g/L

de fosfato de sódio dibásico anidro. O bloco digestor foi ligado à 150° C e 1 g da

amostra foi pesada e transferida para tubos de fibras, a estes tubos foram

adicionados 100 mL da solução FDN e o sistema foi mantido em ebulição por uma

hora. A amostra então foi lavada com água destilada e transferida a um cadinho de

alumínio (tarado) que foi levado à estufa de 105° C por 48 horas para evaporação da

água e posteriormente foi pesado (AOAC, 1990).
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3.3.2 Umidade
A umidade foi determinada em uma balança de umidade (Torbal) onde uma

alíquota de 3g de extrato do fruto foi posicionada na balança em um recipiente

previamente tarado e os seguintes cálculos foram efetuados, de acordo com Lutz,

1985:

U% = (m’ / m) x 100

Em que:

U% = Umidade relativa à massa inicial (massa úmida);

m’= Massa após secagem;

m = Massa inicial.

3.3.3 Determinação do pH
O pH foi determinado com pHmetro TEC-11 (Tecnal), com separação de 10 ml

de amostra homogeneizada constantemente durante a leitura até obtenção de um

pH constante pelo monitor do aparelho.

3.3.4 Análise de Lipídios
A análise de lipídios foi realizada em aparelho extrator soxhlet. O balão

soxhlet foi previamente seco a 105°C, pesado em balança analítica e acoplado ao

extrator com éter de petróleo. 3 g de amostra foram adicionados em papel filtro

dobrado e, posteriormente, adicionados ao extrator. O aparelho então foi resfriado a

20°C para que ocorra a condensação e o balão foi aquecido com manta térmica. As

amostras ficaram por 10 horas em lavagem com éter. O balão então foi seco à

105°C, mantido em dessecador e pesado em balança analítica (AOAC, 1990).

3.3.5 Amido e atividade amilolítica
A análise de amido foi realizada utilizando o protocolo de AOAC (1995)

996.11* Determinação de Amido Disponível e Resistente (modificado).

A atividade amilolítica foi realizada em tubos de ensaio com substrato formado

por uma solução 0,5% de amido solúvel em tampão acetato (0,05 M, pH 5,5). Nos

tubos foram adicionados 0,1 mL de extrato do fruto e 0,9 mL de substrato. A solução
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foi colocada e banho maria à 60°C por 10 minutos com adição de 0,5 mL de DNS

(Miller, 1959) e banho de ebulição por 5 minutos. As amostras foram então diluídas e

lidas em espectrofotômetro à 540 nm. A unidade de atividade enzimática é definida

como a quantidade de enzimas necessárias para liberar 1 μmol de açúcar redutor

por minuto nas condições do ensaio, utilizando a curva padrão de xilose.

3.3.6 Proteínas e atividade proteolítica
A determinação de proteínas seguiu a metodologia proposta por AOAC

(2000). É realizada com 1 g de amostra seca a ser digesta em tubos de digestão

com 1 g de catalisador e 3 mL de ácido sulfúrico à 350 °C. Pós digestão os tubos

foram resfriados, adicionados 5 gotas de fenolftaleína e conectados ao aparelho de

destilação. NaOH 40% (m/v) é adicionado aos tubos de digestão até o aparecimento

da coloração rosada para posterior destilação em Erlenmeyer de 125 mL contendo

uma solução de 10 mL de H3BO3 com 2 gotas de vermelho de metila e de verde de

bromocresol. O destilado deve ser titulado com solução de HCl a 0,02 M.

A atividade proteolítica do extrato tem como substrato uma solução de

azocaseína 1% (m/v) em tampão acetato 0,05 M, pH 5,5, sendo adicionados 250 μL

em cada tubo. A reação foi feita em banho maria a 50° C por 30 minutos. Após este

período foi adicionado 1 mL de solução de Ácido Tricloroacético - TCA (10% m/v).

As amostras então foram transferidas pra tubos de centrifuga de 1,5 mL e

centrifugados à 10000 rpm por 5 minutos. Do sobrenadante foi retirado 1 mL que foi

colocado em novos tubos. Foi adicionado a mesma quantidade retirada de amostra

de NaOH 1 M. A leitura foi feita em espectrofotômetro à 440 nm (Leighton et al.,

1973).

3.3.7 Açúcares e carboidratos
Os açúcares redutores presentes no extrato do fruto noni foram avaliados pelo

método DNS (ácido 3,5-dinitrossalicílico) conforme descrito por Miller (1959). Onde

foram adicionados 1 mL da amostra em tubos de reação com diluição caso se

mostre necessário. A amostra então foi colocada em banho maria a 100°C por 5

minutos, diluída e lida em espectrofotômetro a 540 nm.

Os carboidratos totais foram calculados por diferença (ANVISA, 2003b).

Em que:
Carboidratos Totais = 100% - (proteínas + cinzas + umidade + fibras totais + lipídeos)
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3.3.8 Atividade Enzimática
A atividade celulolítica do extrato do fruto noni foi realizada de acordo com

Ghose (1987). Papel filtro whatman n° 1 em tiras de 1x6 cm foi utilizado como

substrato para a celulase do fruto em 1,5 mL de tampão citrato 0,05 M (pH 4,8). A

reação foi feita em banho maria a 50° C por 1 hora com 0,5 mL do fruto processado.

Após este período foram adicionados 3,0 mL de DNS (Miller, 1959) e levado à

ebulição por 5 minutos seguido de banho de gelo. As amostras então foram agitadas

e lidas em espectrofotômetro a 540 nm.

A unidade de atividade enzimática é definida como a quantidade de enzimas

necessárias para liberar 1 μmol de açúcar redutor por minuto nas condições do

ensaio, utilizando a curva padrão de glicose.

A atividade xilanolítica do extrato do fruto noni foi medida de acordo com a

metodologia de Bailey et al., (1992). Foram adicionados 0,9 mL do substrato xilana

Birchwood 0,5% (Sigma Aldrich) em tampão acetato (pH 5,0) em conjunto de 0,1 mL

do fruto processado. Então, a solução foi colocada e banho maria à 50°C por 10

minutos com adição de 0,5 mL de DNS (Miller, 1959) e banho de ebulição por 5

minutos.

As amostras foram então diluídas para que a absorbância fique entre 0,1 e 1,0

e lidas em espectrofotômetro à 540 nm. A unidade de atividade enzimática é definida

como a quantidade de enzimas necessárias para liberar 1 μmol de açúcar redutor

por minuto nas condições do ensaio, utilizando a curva padrão de xilose.

3.3.9 Determinação de sólidos
Para a determinação de sólidos solúveis totais foi analisado o teor de BRIX

por um refratômetro Tiaoyeer com variação ± 0,2 °Brix (Ministério da Agricultura,

1986).

A determinação de cinzas foi realizada em triplicata em cadinhos previamente

pesados com posterior adição de 1 g de amostra seca mantida em mufla a 550° C

por 5 horas. Após isto a amostra foi deixada em dessecador para chegar à

temperatura ambiente, seguido de pesagem em balança analítica (Lutz, 1985).

3.4 Teste da concentração inibitória mínima (CIM):
Testes iniciais foram realizados para as bactérias e leveduras nas

concentrações de 0,05%; 0,1%; 1% e 3% e 5%, posteriormente os microrganismos
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que apresentarem inibição partirão para a determinação da concentração mínima

inibitória (CIM) de acordo com Jones et al. (1985) por análise em câmara de

Neubauer para verificação do crescimento.
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4 RESULTADOS

4.1 Análises físico-químicas e bioquímicas
A tabela 1 indica as porcentagens e respectivos desvios padrões das análises

físico-químicas e bioquímicas, com todas as porcentagens em base úmida. Todos

experimentos foram feitos com o extrato do fruto à temperatura ambiente. Quando

necessário o uso do extrato seco, este foi colocado por 12 horas em estufa a 105°C.

A polpa do fruto apresenta alta umidade, teor de fibras e açúcares, principalmente.

Além disso uma baixa porcentagem de proteínas e cinzas, e ausência de amido foi

observada.

Tabela 1: Porcentagens em base úmida. Representada como Dados ±Desvio padrão, quando

disponível.

Parâmetro Resultados obtidos

Polpa filtrada 76,43%

Umidade 88,89±0,0048%

Sólidos totais 10 °Brix

Açúcares redutores totais 7,41 ±0,2160%

Amido 0

Fibra detergente neutra 1,76±0,1563%

Cinzas 0,71±0,0085%

Lipídeos 0,041±0,0070%

Proteínas 1,002±0,0336%

Carboidratos totais 7,59%¹

pH 3,5

¹calculado por: 100 – (proteínas + cinzas + umidade + fibras detergentes neutras + lipídeos)

4.2 Comparação com resultados físico-químicos
A tabela 2 foi elaborada com base em artigos com dados semelhantes na

literatura onde a primeira coluna com dados representa os encontrados pelo autor e

as seguintes os dados dos artigos referenciados. As análises de fibra detergente

neutra envolvem a composição de hemicelulose, celulose e lignina e foi comparada

aos valores de fibras totais encontrados por outros autores. A comparação dos
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resultados mostra alta variação na presença de proteínas, carboidratos, açúcares

redutores totais e lipídeos, em relação a Chunhieng (2003), Faria (2014) e

Nascimento (2018). Esta variação pode ter ocorrido devido a variação entre

diferentes plantas e também da qualidade do solo.

Tabela 2- Tabela comparativa completa da caracterização físico-química e bioquímica da polpa do

fruto da Morinda citrifolia. (porcentagens em base úmida). Tabela representada como Dados ±Desvio

padrão, quando disponível.

Parâmetro Resultados
obtidos

Chunhieng
(2003)

Faria et al.
(2014)

Nascimento et al.
(2018)

Polpa filtrada 76,43% - - -

Umidade 88,89±0,0048% 90,25% 90,66±0,01% 90,00±0,01%

Sólidos totais 10 °Brix 8 °Brix - 8,17±0,05 °Brix

Açúcares redutores totais 7,41 ±0,2160% - 3,71±0,17% -

Fibra detergente neutra 1,76±0,1563% - - -

Fibras totais - 3,38% 1,00±0,05% 2%

Cinzas 0,71±0,0085% 0,86% 0,66±0,04% 0,82±0,01%

Lipídeos 0,041±0,0070% 0,15% 0,04±0,01% 0,34±0,04%

Proteínas 1,002±0,03361% 2,5% 2,36² 4,20±0,01%

Carboidratos totais 7,59%¹ - 5,27%±0,41 2,68±0,01%

pH 3,5 3,72 3,54 3,95

¹calculado por: 100 – (proteínas + cinzas + umidade + fibras detergentes neutras + lipídeos)

²calculado por: 100 – (umidade + lipídeos + cinzas + carboidratos totais + fibras dietéticas)

A figura 1 foi elaborada com o objetivo de comparar os resultados de

composição centesimal (fibras, cinzas, proteínas, lipídeos e carboidratos) dos

mesmos autores selecionados para a tabela 2 e colabora para o entendimento das

diferenças na composição do fruto entre eles.
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Figura 1- Dados centesimais da tabela 1, em base seca.

4.3 Análise das atividades enzimáticas
A tabela 3 representa a atividade enzimática de cada uma das quatro

enzimas estudadas. A atividade das enzimas amilase e celulase foi inexistente, já

xilanases apresentaram pequena atividade. Além disso os valores das atividades de

proteases são comparáveis com dados de Giongo (2006), que analisou proteases de

bactérias do gênero Bacillus sp.

Tabela 3: Resultados das atividades enzimáticas. Representada como Dados ± Desvio padrão,

quando disponível.

Enzimas Resultados obtidos (U/mL)

Amilase 0

Celulase 0

Xilanase 3,35±0,8912

Protease 685,93± 9,7912
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4.4 Análise da inibição de microrganismos:
A análise de microrganismos utilizou 5% (volume de extrato por volume de

meio) do extrato diluído no meio de cultura. Foi ausente a inibição para todos os

microrganismos, como representado na tabela 4.

Tabela 4: Relatório da inibição de microrganismos na concentração de 5% (m/m, base úmida) do

extrato no meio de cultura.

Microrganismo Inibição

Rhodotorula mucilaginosa Ausente

Saccharomyces cerevisiae Ausente

Lactobacillus fermentum Ausente

Salmonella enterica thiphymurium Ausente

E. coli Ausente
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5 DISCUSSÃO
Os dados da tabela 1 indicam que uma pequena parte do fruto foi retida

durante o processo de filtração, resultando em uma massa final pós filtração de

76,43% da massa inicial.

O extrato é majoritariamente água compondo aproximadamente 88,89% de

toda a massa adquirida. O nível de sólidos solúveis totais de 10° Brix é justificado

pela alta presença de carboidratos (7,59%) e açúcares redutores totais (7,41%).

Além disso, o extrato apresenta bom teor de fibras detergentes neutras, com 1,76%

e níveis de cinzas (0,71%), lipídeos (0,041%) e proteínas (1,002%) relativamente

baixos, como serão analisados na tabela 2.

Levando em conta a tabela 2 de comparação dos resultados físico-químicos e

bioquímicos se observa que a umidade está de acordo com o observado nos

trabalhos de Chunhieng (2003), Faria (2014) e Nascimento (2018), estando ao redor

de 90%.

Os sólidos totais apresentaram aumento de 2 °Brix em relação aos estudos

de Chunhieng (2003) e Nascimento (2018), indo de 8 à 10. Este teor é comumente

utilizado como uma maneira de medir indiretamente açúcares, mesmo que seu

resultado não seja preciso uma vez que pode haver interferência causada por outros

sólidos solúveis. Hoehn (2003) vincula a presença de maiores níveis de sólidos

totais à um sabor mais agradável.

Quando comparado, o extrato da polpa do fruto possui um alto valor de

açúcares redutores totais, sendo observado aproximadamente o dobro do observado

por Faria (2014). Estes açúcares, segundo Walker (2016) são importantes

ferramentas em processos fermentativos, agindo como fonte de carbono aos

microrganismos.

O extrato do fruto da M. citrifolia L. valor de fibras detergentes neutras

intermediários entre os quatro autores, sendo menor apenas que Chunhieng (2003),

segundo Lutz (1985) esta composição é de grande importância para a saúde do

sistema digestório contribuindo com o trânsito, absorção e digestão dos nutrientes

presentes no alimento.

A análise de cinzas engloba o peso relativo da amostra após incineração à

550 °C e é utilizada para aproximar a presença de material inorgânico na amostra,

segundo Lutz (1985). Os trabalhos de Chunhieng (2003), Faria (2014) e Nascimento
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(2018) comparados apresentam uma faixa próxima de cinzas, sendo a média entre

eles de 0,76±0.093%.

O fruto apresentou níveis de lipídeos semelhantes aos de Faria (2014), com

0,041±0,0070 e 0,04±0,01%, respectivamente. Já Chunhieng (2003) obteve 0,15% e

Nascimento (2018), 0,34%, demonstrando uma alta variação deste analito entre os

experimentos.

Quando comparados os resultados de proteínas, este estudo demonstrou o

menor nível entre os quatro autores, com 1,002%, sendo seguido por Faria (2014)

2,36%, Chunhieng (2003) com 2,5% e Nascimento (2018), que obteve o maior valor,

com 4,20%.

Os cálculos de carboidratos totais variam entre os autores, porém foi

encontrado o maior valor entre eles, com 7,59% de carboidratos, que estão em um

nível um pouco superior ao de Faria (2014), porém se mostram maiores que

Nascimento (2018) que encontrou 2,68%.

O pH encontrado pelos autores se mantém na faixa (3,5-3,95), o que sugere

que o fruto seja levemente ácido.

Analisando a figura 1 se verifica alta variação entre as composições

centesimais obtidas pelos autores com alta variação nas composições de

carboidratos, fibras e proteínas entre si. Já cinzas e lipídeos se mostraram

relativamente constantes entre os estudos.

A tabela 3 representa as atividades das enzimas amilases, celulases,

xilanases e proteases. Tanto as amilases quanto as celulases apresentaram

resultados nulos, o que sugere que não estejam presentes neste fruto. A atividade

das xilanases se mostrou baixa, com média de 3,35 U/mL. Além disso as proteases

do fruto apresentaram um resultado considerável com média de 685,93 U/mL.

A análise da tabela 4 permite observar a ausência de inibição nos

microrganismos propostos, à concentração proposta do extrato do fruto da M.

citrifolia L. de 5%. Entretanto Sunder (2011) testou a inibição do extrato de diferentes

partes do fruto em microrganismos que incluíram Salmonella spp. e E. coli, pelo

método de difusão de disco e encontraram que extratos do fruto em metanol,

clorofórmio e acetona inibiram, em média 69,5% do controle positivo (antibiótico).

Assim, se observa que extrações com metanol, clorofórmio e acetona podem

concentrar compostos de interesse.
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6 CONCLUSÃO
O extrato obtido da polpa do fruto da M. citrifolia L. neste estudo apresentou

altos níveis de açúcares redutores, portanto pode ser aplicado como fonte de

carbono para diferentes tipos de fermentações. A ausência de atividades

enzimáticas celulolíticas e amilolíticas no extrato foi observada, enquanto houve

baixa atividade xilanolítica. Já a atividade proteolítica se mostrou promissora, sendo

comparada a algumas culturas bacterianas. O extrato do fruto da M. citrifolia L. na

concentração de 5% (v/v) foi incapaz de inibir o crescimento de Rhodotorula

mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus fermentum, Salmonella

enterica thiphymurium e Escherichia coli, portanto não confirmando as propriedades

antibacterianas e/ou antifúngicas esperadas.
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