UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

ELAINE CRISTINA PEREIRA

CARACTERIZACAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA PECTINA

DO NONI (Morinda citrifolia L.) NATIVA E SULFATADA

FORTALEZA
2015



ELAINE CRISTINA PEREIRA

CARACTERIZACAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA PECTINA
DO NONI (Morinda citrifolia L.) NATIVA E SULFATADA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, da Universidade Federal do Ceara,
como requisito parcial para obtencdo do Titulo
de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Area de concentracdo: Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Evénia Altina
Teixeira de Figueiredo.
Coorientadora: Profa. Dra. N&gila Maria
Pontes Silva Ricardo.

FORTALEZA
2015



Diados Internacionais de Catalogagso na Publicagso
Universidade Faderal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada antomaticaments pelo madulo Catalog, mediante o dados fornecidos pelofa) autor(a)

P40c

Persirs. Elsine Cristi
Caracterizagio quimica e atividade antibacteriana da pectina do noni (Morinda citrifolia L.) netiva e
sulfatada / Elaine Cristina Pereira. — 2015,

82 f :il color.

Dissertagio (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncizs Agrarias, Programa de
Pus—Gmdna;auanCmeTecmlﬂga{hAhmmm, Fortalera, 2015.

Orientaco: Profa. Dra. Evinia Altina Teixeira de Figneiredas.

Coorientacan: Profa.Dm.Nl,g:llaMamPuntESl]lem&u

1. Pectina. 2. Modificacio de polissacaridecs. 3. Sulfatacio. 4. Bactérias patogénicas. I Timlo.
CDD 664




ELAINE CRISTINA PEREIRA

CARACTERIZACAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA PECTINA
DO NONI (Morinda citrifolia L.) NATIVA E SULFATADA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, da Universidade Federal do Ceara,
como requisito parcial para obten¢do do Titulo
de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Area de concentracdo: Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Aprovada em: 24/ C8/ 204S.

BANCA EXAMINADORA

ProfarDra. Evénia Altina Teixeira de Figueiredo (Orientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

el 14 P. 5. @,’aaw@/

Profaﬂ /Ndgila Maria Pontes Silva Ricardo (Coorientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

ISiorwio

Pesquisadora Dra. Ana Paula Dionisio

Embrapa Agroindustria Tropical

\Téf\n\h\\n‘ ;é\ m\\\\\nr ol

Pesquisadora Dra. Terezinha Feitosa Machado

Embrapa Agroindustria Tropical

i Yo § b,

Profa Dlé Larissa Mm ais RQ@ITO da Silva
Universidade Estacio de Sa (FIC)




A Deus, minha fonte inesgotavel de forca e
sabedoria.

Ao0s meus pais, Maria Osimar Pereira e Pedro
Pereira (in memoriam), que sempre me

apoiaram e incentivaram.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus, por conceder-me essa oportunidade de concretizar mais
um sonho e por fortalecer-me nos momentos dificeis, ndo deixando eu desistir;

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo
apoio financeiro através da concessao da bolsa de auxilio, viabilizando essa pesquisa;

A Profa. Dra. Evania Altina Teixeira de Figueiredo, pela orientacdo, amizade e
confianca em meu trabalho, sempre me recebendo com suas palavras de apoio e de esperanca;

A Profa. Dra. Négila Maria Pontes Silva Ricardo, pela coorientacio e ajuda neste
desafio. Agradeco também por receber-me com muito carinho em sua equipe de pesquisa,
sinto-me como parte integrante da familia LabPIM (Laboratério de Polimeros e Inovacdo de
Materiais)/UFC;

Aos membros participantes da banca examinadora, Dra. Ana Paula Dionisio, Dra.
Terezinha Feitosa Machado e Dra. Larissa Morais Ribeiro da Silva, pela disponibilidade e
pelas valiosas contribuicdes;

A Profa. Dra. Silvia Maria de Freitas, do Departamento de Estatistica e
Matematica Aplicada (DEMA)/UFC, por sua preciosa ajuda na andlise estatistica. Muito
obrigada, pois mesmo estando muito ocupada ndo me negou 0 Seu apoio;

A minha familia, meu alicerce, por todo apoio que sempre me concederam. Sem a
ajuda de vocés, eu ndo teria chegado até aqui. Em especial, aos meus pais, Maria Osimar
Pereira e Pedro Pereira (in memoriam), e a minha irmd, Celi Pereira, pois sei 0 quanto lutaram
e 0 que enfrentaram para que hoje eu pudesse desfrutar de mais uma vitoria, fruto de tantos
esforcos;

Ao meu querido namorado, Ronnier Bezerra da Silva, pelo seu amor e paciéncia.
Obrigada por compreender-me e estar ao meu lado em todos 0s momentos;

Aos professores que compdem o corpo docente do Departamento de Tecnologia
de Alimentos (DETAL)/UFC, pelos ensinamentos concedidos e por contribuirem com minha
formacdo profissional. Agradeco também a todos os funcionérios que fazem parte do
Departamento, pela amizade e ajuda em varios momentos;

A equipe do Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LMA), do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DETAL)/UFC: Gisani Souza, Danielly Bandeira,
Ana Célia, Kéatia Aragdo, Carolline Brito e Anne Brito, por tudo o que fizeram por mim e por
estarem sempre dispostas a ajudar-me. Em especial, a Flayanna Dias, por todo auxilio

prestado e conhecimento transmitido;



Aos membros do Laboratério de Polimeros e Inovacdo de Materiais (LabPIM), do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica/UFC, por receberem-me com tanto afeto e
amizade, especialmente, a equipe de polimeros: Denilton Garcia, Arcelina Pacheco, Carolina
Barbosa e André Sousa;

A Arcelina Pacheco, pela ajuda na realizacio da analise de reologia e por todas as
sugestdes concedidas;

Ao Igor Marques, pelo auxilio na analise de cromatografia de permeacdo em gel;

As técnicas Terezinha (Laboratério de Analise Térmica) e Elis (Laboratorio de
Bioinorgénica), do Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica/UFC, por possibilitarem
a realizacao das analises térmicas e de espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho;

Aos professores Dr. Rinaldo Aradjo e Dr. Danilo Queiroz, do Laboratorio de
Tecnologia Quimica do Instituto Federal do Ceara (IFCE), por possibilitarem a realizacdo da
andlise do potencial zeta;

Ao Laboratério de Processamento de Frutos, do Departamento de Tecnologia de
Alimentos/UFC, por viabilizar a liofilizacdo do meu material e a analise de proteina;

A Cristina Lima e ao Bruno Sousa, do Laborat6rio de Processamento de Frutos,
pelo auxilio que me forneceram em varios momentos;

Aos integrantes do Laboratorio de Produtos Naturais, do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica/UFC, por diversas vezes concederem um espago para que eu
pudesse liofilizar meu material de estudo;

Aos meus queridos amigos, companheiros de tantos momentos, por fazerem parte
da minha vida e por acreditarem em mim. Em especial, & Priscilla Gois, Priscila Duarte, Alice
Ramos, Yana Albuquerque, Jailson Rodrigues, Airis Melo e Camila Peixoto, pela amizade e
pelo apoio fornecido;

Enfim, a todos que contribuiram de forma direta ou indireta com a realizacdo

deste trabalho, mesmo que apenas com palavras de apoio e de esperanca, muito obrigada!



“Existem muitas hipoteses em ciéncia que
estdo erradas. Isso € perfeitamente aceitavel,
elas sdo a abertura para achar as que estdo

certas.” (Carl Sagan)



RESUMO

O noni (Morinda citrifolia L.) é um arbusto nativo do sudeste da Asia, adaptado a ambientes
secos e adversos, cujo fruto demonstra ser uma fonte de pectina em potencial. A pectina é um
heteropolissacarideo presente nos vegetais, muito utilizada pelas industrias de alimentos como
agente gelificante, emulsificante, estabilizante e espessante. Apresenta diversas propriedades
bioldgicas, como acdo antibacteriana, que pode ser potencializada pela sulfatacdo. A
sulfatacdo caracteriza-se pela introducdo do grupo sulfato a molécula organica, com o
proposito de potencializar ou desenvolver novas propriedades funcionais. Diante disto, a fim
de fornecer mais uma opcao em fonte de pectina e explorar mais das potencialidades do noni,
esta pesquisa objetivou realizar a caracterizacdo quimica e avaliar a atividade antibacteriana
da pectina do noni antes e apds o processo de sulfatacdo. O polimero foi extraido a pH 4,0, a
partir da polpa do noni maduro, com oxalato de aménio 0,25%/acido oxalico. O derivado
sulfatado foi produzido pelo método do &cido clorossulfonico-piridina. As pectinas nativa e
sulfatada foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho, analises térmicas, analise
elementar, cromatografia de permeacdo em gel, quantificacdo de proteinas e quanto ao
comportamento reoldgico e potencial zeta. A atividade antibacteriana foi avaliada contra
bactérias Gram positivas (Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus) e Gram negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Enteritidis), através de um teste de
microdiluicdo em caldo (2 a 10 mg/mL). A pectina do noni apresentou coloracdo levemente
amarelada, baixo grau de esterificacdo (38,34%) e alta massa molar (222,82 kg/mol). A
sulfatacdo foi satisfatdria, sendo confirmada por espectroscopia no infravermelho (bandas em
829 e 1247 cm™ associadas aos grupos sulfato) e analise elementar (%Enxofre: 12,51). Essa
modificacdo ocasionou alteragdes nas propriedades da pectina, como: aumento da estabilidade
térmica e do carater eletronegativo; reducdo da massa molar e da viscosidade. As pectinas
nativa e sulfatada exibiram acdo antibacteriana, sendo o polimero nativo mais efetivo,
produzindo inibi¢cbes em torno de 80 e 83% frente a E. coli e P. aeruginosa, respectivamente,
a 10 mg/mL. A pectina sulfatada demonstrou menor acdo, com os maiores indices de inibigdo
obtidos, a 10 mg/mL, para L. monocytogenes (26,45%), S. aureus (26,25%) e P. aeruginosa
(28,39%). Conclui-se que o fruto do noni & uma fonte potencial de pectina, apresentando
rendimentos compativeis a fontes industriais (~15%). A sulfatacdo afetou negativamente a

acdo antibacteriana da pectina, ocasionando perdas em sua atividade inibitoria.

Palavras-chave: Pectina. Modificacdo de polissacarideos. Sulfatacdo. Bactérias patogénicas.



ABSTRACT

The noni (Morinda citrifolia L.) is a native shrub Southeast Asia, adapted to dry and harsh
environments. Its fruit proves to be a potential source of pectin. Pectin is a
heteropolysaccharide present in vegetables, widely used by the food industry as a gelling
agent, emulsifier, stabilizer and thickener. It has several biological properties, such as
antibacterial activity, which can be enhanced by sulfation. The sulfation is characterized by
the introduction of the sulfate group to the organic molecule, in order to enhance or develop
new functional properties. In view of this, in order to provide another option in source of
pectin and explore more the noni's potential, this research aimed to carry out the chemical
characterization and evaluate the antibacterial activity noni pectin before and after the
sulfation process. The polymer was extracted at pH 4.0 from pulp of mature noni with 0.25%
ammonium oxalate/oxalic acid. The sulphated derivative was produced by the method of
pyridine-chlorosulfonic acid. The native and sulfated pectins were characterized by infrared
spectroscopy, thermal analysis, elemental analysis, gel permeation chromatography,
guantification of protein and as to the rheological behavior and zeta potential. The
antibacterial activity was evaluated against Gram positive bacteria (Listeria monocytogenes
and Staphylococcus aureus) and Gram negative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Salmonella Enteritidis) by a microdilution broth assay (2 to 10 mg/mL). Pectin noni
showed slightly yellowish color, low degree of esterification (38.34%) and high molar mass
(222.82 kg/mol). The sulfation was satisfactory, being confirmed by infrared spectroscopy
(bands at 829 and 1247 cm™ associated with the sulfate groups) and elemental analysis
(%Sulphur: 12.51). This modification resulted in changes in the properties of pectin, such as
increase of thermal stability and electronegative character; reduction of the molecular weight
and viscosity. The native and sulfated pectins exhibited antibacterial action. The native
polymer was more effective and produced inhibitions around 80 and 83% compared to E. coli
and P. aeruginosa, respectively, to 10 mg/mL. The sulfated pectin showed lowest activity,
with higher inhibition rates obtained at 10 mg/mL for L. monocytogenes (26.45%), S. aureus
(26.25%) and P. aeruginosa (28.39%). We conclude that the fruit of noni is a potential source
of pectin, with yields similar to industrial sources (~15%). The sulfation negatively affected

the antibacterial action of pectin, causing losses in its inhibitory activity.

Keywords: Pectin. Modification of polysaccharides. Sulfation. Pathogenics bacterias.
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1 INTRODUCAO

Grandes desafios tém surgido, nas Ultimas décadas, para os setores produtores de
alimentos e autoridades mundiais de seguranca alimentar, devido a globalizacdo do comércio
e a descentralizacdo da producdo de alimentos. Estes dois fatos tém contribuido para o
aumento dos riscos de disseminacdo de patdgenos por todo o mundo e, consequentemente,
com o crescente nimero de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) (APPENDINI;
HOTCHKISS, 2002; FAO; WHO, 2013).

Para prolongar a vida Util e garantir a qualidade e seguranca microbioldgica dos
alimentos produzidos, o emprego de tecnologias de conservacdo torna-se indispensavel.
Porém, existem produtos sensiveis aos tratamentos fisicos, como a aplica¢do do calor (uma
das tecnologias mais empregadas), que podem sofrer alteracdes indesejaveis, comprometendo
sua aceitabilidade. Devido a isto, em alguns alimentos, faz-se necessaria a utilizacdo de
agentes antimicrobianos, isoladamente ou em associa¢do com outros métodos menos drasticos
(GAVA; SILVA; FRIAS, 2008; LEISTNER, 2000).

Nesse contexto, tem-se buscado e cada vez mais estudado substancias
antimicrobianas naturais alternativas as sintéticas, que sejam seguras, renovaveis e de facil
obtengdo, visando manter as caracteristicas naturais dos alimentos, além de proporcionar uma
vida util aceitavel JUNEJA; DWIVEDI; YAN, 2012).

Morinda citrifolia L., popularmente conhecida como noni, € um arbusto nativo do
sudeste da Asia, que se desenvolve em regides tropicais e subtropicais, estando presente em
diversas partes do mundo. No Brasil, o seu cultivo ainda é recente e realizado de forma
empirica por pessoas que trouxeram sementes do Caribe e da Polinésia (SILVA et al., 2009;
SOUSA et al., 2010). Essa frutifera estd associada a muitos beneficios a saude, sendo
utilizada ha mais de 2.000 anos pelos polinésios como uma planta medicinal, por apresentar
propriedades bioldgicas como acdo anti-inflamatéria, antitumoral, antioxidante, antiviral,
antiparasitaria e antibacteriana, dentre outras (BROWN, 2012; DENG; WEST; JENSEN,
2010).

O fruto do noni é composto, principalmente, por dgua (90%), sélidos sollveis,
fibras alimentares e proteinas, sendo os carboidratos 0 maior componente da matéria seca
(CHAN-BLANCO et al., 2006; CORREIA et al., 2011). De acordo com Bui, Bacic e
Pettolino (2006), o contetdo de carboidratos do fruto é composto por 67% de substancias

pécticas, constituindo-se, portanto, em uma fonte de pectina em potencial.
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A pectina é um heteropolissacarideo presente na parede celular dos vegetais
superiores, sendo abundante na natureza. Trata-se de uma matéria-prima renovavel e
amplamente utilizada pelas industrias de alimentos como um aditivo alimentar natural
(YEOH; SHI; LANGRISH, 2008). Alguns estudos tém demonstrado suas propriedades
bioldgicas, como o seu efeito antibacteriano (BAE et al., 2009; FAN et al., 2012; JINDAL et
al., 2013a), sendo esta propriedade da pectina ainda pouco investigada.

A extracdo desse polimero pode ser realizada empregando agentes quimicos,
como agua e tampdes, agentes quelantes de ions célcio, acidos ou bases. Cada tipo de
extracdo podera produzir alteracGes estruturais diferentes no polissacarideo, sendo a extragdo
acida a mais empregada pelas industrias, por fornecer maior rendimento e preservar a cadeia
principal de acidos galacturénicos (YAPO, 2009a).

Uma forma de alterar as propriedades do polimero péctico é realizando o processo
de sulfatacdo, que se caracteriza pela adi¢cdo de grupos sulfato a molécula, carregando-a
negativamente. Essa modificacdo quimica tem despertado crescente interesse em pesquisas
com polissacarideos devido a possibilidade de aprimorar suas propriedades bioldgicas (BAE
et al., 2009).

Embora exista um grande nimero de pesquisas publicadas envolvendo a extracdo
e caracterizacdo de pectinas provenientes de diversas fontes alternativas, além de varios dados
sobre a sulfatacdo de polissacarideos, ainda ndo ha relatos, na literatura, sobre estudos com a
extracdo e sulfatacdo de pectina do noni. Neste sentido, a fim de contribuir com mais
informacBes acerca das potencialidades do noni e fornecer mais uma opc¢do em fonte de
pectina, esta pesquisa objetivou realizar a caracterizacdo quimica e avaliar a atividade
antibacteriana da pectina do noni antes e apds o processo de sulfatagdo.

Os resultados deste estudo podem vir a possibilitar uma nova forma de exploracédo
do fruto noni no Brasil, além do seu emprego em alimentos, embalagens antimicrobianas ou
comestiveis e na area farmacéutica, ap6s comprovacao efetiva de sua seguranca de uso. A
vantagem de se utilizar o noni como fonte de pectina é que este fruto é facilmente cultivado

no Brasil, sendo adaptado a ambientes secos e adversos como no Nordeste Brasileiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo quimica e avaliar a atividade antibacteriana da pectina
do noni antes e apo6s o processo de sulfatacao.

2.2 Objetivos especificos

a) Extrair, isolar e purificar a pectina da polpa do noni;

b) Realizar a modificacdo quimica da pectina pelo processo de sulfatacéo;

c) Caracterizar a pectina do noni nativa e sulfatada por espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho, andlises térmicas, cromatografia de
permeacdo em gel, andlise elementar, quantificacdo de proteinas e quanto ao
comportamento reoldgico e potencial zeta;

d) Avaliar a atividade antibacteriana in vitro da pectina do noni nativa e sulfatada
contra bactérias Gram positivas (Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus) e Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e

Salmonella Enteritidis).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Noni (Morinda citrifolia L.)

A espécie Morinda citrifolia L., popularmente conhecida por noni, € um arbusto
perene nativo do sudeste da Asia que se difundiu para a Australia, Havai, llhas da Polinésia
Francesa e outras areas tropicais, possivelmente, através da dispersao das sementes em agua
ou sendo transportado pelos primeiros imigrantes ou voyagers (DENG; WEST; JENSEN,
2010).

Atualmente, o noni é encontrado em varias partes do mundo: regiGes tropicais da
Africa, Caribe, Australia, China, Malésia, Indonésia e india (LUBECK; HANNES, 2001). No
Brasil, a tentativa de cultivo ainda é recente e realizada de forma empirica por pessoas que
trouxeram sementes do Caribe e da Polinésia, sendo relatada nos estados do Acre, Séo Paulo,
Minas Gerais, Pard, Sergipe, Ceara, dentre outros (SILVA et al., 2009; SOUSA et al., 2010).

A classificagdo botanica do noni é a seguinte (MULLER, 2007):

¢ Reino: Plantae

¢ Divisdo: Magnoliophyta

e Classe: Magnoliopsida

e Ordem: Gentianales

e Familia: Rubiaceae

e Género: Morinda

e Espécie: Morinda citrifolia

¢ Nome cientifico: Morinda citrifolia L.

Essa frutifera pertence a familia Rubiaceae e seu género consiste de 80 espécies
que crescem em areas tropicais e subtropicais de diversos paises, principalmente, nas regides
costeiras até 400 m de altitude (BROWN, 2012; WANG et al., 2002). E tolerante a solos
salinos e condi¢des de seca, desenvolve-se em terras arenosas e em solos pouco profundos e
rochosos, caracterizando-se por ser um arbusto bastante resistente a estresses bidticos e
abioticos (NUNES et al., 2009; SOUSA et al., 2010).

A planta do noni possui folhas grandes, perenes, elipticas e de coloragdo verde
escura, e pode atingir uma altura de 3 a 6 m (FIGURA 1A, 1B). Suas flores s@o pequenas e
brancas, e seus frutos s&o ovais (3-10 cm de comprimento e 3-6 cm de largura), apresentando
superficie irregular, grumosa e coberta de sec¢des com formatos poligonais castanhos

(FIGURA 1B, 2). Os frutos comecam a ser produzidos, aproximadamente, com um ano de
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cultivo (considerada uma espécie precoce), sendo a producdo constante e durante todo o ano.
Podem pesar até 800 g e sua cor varia de verde a amarelo ou branco opalescente, quando
maduros (FIGURA 2). O odor e o sabor do fruto translicido — excessivamente maduro — nao
sdo agradaveis, lembrando o sabor de queijo maturado (BROWN, 2012; CORREIA et al.,
2011; SOUSA et al., 2010; XANGALI, 2006).

- Figura 1 — Planta de noni: arbusto jovem (A); folhas, flores e frutos (B).

Fonte: Sousa et al. (2010).
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Ha mais de 2.000 anos, 0 noni tem sido usado pelos habitantes da Polinésia para a
melhoria de vérios problemas de salde, tais como cancer, infeccéo, artrite, diabetes, asma e
dores (WANG et al., 2002). E considerado uma planta medicinal popular e, praticamente,
todas as suas partes sdo utilizadas, sendo atribuidas a cada uma delas propriedades medicinais
distintas, como descrito a seguir: a casca, com propriedade adstringente, é utilizada no
tratamento da malaria; as folhas sdo empregadas como analgésico e para inflamacdes
externas; as flores sdo usadas no tratamento de inflamacGes oculares; o extrato das raizes
diminui a pressdo sanguinea; as sementes atuam como laxante; e os frutos, que possuem
ampla utilizacdo, sdo empregados como antibacteriano, analgésico, anticongestivo,
antioxidante, expectorante, anti-inflamatorio, adstringente, emoliente, emenagogo, laxativo,
hipotensor, purificador do sangue, imunoestimulante e tonico (ELKINS, 1997).

Pesquisas cientificas tém verificado e relatado diversas propriedades bioldgicas
atribuidas ao noni, como: atividade antioxidante (CANUTO et al., 2010; COSTA et al., 2013;
DUSSOSSOQY et al., 2011; WANG, M. et al., 2009) e anti-inflamatéria (BASAR et al., 2010;
DUSSOSSOQY et al., 2011; NITTERANON et al., 2011); protetor do figado (WANG et al.,
2008) e imunomodulador (PALU et al., 2008); além de acdo antibacteriana (BHARDWAJ;
BALLAL; VELMURUGAN, 2012; TINTINO et al., 2015; WEST et al., 2012), antiviral
(KAMATA et al, 2006), antiparasitaria (BRITO et al, 2009) e antifungica
(JAINKITTIVONG; BUTSARAKAMRUHA; LANGLAIS, 2009; WEST et al., 2012). Uma
pequena atividade anticancer também foi observada em estudos anteriores, como verificado
por Brown (2012) em seu artigo de revisdo, mas necessita de maiores investigacdes a fim de
determinar o potencial e 0 componente ativo responsavel por essa propriedade.

Ja foram identificados mais de 100 metabodlitos (priméarios e sencundarios) nos
frutos do noni, com destaque para os flavonoides, lignanas, iridoides, cumarinas,
antraquinonas, polissacarideos, terpenoides, alcaloides, esterol e acidos graxos. Acredita-se
que os efeitos sinérgicos entre esses componentes podem ser 0s responsaveis pelos diversos
beneficios do fruto a saude, o que tém contribuido para a comercializagdo do suco de noni
como suplemento dietético e impulsionado o seu uso como produto medicinal (DENG et al.,
2007; DENG; WEST; JENSEN, 2010).

O fruto do noni contém cerca de 90% de agua e 0s principais componentes da
matéria seca sdo solidos sollveis, fibras alimentares e proteinas, predominando o0s
carboidratos (CHAN-BLANCO et al.,, 2006; CORREIA et al.,, 2011). Os principais

aminoéacidos encontrados nesse fruto sdo o &cido aspartico, acido glutamico e isoleucina
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(CHUNHIENG, 2003). Também possui um elevado teor de minerais, destacando-se o
potassio, enxofre, célcio e fosforo, além de vitaminas como o &cido ascorbico e provitamina
A. Estudos tém verificado a presenca de aproximadamente 50 compostos volateis no fruto
maduro, incluindo &cidos organicos, alcoois, ésteres, cetonas e lactonas (CHAN-BLANCO et
al., 2006). Os acidos orgéanicos, principalmente, os acidos hexanoico e octanoico, representam
mais de 70% dos componentes volateis ja identificados, sendo os responsaveis pelo aroma
caracteristico do noni (CHAN-BLANCO et al., 2007; PINO et al., 2010).

O primeiro produto do noni, 0 Suco Tahitian Noni®, foi lancado em 1996 pela
empresa norte-americana Tahitian Noni International® (TNI) e, desde entdo, o seu comércio
tem-se estendido e alcancado diversos paises. A qualidade dos produtos do noni pode ser
bastante varidvel, sofrendo influéncia das diferentes condi¢cdes geograficas em que o fruto é
produzido (solo, luz solar, chuva e ar) e de fatores pds-desenvolvimento (colheita,
armazenamento, transporte, processos de fabricacdo, etc.), o que traz duvidas sobre a
consisténcia dos seus perfis fitoquimicos, quando provenientes de diferentes areas (DENG;
WEST; JENSEN, 2010). Além disso, existem muitas marcas ilegais no mercado, dificultando
o controle de qualidade desses produtos (WESTENDOREF et al., 2007).

Apesar da auséncia de dados recentes, algumas informac@es sobre o consumo e o
comércio de produtos do noni foram obtidas na literatura disponivel. De acordo com os dados
reportados na literatura, o suco de noni é muito utilizado em paises tropicais, como Taiti,
Havai e ilhas do Caribe, e tornou-se um suplemento alimentar bastante consumido nos EUA,
Japdo e parte da Europa (SU et al., 2005). A industria do noni cresceu consideravelmente nas
ultimas décadas, principalmente, ap6s aprovacdo e registro do suco de noni como um “novo
alimento”, atoxico e saudavel, pela Unido Europeia em 2003. Os maiores mercados de
produtos do noni sdo0 América do Norte, Europa, Japdo, México, Asia e Australia, estando o
mercado mundial estimado em US$ 400 milhdes (MACPHERSON et al., 2007).

O produto do noni fornecido pela empresa TNI é uma mistura de sucos de frutas,
composto por 89% de suco de noni (Morinda citrifolia L.) e 11% de suco concentrado de uva
e mirtilo. Os aspectos de seguranca desse produto para a salide do consumidor foram
avaliados pelo Scientific Committee on Food (SCF), da Comisséo Europeia, o qual concluiu
gue o0 suco é aceitavel na quantidade sugerida de 30 mL/dia. Esta conclusao teve como base
os resultados de estudos laboratoriais em animais, de toxicidade subaguda e subcronica,
genotoxicidade e alergenicidade, que demonstraram ndo haver indicios de efeitos nocivos

decorrentes do consumo do suco de noni. O SCF também levou em consideragdo o fato de
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que o noni tem sido comercializado por varios anos em diversos paises, com poucos relatos de
reagcOes adversas, como efeitos hepatotdxicos em um numero limitado de individuos (SCF,
2002). Com isso, em 2003, o produto foi aprovado para uso como novo ingrediente alimentar
pela Unido Europeia.

Em 2005, a Comissdo Europeia foi informada pela Autoridade Competente
Austriaca sobre novos casos de efeitos adversos relacionados ao consumo do suco de noni.
Como essas informacfes poderiam impactar na decisdo sobre a seguranca desse produto, a
Comissdo decidiu solicitar o parecer da European Food Safety Authority (EFSA). A EFSA
concordou com o parecer emitido, anteriormente, pelo SCF (2002), e concluiu, de acordo com
as informac6es toxicoldgicas disponiveis e com o historico de consumo, ser improvavel que o
consumo do suco de noni, nos niveis observados, produza efeitos adversos ao figado humano.
De acordo com a EFSA, ndo ha evidéncias convincentes que relacionem os casos de hepatite
aguda ao consumo do suco de noni (EFSA, 2006).

No Brasil, 0 mercado do noni apresentava-se em expansao, movimentando cerca
de US$ 1,3 milhdes/més (MELAMET, 2005). Encontrava-se entre 0os maiores mercados da
Tahitian Noni Int.® no mundo, porém, o comércio de seus produtos foi proibido, pois o suco
de noni estava entrando no pais como suplemento alimentar, sem qualquer controle ou
registro nos 6rgdos competentes, chegando a ser comercializado com fins terapéuticos
(CORREIA, 2010).

Por ndo haver histérico de consumo desse fruto no Brasil e por existir
controvérsias acerca de sua seguranca, havendo alguns relatos de hepatotoxicidade associados
ao seu consumo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a
comercializacdo de produtos contendo o suco de noni, alegando a falta de estudos
toxicoldgicos sistematicos em humanos. Entdo, desde 2007, estd proibida a comercializacdo
de tais produtos até que o0s requisitos legais de seguranca de uso e registro sejam atendidos
(ANVISA, 2007), o que levou a empresa norte-americana a encerrar suas atividades no pais
em 2009.

Apesar da proibicdo no Brasil, ha um mercado de produtos do noni j& consolidado
em outros paises. O que também nado se pode negar é o potencial desse fruto que € rico em
diversos nutrientes e apresenta propriedades benéficas ja& comprovadas cientificamente.

A polpa do noni cultivado no estado do Ceara tem demonstrado um baixo teor de
proteina e lipideo, com predominio dos carboidratos (6,32%), sendo a pectina o polissacarideo

presente em maior quantidade (CORREIA et al., 2011). Segundo Bui, Bacic e Pettolino
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(2006), o fruto possui 67% de substancias pécticas no conteddo de carboidratos totais,
portanto, demonstra ser uma potencial fonte alternativa de pectina, o0 que desperta o interesse
nessa espécie, a fim de explorar suas potencialidades. Além disso, é uma frutifera bastante
resistente, sobrevivendo em ambientes secos e adversos, adaptando-se facilmente ao clima do
Nordeste Brasileiro. Outro fator que contribui para o interesse no desenvolvimento de novos
estudos com o noni € a existéncia de poucas informacdes disponiveis e pesquisas realizadas

no Brasil envolvendo esse fruto.

3.2 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo os carboidratos mais abundantes na natureza. S&o
polimeros de média a alta massa molecular, que diferem entre si nas unidades monomeéricas e
no tipo de ligacdo que os unem, no comprimento e grau de ramificacdo das cadeias
(NELSON; COX, 2008). Dependendo das fontes de obtencéo, suas cadeias podem ser neutras
ou carregadas (PINHEIRO et al., 2010).

Essas macromoléculas desempenham muitas fungdes, como o armazenamento
energético em bactérias, animais (glicogénio) e em plantas (amido), propriedades estruturais,
sendo constituintes das paredes celulares dos vegetais (celulose, pectina) ou do exoesqueleto
de animais (quitina), entre outras (NELSON; COX, 2008).

Dentre os polissacarideos disponiveis na natureza, destacam-se os sulfatados, que
tém atraido bastante interesse em pesquisas, devido a suas diversas propriedades bioldgicas
benéficas, como anticoagulante, anti-inflamatdria, antitumoral e antiviral (ZOU et al., 2008).
As algas sdo as principais fontes naturais desses polimeros, mas a maioria € obtido por
modificacdo quimica (JINDAL et al., 2013b; WIJESINGHE; JEON, 2012). Estudos revelam
que os polissacarideos que exibem atividades bioldgicas, quando sulfatados, podem ter suas
acOes potencializadas (XIAOFANG et al., 2010).

3.2.1 Pectina
O nome pectina tem origem do grego pectos que significa gelatinizado ou

solidificado. Esse polimero foi descoberto por Nicolas Louis Vauquelin em 1790, mas s6, em

1824, foi pela primeira vez caracterizado como composto de frutas com propriedades
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gelificantes, pelo quimico e farmacéutico francés Henri Braconnot (CANTERI et al., 2012;
DOSSIE GELIFICANTES, 2013).

A pectina é um heteropolissacarideo presente na parede celular primaria e nas
camadas intercelulares dos vegetais (lamela média). Encontra-se associada a polissacarideos
estruturais, como a celulose, contribuindo para a integridade dos tecidos e rigidez da parede
celular (ESPITIA et al., 2014; ORDONEZ et al., 2005; SANTOS et al., 2010). Os residuos
citricos (polpa e casca), 0 bagaco da maca e a polpa da beterraba acucareira (Beta vulgaris L.)
sdo as principais fontes de obtencdo industrial desse polimero, pois apresentam elevado teor
de substancias pécticas, como pode ser visto na Tabela 1 (ESPITIA et al., 2014; JINDAL et
al., 2013a; MAY, 1990; PECTINAS..., 2014).

Tabela 1 — Teor de substancias pécticas em alguns tecidos vegetais.
Substancias peécticas (%)

Fonte vegetal

Base umida Base seca
Maca 0,5-1,6 4,0-7,0
Bagaco de macé 1,5-2,5 15,0-20,0
Polpa de beterraba 1,0 15,0-20,0
Polpa de citricos 2,5-4,0 30,0-35,0
Cascas de laranjas 3,5-5,5 -
Tamarindo 1,71 -
Cenouras 0,2-0,5 10,0
Mamao papaia 0,66-1,0 -
Tomate - 3,0
Girassol - 25,0

Fonte: Adaptado de Pectinas..(2014).

O polimero péctico é constituido por uma cadeia principal linear de acidos D-
galacturdnicos (300-1.000 unidades) unidos, covalentemente, por ligagdes glicosidicas o
(1—4), possuindo a formula geral (CsHgOsg)nH20. Pode apresentar-se com variaveis graus de
metoxilacdo dos residuos de acidos carboxilicos e/ou &cidos poligalacturénicos amidados
(FIGURA 3) (ESPITIA et al., 2014; ROSENBOHM et al., 2003; WHITE; KATONA;
ZODDA, 1999; YEOH; SHI; LANGRISH, 2008).

A cadeia principal da pectina pode ser intercalada por unidades de a (1—2)-L-
ramnose, que servem de pontos de ligacdo para as cadeias laterais formadas por agucares

neutros, principalmente, D-galactose, L-arabinose e L-ramnose (SANTOS et al., 2010). De
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acordo com Yadav et al. (2009), a sua estrutura divide-se em duas regides, linear (smooth
region) e ramificada (hairy region), sendo constituida por trés polissacarideos estruturalmente
bem  caracterizados:  Homogalacturonano  (HGA), Ramnogalacturonano | e
Ramnogalacturonano Il (RG | e RG 11).

Figura 3 — Estrutura quimica do acido poligalacturénico (a) e estrutura
quimica representativa da pectina com seus grupos de repeticéo tipicos (b).
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Fonte: Adaptado de White, Katona e Zodda (1999).

Baseado no grau de esterificacdo dos acidos galacturbnicos com metanol, a
pectina é classificada como de alta metoxilacdo (High Methoxyl Pectin — HM) ou de baixa
metoxilacdo (Low Methoxyl Pectin — LM), como demonstrado na Figura 4 (ESPITIA et al.,
2014; JINDAL et al., 2013a; ORDONEZ et al., 2005). O grau de esterificacdo varia com a
fonte de obtencédo, idade e localizacdo no tecido da planta, com 0 método de extracao e o teor
de agUcares neutros (BARRERA et al., 2002).

As pectinas HM tém 50% ou mais dos seus grupos carboxilicos esterificados e
formam géis em meio acido (pH 2,0-3,5), na presenca de altas concentracbes de solidos
soluveis, geralmente, acima de 55% (SANTOS et al., 2010; YAPO et al., 2007a). Enquanto
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que as LM possuem menos de 50% dos seus grupos carboxilicos esterificados e gelificam em
uma ampla faixa de pH (2,0-6,0), na presenca de fons bivalentes, tais como o Calcio (Ca*?)
(YAPO et al., 2007a).

Figura 4 — Representacdo da estrutura quimica de pectinas com alto teor de
metoxilacdo — HM (a) e baixo teor de metoxilacdo — LM (b).
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Fonte: Tharanathan (2003).

Amplamente utilizada pelas industrias de alimentos, a pectina é um aditivo
alimentar natural com diversas propriedades funcionais, como capacidade gelificante,
emulsionante, espessante e estabilizante (KOUBALA et al.,, 2008b; YEOH; SHI;
LANGRISH, 2008). E autorizada para uso segundo as Boas Préticas de Fabricacdo (BPF),
apresentando ingestdo diaria aceitavel (IDA) ndo especificada e recebendo a designacdo de
geralmente reconhecido como seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA,
2013).

Esse polimero é empregado a fim de melhorar a aparéncia e a textura dos
alimentos, bem como contribuir para a liberagdo de flavor (BARRERA et al., 2002;
BASANTA et al., 2012; KOUBALA et al., 2008b; PARTOS, 2005). Participa da formulacéo
de diversos produtos, tais como: compotas e geléias, sucos de frutas, bebidas de frutas
concentradas, sobremesas, laticinios, peixes, produtos carneos, produtos de delicatessen e
produtos com baixo teor de aglcar (JINDAL et al., 2013a; MAY, 1990; WILLATS; KNOX;
MIKKELSEN, 2006). Também é possivel a sua aplicacdo em formulacGes de cosméticos e
produtos farmacéuticos (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006), na imobilizagdo de
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enzimas (GOMEZ et al., 2006) e na constituicdo de filmes comestiveis (ESPITIA et al.,
2014), recebendo grande interesse como fonte de fibras dietéticas sollveis.

Além das inumeras aplicacBes, esse polimero natural demonstra ter diversas
atividades bioldgicas, como: reducdo dos niveis de colesterol hepatico em cobaias
(FERNANDEZ et al., 1994; YAMADA, 1996 apud WILLATS; KNOX; MIKKELSEN,
2006), retardo no esvaziamento gastrico (SCHWARTZ et al., 1988), inducdo da apoptose de
células do cancer de célon (OLANO-MARTIN et al., 2003 apud BAE et al., 2009) e efeito
antibacteriano (BAE et al., 2009; FAN et al., 2012; JINDAL et al., 2013a).

As pesquisas ja realizadas com pectina, que estudaram seu efeito antibacteriano,
revelam sua acao contra importantes bactérias patogénicas de interesse para a saude publica.
Mas, as informacdes sobre o potencial dessa propriedade e 0 seu mecanismo de acdo ainda
sdo escassas. Embora existam inimeras pesquisas envolvendo esse polimero, ndo ha muitos
relatos sobre a avaliacdo dessa atividade bioldgica das pectinas.

Alguns autores tém verificado, em seus estudos, o efeito inibitorio de pectinas
frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas, através de ensaios in vitro. Jindal et al.
(2013a) relataram que a pectina de baixa metoxilacdo extraida do fruto de Aegle marmelos
apresentou efeito inibitdrio frente a Bacillus cereus e Escherichia coli proximo a 20 e 40%,
respectivamente, em uma concentracdo de 2 mg/mL. Bae et al. (2009) verificaram que a
pectina de alta metoxilacdo extraida de citrus e seu respectivo derivado sulfatado inibiram o
crescimento de B. cereus KACC 10001 e Vibrio fischeris KACC 11254, sendo a amostra
sulfatada mais eficaz, inibindo até 20 e 58% das bactérias citadas, respectivamente, a 2
mg/mL. Fan et al. (2012) observaram que a pectina comercial de alta metoxilagdo e seu
derivado de quaternario de aménio inibiram Staphylococcus aureus, E. coli e B. subtilis, com
a pectina quaternizada apresentando maior halo de inibicé&o.

Os dados reportados na literatura demonstram que essa substancia apresenta um
efeito inibitério mais expressivo contra bactérias Gram negativas. Anteriormente, Park, Choi
e Chang (1995 apud BAE et al., 2009) verificaram que a propriedade antibacteriana do
hidrolisado de pectina foi mais expressivo contra bactérias Gram negativas (E. coli ATCC
11229 e Acetobacter aceti) do que contra bactérias Gram positivas (S. aureus ATCC 6538 e
B. subtilis ATCC 6633).

Devido a essa versatilidade de aplicacGes e propriedades funcionais, a demanda
mundial por pectina tem apresentado um significativo aumento. De acordo com Partos (2005)

e Willats, Knox e Mikkelsen (2006), a demanda do mercado mundial é superior a 30 mil
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toneladas por ano e vem crescendo em torno de 4-5% ao ano, 0 que tem contribuido para a

procura por novas fontes de extracao.

3.2.1.1 Métodos de extracao da pectina

A extracdo da pectina é estudada devido a sua importancia comercial para a
indUstria de alimentos e farmacos, como também em cosméticos e revestimentos
biodegradaveis. O processo de extracdo ocorre em trés etapas basicas: extracdo aquosa,
precipitacio e isolamento (PAIVA; LIMA; PAIXAO, 2009).

Os métodos empregados para extrair esse polissacarideo podem ser quimicos e/ou
enzimaticos. Os agentes quimicos geralmente utilizados sdo: agua e tampdes, agentes
quelantes de ion calcio, &cidos e bases. Diferentes agentes podem extrair, a partir do mesmo
material vegetal, pectinas com estruturas quimicas diversificadas, diferindo na solubilidade e
facilidade de isolamento (YAPO, 2009a). As condi¢fes da extracdo (razdo matéria-
prima:solvente, temperatura, tempo e pH) afetam a extracdo em si, bem como o rendimento e
a estrutura quimica do material (KOUBALA et al., 2008a; PAIVA; LIMA; PAIXAO, 2009).

Os é&cidos sdo os extratores mais fortes com relacdo ao rendimento, sendo
frequentemente utilizados os acidos acético, citrico, lactico, malico, tartarico (organicos) e 0s
acidos cloridrico, nitrico e sulfurico (inorganicos) (YAPO, 2009a). A extracdo acida é
vantajosa e conveniente para a industria, sendo preferivel pelos pesquisadores, pois oferece
maiores rendimentos de pectina rica em acidos galacturénicos (principal componente) e de
alta metoxilagdo, além de ndo promover mudancas abruptas na estrutura do polissacarideo
(KOUBALA et al.,, 2008a; MAY, 1990; PAIVA; LIMA; PAIXAO, 2009; YAPO et al.,
2007a). Isto é justificado pelo fato das ligacGes entre as moléculas de acidos galacturénicos
serem mais estaveis a hidrolise acida do que as ligacdes destes com ramnose e entre aglcares
neutros (YEOH; SHI; LANGRISH, 2008).

Quanto menor o pH, maior o rendimento em pectina, 0 que pode ser explicado
pela quebra das ligagOes da protopectina insoltvel em celulose e pectina, tornando-a soltvel.
Mas, deve-se ter cuidado com a reducdo extrema do pH, que pode acelerar a degradagéo do
polimero e levar a sua desesterificacdo (PAIVA; LIMA; PAIXAO, 2009; YAPO et al., 2007a;
YEOH; SHI; LANGRISH, 2008).

O processo de extracdo em meio basico rompe as ligagbes da pectina com a

parede celular semelhante ao &cido, mas pode causar instabilidade na cadeia principal da
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molécula e esta tende a despolimerizar-se, reduzindo o comprimento da cadeia por beta
eliminacdo (MAY, 1990). Esta extracdo produz pectinas com baixo grau de metoxilacdo
devido a saponificacdo dos grupos éster, o que dificulta ou mesmo impossibilita a
precipitacdo com o alcool. Logo, o rendimento pode vir a ser baixo (PAIVA; LIMA;
PAIXAO, 2009; YEOH; SHI; LANGRISH, 2008).

Na extracdo em meio neutro, utilizando a agua como extrator, as pectinas obtidas
sdo ricas em acucares neutros, em regiGes ramnogalacturonano, e possuem alto grau de
metoxilacdo e alta massa molar. Como a agua ndo é um agente extrator forte, o rendimento da
extracdo pode vir a ser reduzido (KOUBALA et al., 2008a).

Sabe-se que existem relagdes entre a fina estrutura da pectina e suas propriedades
funcionais. Entdo, o método empregado na extracdo pode modificar a estrutura da molécula e
afetar suas propriedades, sendo importante definir qual o método mais conveniente e
vantajoso para determinada aplicacdo (BARRERA et al., 2002; KOUBALA et al., 2008a).

3.2.1.2 Processo de sulfatacdo

A sulfatacdo € um processo que consiste na introducdo do grupo sulfato a um
determinado composto organico. Nesta reacdo, os grupos hidroxila do polimero séo
substituidos por grupos sulfato, podendo envolver todas as hidroxilas primarias e secundarias
presentes na molécula (BAE et al., 2009; JINDAL et al., 2013b).

Essa modificacdo guimica tem sido realizada em varios polissacarideos, a fim de
aprimorar suas propriedades bioldgicas ou desenvolver novas propriedades funcionais (BAE
et al., 2009). Os polissacarideos sulfatados contém quantidades elevadas de grupos sulfato e
maior solubilidade em meio aquoso. Suas atividades biologicas variam com o grau de
sulfatacdo, o peso molecular, a posicdo do grupo sulfatado, os tipos de acgUcares presentes e as
estruturas das cadeias principais e das ramificacdes (WANG, L. et al., 2009).

Vérias pesquisas cientificas avaliaram as propriedades biologicas de
polissacarideos sulfatados e verificaram os efeitos positivos da sulfatacdo, como: melhoria da
atividade anticoagulante e antitrombdtica de pectina citrica (MAAS et al., 2012);
desenvolvimento da atividade antiviral de galactomananas contra o virus da febre amarela e
da dengue 1 (ONO et al., 2003); potencializacdo da propriedade anti-tumoral do
heteropolissacarideo derivado do farelo de arroz contra células de tumor mamario em ratos
(WANG, L. et al., 2009); desenvolvimento da atividade anti-tumoral do derivado de pB-
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glucano de Poria cocos (WANG et al., 2004); melhoria da acdo antimicrobiana de pectina
citrica e de goma de Aegles marmelos contra bactérias patogénicas (BAE et al., 2009;
JINDAL et al., 2013c).

Apesar dos efeitos positivos observados, alguns estudos com polissacarideos
sulfatados tém relatado resultados contrarios aos esperados. Pires et al. (2013) verificaram
que o derivado sulfatado de quitosana (9,03% de enxofre e sulfatacdo de 0,67) ndo conseguiu
inibir o crescimento das bactérias de teste (Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa). Chen, Liau e Tsai (1998 apud PIRES et al., 2013) observaram que um derivado
de quitosana, com baixo teor de enxofre (0,63%), apresentou uma concentracdo inibitoria
minima (CIM) contra as bactérias Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Salmonella
Typhimurium e Bacillus cereus menor do que a obtida para a quitosana desacetilada (69% de
desacetilacdo). Porém, um alto teor de enxofre (13,03%) influenciou negativamente o seu
efeito antibacteriano.

Dentre os diversos agentes de sulfatagdo empregados, destacam-se 0s seguintes:
acido sulfarico concentrado ou a sua mistura com solventes organicos, complexos de trioxido
de enxofre com piridina ou trietilamina, diéxido de enxofre liquido e &cido clorossulfonico
em formamida ou piridina (MIHAI; MOCANU; CARPOV, 2001; YOSHIDA et al., 1995). O
método do acido clorossulfénico-piridina é um dos mais utilizados e apresenta as vantagens
de alto rendimento, alto grau de substituicdo e manipulacdo conveniente (LU et al., 2012).
Neste método, a piridina atua como catalisador orientando e acelerando a reacdo de
sulfatacdo. O grupo sulfato é introduzido na molécula através da formacdo da ligacdo
carbono-oxigénio-enxofre, com consequente producdo de &cido cloridrico, 0 que exige uma

posterior etapa de neutralizacdo, como exemplificado na Figura 5.



Figura 5 — Mecanismo da reacdo de sulfatacdo da pectina pelo método do acido clorossulfonico-piridina.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3 Seguranca alimentar e a incidéncia de doengas transmitidas por alimentos (DTA)

A seguranca alimentar é uma questdo complexa, que sob a ética da inocuidade,
visa garantir que um alimento nao causard danos ao consumidor, quando ingerido. Produz
impacto em todos os segmentos da sociedade, do publico ao governo, englobando as
industrias alimenticias (FAO; WHO, 2007; FDA, 2012).

Nas ultimas décadas, novos desafios tém surgido para as autoridades mundiais de
seguranca alimentar decorrentes do comércio internacional de alimentos. A globaliza¢do do
comércio de alimentos proporciona beneficios aos consumidores e contribui para o
desenvolvimento econémico dos paises, em contrapartida, aumenta os riscos de disseminacéo
de patdgenos e de contaminantes através das fronteiras nacionais (APPENDINI;
HOTCHKISS, 2002; FAO; WHO, 2013). Devido a isto, ttm-se intensificado as politicas de
conscientizacdo sobre a importancia da producdo de alimentos seguros, além de uma maior
fiscalizacdo e exigéncia por parte dos paises importadores referentes a padrdes sanitéarios e de
qualidade dos alimentos.

Mesmo com essas mudancas verificadas em ambito mundial, associadas a
melhorias nos sistemas de vigilancia de diversos paises, ainda observa-se a ocorréncia de um
elevado numero de casos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA).

As DTA sdo definidas como uma sindrome, geralmente, constituida de anorexia,
nauseas, vémitos e/ou diarreia, acompanhada ou ndo de febre, atribuida a ingestdo de
alimentos ou agua contaminados por agentes bioldgicos, suas toxinas ou outras substancias
quimicas ou fisicas, em niveis capazes de causar danos a satde do consumidor. Varios fatores
tém contribuido para o aumento da ocorréncia de DTA, como: 0 aumento da populagdo; o
crescimento desordenado das cidades; a existéncia de grupos populacionais vulneraveis; a
necessidade de se produzir alimentos em grande escala; além da ineficiéncia do controle de
qualidade realizado pelas autoridades publicas e privadas na producdo dos alimentos
(BRASIL, 2010).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que, anualmente, mais de um
terco da populacdo mundial adoecam devido a surtos de DTA, mas somente uma pequena
proporcao desses casos € notificada. As DTA tém sido consideradas como um dos principais
problemas de saude publica no mundo (BRASIL, 2014).

Nos Estados Unidos (EUA), a cada ano, 48 milhdes de pessoas ficam doentes, 128

mil s&o hospitalizadas e 3 mil morrem de doencas de origem alimentar, mesmo possuindo um
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dos fornecimentos de alimentos mais seguros do mundo. As DTA sdo consideradas um
importante problema de salde publica neste pais (CDC, 2013; USDA; FDA, 2011).

Em 2012, foram notificados 19.531 casos de infec¢oes, 4.563 hospitalizacdes e 68
mortes nos EUA. O namero de infec¢bes e a incidéncia por 100.000 habitantes, para 0s
principais micro-organimos monitorados, foram o0s seguintes: Salmonella (7.800; 16,42),
Campylobacter (6.793; 14,30), Shigella (2.138; 4,50), Escherichia coli produtora de toxina
Shiga non-0O157 (551; 1,16), Escherichia coli produtora de toxina Shiga 0157 (531; 1,12),
Vibrio (193; 0,41), Yersinia (155; 0,33) e Listeria (121; 0,25) (CDC, 2013).

Na Unido Europeia (UE), em 2011, foram registrados 5.648 surtos, o que resultou
em 69.553 casos de DTA confirmados em humanos, 7.125 hospitalizagbes (10,2%) e 93
mortes (0,13% dos casos relatados). Os principais agentes foram Salmonella (26,6%), toxinas
bacterianas (12,9%), Campylobacter (10,6%) e virus (9,3%). Os alimentos mais envolvidos
foram ovos e produtos a base de ovos, alimentos mistos, peixe e seus derivados (EFSA,;
ECDC, 2013).

No Brasil, as DTA sdo responsaveis por cerca de 670 surtos com 13 mil doentes a
cada ano (BRITO, 2010). Acredita-se que o numero real dessas ocorréncias seja muito
superior ao registrado, visto que os casos de DTA, no pais, ainda sdo subnotificados.

Os dados da Vigilancia Epidemioldgica das DTA no Brasil, referentes ao periodo
de 2000 a agosto de 2014, demonstram uma grande variacdo no nimero de casos registrados.
Em 2013, foram notificados 800 surtos com 16.720 doentes. Até agosto do ano passado
(2014), ja foram registrados 209 surtos com 2.950 pessoas doentes, 0 que representa 26,13%
do total relatado em 2013 (BRASIL, 2014).

Os alimentos mais envolvidos em surtos de DTA no Brasil séo alimentos mistos
(1.570), ovos e produtos a base de ovos (816), agua (563), doces e sobremesas (443). As
causas ignoradas ainda superam o numero de surtos (4.308), sendo responsaveis por 43% do
total registrado. Quanto aos principais agentes etioldgicos associados aos surtos de DTA,
destacam-se: Salmonella spp. (18,09% dos casos registrados), Staphylococcus aureus
(9,23%), E. coli (6,33%) e Bacillus cereus (3,70%). Assim como verificado para os alimentos
envolvidos, o nimero de surtos em que ndo se consegue identificar o agente etiol6gico é
muito elevado, representando 51,34% do total notificado (BRASIL, 2014). Nesse
levantamento, ndo foram divulgados dados atuais sobre as regides do Brasil com 0s maiores
indices de surtos, mas até 2013, as regides Sul e Sudeste eram as detentoras dos maiores

indices, com 38,9% e 39,8% do total, respectivamente (BRASIL, 2013). Os locais com maior
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nimero de ocorréncia continuam sendo residéncias (3.773), restaurantes/padaria (1.492) e
creche/escola (835) (BRASIL, 2014).

Os dados apresentados enfatizam a necessidade de um controle eficaz durante
toda a cadeia produtiva dos alimentos. A aplicacdo de técnicas de producéo e de conservagédo
adequadas, além de melhorias no sistema de seguranca dos alimentos, permite o controle da
disseminacdo desses patdgenos. O emprego de antimicrobianos naturais e de embalagens
ativas antimicrobianas, aliado as boas praticas de fabricacdo (BPF), garante a producdo e

possibilita a disponibilizacdo de alimentos seguros, de qualidade e saudaveis.

3.4 Uso de agentes antimicrobianos na preservacao dos alimentos

Os alimentos possuem composicdo complexa e rica em diversos nutrientes, o que
torna estes produtos, de origem vegetal ou animal, propicios a varias alteracfes, apds a
colheita ou abate. Consequentemente, deterioram-se facilmente, perdendo a qualidade e
apresentando uma vida util curta (ORDONEZ et al., 2005). A perda de qualidade depende de
varios fatores, como tipo e composicao do alimento, embalagem e condi¢Ges de estocagem, e
apresenta diferentes causas, que podem ser de ordem bioldgica, quimica ou fisica (GAVA,
SILVA; FRIAS, 2008; GOULD, 1996; MELO; SOARES; GONCALVES, 2005).

A principal causa de alteracdo dos alimentos constitui-se a de origem
microbioldgica, ocasionada por micro-organimos presentes, principalmente, na superficie dos
produtos. De acordo com Araujo (2008), cerca de 20% dos alimentos produzidos no mundo
sdo perdidos devido a acdo de micro-organimos. Estes agentes bioldgicos ndo s6 podem
modificar as caracteristicas sensoriais dos alimentos, deteriorando-os, como também podem
provocar danos a satde do consumidor, através das doencas transmitidas por alimentos (DTA)
(AZEREDO et al., 2004; GAVA; SILVA; FRIAS, 2008; ORDONEZ et al., 2005). Diante
disto, com o intuito de prevenir tais problemas, empregam-se técnicas de conservacao.

Os conservantes sdo aditivos alimentares, substancias adicionadas
intencionalmente aos alimentos, com o propdésito de impedir ou retardar as alteracdes
provocadas por micro-organimos (BRASIL, 1997; CODEX ALIMENTARIUS, 1995).
Apresentam efeitos similares aos demais processos de preservacio (ARAUJO, 2008),
podendo ser utilizados individualmente, nos alimentos sensiveis aos tratamentos fisicos, ou
em associacdo a outros fatores de preservacdo, como descrito pela teoria dos obstaculos
(GAVA; SILVA; FRIAS, 2008; LEISTNER, 2000). Desempenham papel importante do
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ponto de vista econdmico e de salde publica, pois agem sobre 0s micro-organimos
patogénicos, sendo indispenséveis para a producdo e comercializacdo de diversas classes de
alimentos (MIDIO; MARTINS, 2000).

O emprego de agentes antimicrobianos, como meétodo de conservacgéo, possibilita
a obtencdo de alimentos seguros, diversificados e com menor custo para 0s consumidores.
Alimentos processados sem a utilizag&o de conservantes necessitam de uma maior efetividade
em tratamentos térmicos e melhorias no sistema de embalagem, tendo, portanto, um custo
mais elevado (MIDIO; MARTINS, 2000).

Com a globalizagdo do comércio de alimentos e as mudangas no comportamento
do consumidor concernentes a alimentacdo, verifica-se uma demanda crescente por produtos
frescos, minimamente processados, de facil preparo ou prontos para 0 consumo e que
mantenham as caracteristicas semelhantes ao in natura. Além disso, ha uma preocupacéo
crescente pelos consumidores e autoridades mundiais de seguranga alimentar quanto a
qualidade e seguranca dos produtos (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; BECERRIL et al.,
2013; DOSSIE CONSERVANTES, 2011; QUESTED et al., 2010; VIEIRA, 2008).

Essas mudancas incentivam os pesquisadores a buscar por substancias naturais,
alternativas aos antimicrobianos sintéticos comumente empregados, que tenham acdo
antimicrobiana efetiva e que sejam seguras e renovaveis (AGENTES..., 2010; JUNEJA;
DWIVEDI; YAN, 2012). Isto é evidenciado pelo grande nimero de publicacGes envolvendo
antimicrobianos naturais.

Diversos compostos estdo disponiveis a partir de vérias fontes naturais (plantas,
animais e micro-organimos) e vém sendo estudados a fim de ser aplicados em alimentos com
a finalidade de preserva-los. Podem-se destacar os estudos realizados com: enzimas,
glicoproteinas, lipidios, bacteriocinas, 6leos essenciais, surfactantes e os polissacarideos como
a quitosana (AGENTES..., 2010; APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; BECERRIL et al., 2013;
JUNEJA; DWIVEDI; YAN, 2012; MELLEGARD et al., 2011). Muitas destas substancias
podem ser adicionadas diretamente aos alimentos ou fazer parte da constituicdo dos
promissores filmes antimicrobianos, como os polissacarideos, possibilitando a producdo de

alimentos seguros e saudaveis.
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3.5 Métodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro de novas substéancias

Existem varios métodos in vitro disponiveis para avaliar a atividade
antimicrobiana de novas substancias. No entanto, ndo ha testes padronizados para verificar o
potencial antimicrobiano de possiveis conservantes de alimentos, o que dificulta a
comparacdo dos dados publicados (BURT, 2004).

Os métodos descritos pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLYS), para testes de suscetibilidade antibacteriana a antibioticos, tém sido modificados
para testar antimicrobianos naturais. Os pesquisadores, geralmente, adaptam esses métodos, a
fim de possibilitar a aplicagcdo em seus estudos (BURT, 2004; HAMMER; CARSON; RILEY,
1999).

Segundo Burt (2004), os métodos de ensaio sdo classificados, de acordo com o
objetivo desejado, em:

a) triagem da atividade antibacteriana: métodos de difusdo em agar (teste de

difusdo em disco e pocos em agar);

b) determinacdo do poder das propriedades antimicrobianas: método de diluicdo

em agar e de diluicdo em caldo;

c) determinacdo da rapidez e duracdo da atividade antibacteriana: analise da

cinética de morte/curvas de sobrevivéncia;

d) observacdo dos efeitos fisicos da atividade antibacteriana: microscopia

eletronica de varredura (MEV).

No teste de difusdo em disco, um disco de papel é impregnado com a substancia
antimicrobiana e aplicado na superficie de um agar inoculado. O composto difunde-se através
do agar e forma uma zona de inibicdo (BURT; REINDERS, 2003). A sensibilidade do micro-
organimo é verificada pela medida do didmetro do halo de inibi¢do. Quanto maior o didametro
do halo de inibicdo produzido pela substancia, maior a sua acdo inibitéria e mais sensivel o
micro-organismo a acao desse composto (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988).

Esse procedimento geralmente é empregado como uma verificagdo preliminar da
atividade antibacteriana, antes de estudos mais detalhados. Possibilita a selegédo entre
compostos, mas a comparacdo entre dados publicados ndo é viavel, devido a fatores que
afetam os resultados, como: volume do composto colocado sobre os discos, espessura da

camada de agar e os solventes utilizados para solubilizar a substancia (BURT, 2004).
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Ja no método de pogos em &gar, sdo realizados cortes ou furos no agar (pocos),
nos quais a substancia a ser testada e depositada. Assim como no teste de difusdo em disco, o
composto sofre difusdo e forma um halo de inibicdo. Pode ser usado quando um grande
numero de compostos e/ou um grande numero de isolados de bactérias devem ser rastreados
(DORMAN; DEANS, 2000).

Os métodos de diluicdo em &gar ou em caldo fornecem um importante dado sobre
0 poder de inibicdo da substancia, conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). A
CIM ¢ citada por muitos autores e sua definicdo varia entre as publicacdes, sendo outro
obstaculo para a comparacédo entre os estudos (BURT, 2004). Uma das defini¢des comumente
empregada é que a CIM é a menor concentracdo que inibe o crescimento visivel do micro-
organismo testado (CLSI, 2006; DELAQUIS et al., 2002; HAMMER; CARSON; RILEY,
1999).

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI — antigo
NCCLYS), a diluicdo em &gar consiste em incorporar o antimicrobiano ao agar fundido (45-
50°C), nas concentracdes a serem testadas. Apds a solidificacdo do &gar, adiciona-se o
indculo e incuba-se (CLSI, 2006). Apesar das variacfes nos solventes, as vezes empregados
na solubilizacdo das substancias, e no volume do indculo (1-100 uL), os valores da CIM
publicados parecem ter a mesma ordem de magnitude (BURT, 2004).

Em estudos com diluicido em caldo, o procedimento é realizado em tubos
(macrodiluicdo) ou em placas de microdiluicdo. A substancia antimicrobiana € adicionada ao
caldo nutriente na concentracdo adequada, seguida da adi¢cdo do in6culo e incubacdo (CLSI,
2006). O ponto final pode ser obtido através de varias técnicas: medicdo da densidade dptica
(DO) (turbidez), enumeracdo de colbnias por contagem de viaveis, medi¢do da
condutancia/condutividade e monitoramento visual (BURT, 2004).

A determinacdo do efeito bactericida ou a duracdo do efeito bacteriostatico é
realizada atraves da analise da cinética de morte/curva de sobrevivéncia. Isto é possivel
representando, graficamente, o nimero de células sobreviventes no caldo apos a adi¢do do
composto antimicrobiano em funcdo do tempo. Podem-se empregar os métodos de medigéo
da DO ou contagem de viaveis, ap6s o plagueamento em agar (BECERRIL et al., 2013;
BURT; REINDERS, 2003).

Para avaliar os danos as celulas bacterianas decorrentes da atividade
antimicrobiana, emprega-se a microscopia eletrénica de varredura (MEV). As amostras

devem ser preparadas cuidadosamente para ndo danificar as células e assim permitir a
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comparagdo com o controle. Através das imagens obtidas pelo MEV, podem-se verificar as
alteragbes na morfologia da célula e assim inferir um suposto mecanismo de agdo da
substancia em estudo (BECERRIL et al., 2013; BURT; REINDERS, 2003).

Os resultados obtidos, a partir da avaliagdo antimicrobiana, podem ser afetados
por diferentes fatores, tais como: 0 método de extracdo da substancia em estudo, o volume do
inéculo, a fase de crescimento do micro-organismo, a composi¢cdo do meio de cultura
utilizado, o pH do meio, e o tempo e temperatura de incubacdo (BURT, 2004; RIOS; RECIO;
VILLAR, 1988). Vale ressaltar que todos os méetodos possuem vantagens e desvantagens que
devem ser levadas em consideracdo na escolha do método mais conveniente para um

determinado estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencédo e preparo dos frutos do noni (Morinda citrifolia L.) para extracdo da

pectina

Os frutos do noni foram coletados em um cultivo doméstico localizado na cidade
de Fortaleza, CE, em fevereiro de 2014. Foram selecionados para o estudo, os frutos maduros
com textura macia, mas ainda firme, sendo descartados os danificados e em senescéncia.

Apos a selecdo, realizou-se a higienizacao dos frutos, através da lavagem em éagua
corrente e posterior imersdo em solugdo diluida de hipoclorito de sddio (200 ppm) por 15 min.
Em seguida, com o auxilio de uma espatula, a polpa dos frutos foi separada manualmente da
pelicula externa e das sementes, sendo imediatamente congelada (-20 °C). A polpa foi
liofilizada e armazenada em recipiente plastico, sob refrigeracdo (4 °C), até 0 momento da
extracao da pectina.

4.2 Extracdo, isolamento e purificacéo da pectina do noni

A pectina do noni foi extraida conforme o método quimico proposto por Koubala
et al. (2008a), com algumas modificages no pH e temperatura (FIGURA 6). O processo de
extracdo foi realizado utilizando solugdo de oxalato de aménio 0,25% com pH 4,0 (ajustado
com acido oxalico), a 80 °C por 1 h, sob constante agitacdo.

Na primeira etapa (extragdo &cida), a polpa do noni liofilizada foi pesada e
colocada em um béquer, em seguida, adicionou-se a solucdo extratora na propor¢do 1:45
(m/v). O sistema foi conduzido a um agitador magnético com aquecimento, no qual foram
mantidas as condi¢cBes da extracdo. Realizaram-se trés extracGes consecutivas, a partir da
mesma amostra vegetal, sendo que, ap6s cada extracdo, o material foi filtrado a vacuo e teve o
seu pH ajustado (7,0) com solucdo de NaOH. Concentrou-se 0 extrato por rotaevaporacdo e
precipitou-se a pectina por meio da adicdo de trés volumes de etanol 96%. O material
precipitado foi mantido em repouso a 4 °C por 24 h.

Decorrido o periodo de 24 h, a mistura foi centrifugada a 7500 rpm por 10 min.
Descartou-se 0 sobrenadante (etanol) e reservou-se o0 precipitado (pectina) que foi,
posteriormente, solubilizado em agua deionizada. O polimero solubilizado foi reprecipitado e

aplicou-se o procedimento descrito anteriormente. Ao todo, foram realizadas trés lavagens
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com etanol. Apds a terceira lavagem, a pectina foi solubilizada em uma quantidade minima de
agua deionizada, transferida para membranas celulésicas (Peso molecular de corte: 12 kDa) e
submetida a dialise por 72 h, com duas trocas de agua por dia. Em seguida, foi liofilizada e
armazenada em recipiente plastico a temperatura ambiente (25 °C), sendo denominada de PN.
O rendimento da extracdo foi determinado pela razdo entre o peso da pectina liofilizada e o
peso da polpa do noni utilizada (%, m/m), sendo expresso como média + desvio-padrao.

Figura 6 — Fluxograma do processo de obtengéo da pectina do noni.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3 Modificagdo quimica da pectina do noni pelo processo de sulfatacéo

A modificagdo quimica da pectina do noni (PN) por sulfatacdo foi realizada
utilizando o método do &cido clorossulfonico-piridina, adaptado das metodologias descritas
por Jung et al. (2011) e Ono et al. (2003). A amostra PN (500 mg) foi suspensa em N,N-
dimetilformamida (30 mL), sob agitacdo, a 25 °C por 12 h. Adicionou-se a piridina (30 mL) e
o sistema foi aquecido a 80 °C por 30 min. Em seguida, o &cido clorossulfénico (10 mL) foi
adicionado e o sistema foi mantido a 80 °C por 1 h. Apds o término da reacao, o material foi
resfriado a 4 °C por 24 h. Procedeu-se a neutralizagdo com solucdo saturada de bicarbonato de
sodio, seguida da dialise por 120 h — com duas trocas de agua por dia — a fim de remover 0s
sais, a piridina e os residuos da reacdo. O material dialisado foi concentrado por
rotaevaporacao, precipitado pela adi¢cdo de trés volumes de etanol 96% e mantido em repouso
a 4 °C por 24 h. Realizou-se uma centrifugacdo a 7500 rpm por 10 min, sendo o precipitado
ressolubilizado em &gua deionizada, liofilizado e designado como PN-s (pectina do noni
sulfatada). A amostra PN-s foi armazenada em recipiente plastico a temperatura ambiente
(25°C).

4.4 Caracterizacao da pectina do noni nativa (PN) e sulfatada (PN-s)

4.4.1 Espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

Os espectros no infravermelho das pectinas foram registrados em um
espectrometro Perkin-Elmer FT-IR modelo 16 PC. As amostras foram maceradas, com o
auxilio de um pistilo e almofariz, misturadas com KBr (1:80) e prensadas com 10 t em forma
de pastilhas. As pastilhas foram analisadas e os espectros foram obtidos entre 0s nimeros de
onda 4000 e 400 cm™. A pectina citrica comercial (Vetec) foi utilizada como padrdo para fins
comparativos.

Essa anélise também foi empregada na determinagdo do grau de esterificacdo
(GE) das pectinas. A partir dos espectros obtidos, as principais bandas correspondentes aos
grupos carboxilicos esterificados (1750 cm™) e grupos carboxilicos livres (1650 cm™) foram

localizadas. Utilizando o software Origin 8 (OriginLab Corporation, USA), calculou-se a area
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sob as respectivas bandas e o GE foi determinado através da Equagdo 1
(GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 2000; LIMA et al., 2010):

GE = [A1750 cm‘l/(A1650 cm™t + A1750cm‘1)] x 100 (D
4.4.2 Anadlise elementar

Através do equipamento analisador elementar Perkin-Elmer CHNS 2400,
quantificou-se o percentual dos elementos quimicos presentes nas amostras de pectina. Foram
determinados, os teores de carbono, hidrogénio, enxofre e nitrogénio.

A partir do teor de enxofre da amostra sulfatada, calculou-se o grau de sulfatagao
(GS) de acordo com a seguinte equagdo (BAE et al., 2009; JINDAL et al., 2013¢c; LIN et al.,
2004):

162 xS %/32

“5 =100 = (80/32 x %) @

4.4.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada em um equipamento TGA Q50 V20.13
Build 39 (TA Instruments, USA), sob atmosfera de nitrogénio. As medidas foram efetuadas
em um intervalo de temperatura de 25-800 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, em

média de 5,0 mg da amostra dispostos em um suporte de platina.

4.4.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em um equipamento DSC Q20 V24.9 Build 121
(TA Instruments, USA). As amostras (5,0 mg) foram dispostas em recipientes de aluminio,
hermeticamente fechados, e aquecidas na faixa de temperatura de 25-300 °C, sob atmosfera
de nitrogénio, a uma taxa de aquecimento constante de 10 °C/min. A alumina (a-Al,O3) foi
utilizada como referéncia. Antes dos ensaios, a célula DSC foi calibrada no eixo de

temperatura, utilizando padréo de indio metalico (Trysz = 156,6 °C) com pureza de 99,99%.
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4.4.5 Estudo do potencial zeta

A analise do potencial zeta foi realizada no equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments Ltd.). A fim de possibilitar a medida desse potencial, preparou-se uma
solucdo a 0,1% (m/v) de cada amostra de pectina, utilizando agua deionizada como meio
dispersante. As solucdes das pectinas (1 mL) foram colocadas em células capilares especificas
do equipamento (DTS1070) e foram submetidas a analise, em triplicata, a temperatura de

25°C e pH 7,0. Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio-padrao.

4.4.6 Cromatografia de permeacdio em gel (GPC)

A massa molar ponderada média (M,,) das pectinas e sua distribuicdo foram
determinadas por cromatografia de permeacdo em gel (GPC). Essa anélise foi conduzida a
40°C em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Shimadzu) equipado
com injetor manual LC-20AD, detector de indice de refracio RID-10A e coluna
Ultrahydrogel PolySep™-GFC—P Linear 300 mm x 7,8 mm (Phenomenex, USA). O volume
da amostra injetado foi de 20 pL, sendo o fluxo de 1 mL/min e a fase movel a solugdo de
NaNO3 0,1 M. A curva de calibracdo foi construida utilizando padrbes de pululana (Shodex
Denko®) de massa molar de 5,9 x 10° a 7,88 x 10° g/mol.

As solucBes das pectinas foram preparadas na concentracdo de 0,5% (m/v), sendo
solubilizadas por 24 h. Antes de serem injetadas no equipamento, as amostras foram dispostas
em um banho ultrassénico por 2 min e, em seguida, filtradas em filtros de membrana de

ésteres de celulose 0,45 um (Merk Millipore®).

4.4.7 Comportamento reoldogico

As propriedades reologicas de fluxo continuo das pectinas foram determinadas em
um redmetro de tensdo controlada Advanced Rheometer AR2000 (TA Instruments, USA). A
viscosidade (Pa.s) foi medida em funcdo da taxa de cisalhamento (0-1000 s™), a 25 °C,
utilizando uma geometria do tipo cone-placa com 20 mm de didmetro, angulo de 2°00°40” e
truncamento de 53 pm.

Foram preparadas solu¢des das pectinas em agua deionizada nas concentragdes de

0,5 e 1,0% (m/v). Em seguida, aliquotas de 0,3 mL dessas solugdes foram adicionadas ao
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recipiente do equipamento no estado fluido, mantendo-se o solvente através de atmosfera
saturada ao redor da cela. O volume do solvente evaporado ndo foi significativo nas escalas
de tempo e temperatura utilizadas. Antes de cada experimento, equilibraram-se as amostras

por 2 min.

4.4.8 Quantificagdo de proteinas

A determinagao do teor de proteinas das amostras de pectina do noni (PN e PN-s)
foi realizada de acordo com Bradford (1976). O reagente de Bradford foi obtido dissolvendo
“Coomassie Brilliant Blue G-250” (100 mg) em 50 mL de etanol 95%, com posterior adi¢ao
de 100 mL de 4cido fosfoérico 85%. A solucdo produzida foi diluida para 1 L com agua
deionizada, seguida de filtracdo em papel de filtro qualitativo (Whatman n°1). Como padrao
para a construcdo da curva de calibragdo, utilizou-se a albumina sérica bovina — BSA (Sigma-
Aldrich) nas concentragoes de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL.

A fim de quantificar as proteinas, foram produzidos extratos das pectinas através
da solubilizacdo de 100 mg da amostra em 10 mL de tampao EDTA/fosfato. Utilizaram-se
aliquotas de 0,1 mL de cada extrato, sendo a estas adicionado 1 mL do reagente de Bradford,
seguida de homogeneizacdo em agitador de tubos tipo Vortex. Apds 30 min de reagdo,
realizaram-se as leituras das absorbancias em um espectrofotometro (Pharmacia, modelo
Biotech Ultrospec 2000) a 595 nm. As andlises foram conduzidas em triplicata, e os

resultados foram expressos em % (m/m), sendo apresentados como média + desvio padrao.

4.5 Avaliacdo da atividade antibacteriana da pectina do noni nativa (PN) e sulfatada
(PN-s)

4.5.1 Cepas bacterianas

As cepas de bactérias utilizadas neste estudo foram: Gram positivas, Listeria
monocytogenes (ATCC 19115) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Gram negativas,
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (IAL 1026) e Salmonella
Enteritidis (IAL 1132).
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4.5.2 Preparo e manutengéo das culturas de trabalho

A partir dos tubos contendo as cepas padrdo ja ativadas (cultura estoque),
realizou-se o subcultivo das bactérias de teste (cultura de trabalho). Primeiramente, removeu-
se uma al¢ada de cada cultura estoque, retirando a massa celular da superficie do 4gar com o
auxilio de alcas descartaveis, e inoculou-se em tubos contendo 5 mL de caldo de
enriquecimento estéril, sendo utilizado o Caldo Tripticase de Soja (TSB/DIFCO) para L.
monocytogenes e E. coli, e o Caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI/BACTO™) para 0s
demais micro-organismos. Os tubos foram incubados a 35 °C por 24 h.

Decorrido o periodo de incubacdo, removeu-se uma alcada de cada cultura de
células e realizaram-se estrias de esgotamento em meios sélidos, empregando-se placas com
Agar Tripticase de Soja (TSA/OXOID) para todos 0s micro-organismos, exceto para L.
monocytogenes, que foi utilizado o TSA enriquecido com Extrato de Levedura
(YE/BACTO™). As placas foram incubadas a 35 °C por 24h. O mesmo procedimento foi
realizado em meios de cultura seletivos/diferenciais, como descrito na Tabela 2. Em seguida,
observou-se a morfologia das col6nias (aspecto e tamanho), a fim de verificar a pureza das
cepas e 0 crescimento de coldnias tipicas das bactérias em estudo. Com a alca descartavel,
removeu-se uma col6nia de cada micro-organismo, a partir do cultivo em meio néo seletivo, e
inoculou-se, realizando estrias na superficie, tubos contendo &gar de manutencdo inclinado
(TSA/TSA-YE). Os tubos foram incubados como descrito anteriormente e, em seguida,

mantidos sob refrigeracdo a 4 °C.

Tabela 2 — Meios de cultura e condicbes de incubacdo empregados no cultivo
seletivo/diferencial das bactérias em estudo.
: : Meio de cultura Condicdes de A
Micro-organismo . . - . ~ Referéncia
seletivo/diferencial incubacao
Escherichia coli MAC 35°C/24 h
Listeria monocytogenes PAL 35°C/24-48 h Silva et al.
Pseudomonas aeruginosa PAB 25 °C/24-48 h (2010)
Staphylococcus aureus BP 35°C/48 h
Salmonella Enteritidis HE 35°C/24 h

Fonte: Elaborada pela autora. ) )
MAC, Agar MacConkey (HIMEDIA); PAL, Agar Palcam (DIFCO™); PAB, Pseudomonas Agar Base
(OXOID); BP, Agar Baird-Parker (DIFCO); HE, Agar Entérico de Hektoen (OXOID).
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4.5.3 Preparo e padronizac¢éo do inéculo para uso nos ensaios de microdiluicdo

No preparo do indculo para o teste de microdilui¢do, adotou-se a metodologia de
crescimento da cultura em caldo, padronizada em ensaios preliminares (CLSI, 2006). A partir
das culturas de trabalho, removeu-se uma algada de cada micro-organismo e realizaram-se
estrias de esgotamento em placas com meios néo seletivos e seletivos/diferenciais, conforme o
Item 4.5.2.

Decorrido o periodo de incubacdo, selecionou-se uma colonia bem isolada e de
mesmo tipo morfolégico que as demais (aspecto e tamanho). Com o auxilio de uma alga de
inoculagdo, cada col6nia foi transferida para um tubo contendo 5 mL de caldo de
enriquecimento estéril. Os caldos de enriquecimento e as condi¢des de incubacdo foram os
mesmos descritos no Item 4.5.2. Realizou-se o controle dos caldos, a fim de verificar a sua
esterilidade.

O indculo obtido, com 24 h, foi ajustado para ser empregado nos ensaios de
microdiluicdo. O ajuste foi feito através de dilui¢Bes seriadas de 1 mL do indculo em 9 mL de
caldo nutriente, até a obtenc&o de uma concentracio final de aproximadamente 10° UFC/mL
(BECERRIL et al., 2013; BRANDT et al., 2010; CLSI, 2006). A concentracdo do inéculo
padronizado foi verificada a cada ensaio. Para isso, 7 diluicbes decimais em série, de cada
tubo, foram realizadas em agua peptonada estéril (0,1%), seguida da remocéo de aliquotas de
100 pL de cada diluicdo e plagueamento, em duplicata, em meios sélidos especificos
(TABELA 2). Ap6s o periodo de incubacdo, realizou-se a contagem das colonias,

confirmando a concentracdo de bactérias do indculo padronizado (~10° UFC/mL).

4.5.4 Estudo in vitro da atividade antibacteriana das pectinas do noni (PN e PN-s)

O estudo in vitro da atividade antibacteriana das pectinas do noni (PN e PN-s) foi
realizado através de um método de microdilui¢cdo em caldo (BRANDT et al., 2010). Para cada
amostra de pectina, foram testadas as concentragOes de 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL. As solugdes das
amostras PN e PN-s foram preparadas através da solubilizagdo do polimero em agua
deionizada estéril.

De acordo com o procedimento adotado, volumes equivalentes da solucdo de
pectina, na concentracdo a ser testada, e do inoculo ajustado em caldo nutriente (100 pL)

foram adicionados aos pogos da microplaca (96 pocos, capacidade de 300 pL/poco). Apds o
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preparo da placa, fez-se a leitura da densidade dptica a 630 nm (DOg3) usando um leitor de
absorbéancia ELx808IU (BioTek Instruments, Inc., USA). Em seguida, a microplaca foi
incubada a 35 °C por 24 h, sob agitacdo, sendo realizada uma nova leitura da DOg39 apds 0
periodo de incubacéo.

Em todos os ensaios realizados, foram incluidos os seguintes controles para ajuste
da densidade Optica: controle positivo, contendo apenas &gua estéril e indculo em caldo
nutriente; controle negativo, constituido por solucdo antibacteriana (em cada concentracéo
testada) e caldo nutriente estéril; e, controle do caldo nutriente (sem inoculo). Os ensaios
foram conduzidos em triplicata.

Os resultados foram avaliados da seguinte forma:

a) 0s pocos que produziram uma diferenca < 0,05 na DOgzp de 0 a 24 h, foram
definidos como inibitérios e a menor concentracdo do antibacteriano, como
concentracdo inibitdria minima (CIM) (BRANDT et al., 2010). A partir desses
pocos, avaliou-se a agao bactericida, por meio do plaqueamento de 100 puL em
meios solidos especificos (TABELA 2). A menor concentracdo do
antibacteriano capaz de reduzir 3 log no numero de células sobreviventes foi
definida como concentracdo bactericida minima (CBM) (BECERRIL et al.,
2013; BRANDT et al., 2010);

b) os pogos que produziram uma diferenca > 0,05 na DOg30, de 0 a 24 h, tiveram a
sua acao antibacteriana mensurada pela determinacéo do efeito inibitério (El),
atraves da seguinte equacdo (BAE et al., 2009; JINDAL et al., 2013a):

DOgs3oControle Positivo — DOg3gAmostra

El (%) = ] X 100 (3)

DOg30Controle Positivo
4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi utilizada para estudar e comparar o efeito inibitorio (%)
obtido nos ensaios de atividade antibacteriana, para os diferentes micro-organismos testados,
na presenca dos fatores tipo de pectina e sua concentracao.

Realizou-se uma analise descritiva dos dados, determinando média e desvio-
padrdo. Em seguida, aplicou-se a analise de variancia (ANOVA), empregando um

delineamento inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 2x5, com 10 tratamentos e
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trés repeticdes. Utilizou-se o teste de Tukey para comparag@es multiplas a um nivel de 5% de
significancia (p < 0,05). As andlises estatisticas foram realizadas pelo software livre R versao
3.2.0 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, AT).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracdo e rendimento

O método empregado na obtencdo da pectina possibilitou a sua extracdo e o seu
isolamento a partir da polpa do noni. Durante a primeira extracdo, o pH — ajustado
inicialmente em 4,0 — ndo sofreu variacdo. Porém, durante a segunda e a terceira extracdo
consecutiva, verificaram-se alterac6es no valor desse parametro, que se estabilizou em torno
de 5,0. Com a adi¢éo do etanol ao extrato, observou-se a precipitacdo imediata da pectina na
forma de um discreto gel visivel (FIGURA 7A). Ap6s 24 h em repouso a 4 °C, houve a
formacdo de uma rede polimérica mais firme e de maior volume. O polimero obtido
apresentou coloracdo amarela, sendo clarificado apds as etapas de purificacdo, o que resultou
em uma coloracdo levemente amarelada (FIGURA 7B). O rendimento final em pectina, apos
a liofilizagéo, foi de 15,01 = 0,22% (m/m).

Figura 7 — Precipitacdo da pectina extraida da polpa do noni pela adi¢éo de etanol (A) e
pectina do noni~l‘iofilizada apos purificacdo (B).

A e P Y

Fonte: Elaborada pela autora.

A pectina comercial produzida a partir das principais fontes industriais (residuos
citricos, bagaco da macd e polpa da beterraba agucareira), geralmente, apresenta coloracao
branca ou amarelada a levemente marrom (PECTINAS..., 2014). Os rendimentos verificados
nos processos de extracdo desse polimero sdo muito varidveis e sofrem influéncia de diversos

parametros da extracdo, como pH, tempo e temperatura de extragdo, concentracdo do agente
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extrator, dentre outros. Além disso, a matéria-prima utilizada como fonte de pectina trata-se
de um fator determinante do rendimento a ser alcangado (YAPO, 2009b).

Yuliarti et al. (2015) realizaram um estudo com pectina de frutos kiwi gold,
obtida por trés metodos de extracao (acido, agua e enzima), a partir do puré de frutos colhidos
em dois estadgios de maturagdo diferentes. Os rendimentos alcancados por esses autores
variaram de 1,01-4,39%, sendo os valores mais elevados verificados com o uso da enzima
para os frutos com matura¢do mais avancada. Yapo (2009b), ao extrair pectina de diferentes
fontes vegetais com &cido citrico aquecido (pH 1,8), obteve para a polpa do abacaxi (Ananas
comosus) um rendimento de 2,8%. Em sua pesquisa com pectina de ameixas japonesas
(Prunus salicina), Basanta et al. (2012) realizaram a extracdo com &gua, em diferentes
condicdes de tempo (0,5, 2, 8 e 24 h) e temperatura (ambiente e 95 °C), e verificaram
rendimentos variando de 9,2-38,3%. Esses autores observaram que 0 aumento do tempo de
agitacdo ndo alterou o rendimento da extracdo, mas diminuiu ligeiramente o peso molecular
das pectinas. Ja a utilizacdo de agua aquecida aumentou os rendimentos, porém produziu
pectinas com menor viscosidade. Ao extrair pectina da polpa do fruto gabiroba
(Campomanesia xanthocarpa Berg) com acido citrico, variando a concentracdo do acido (0,5
e 5%) e a temperatura de extracdo (50 e 100 °C), Santos et al. (2010) obtiveram rendimentos
de 2,11-5,89%.

Com base nos dados apresentados, pode-se inferir que o fruto do noni representa
uma potencial fonte alternativa de pectina. Os parametros coloracdo da pectina e rendimento
da extracdo, verificados nesta pesquisa, estdo em concordancia com os observados para
pectinas de outras fontes alternativas e industriais. Acredita-se que maiores rendimentos em
pectina do noni possam ainda ser alcancados através de estudos de otimizacdo, definindo-se a
melhor condicdo dos parametros de extracdo como pH, tempo e temperatura. Vale ressaltar
gue o agente extrator utilizado também pode afetar o rendimento e as propriedades do
polissacarideo, sendo interessante uma futura aplicacdo de extratores diversificados e a
investigacdo de suas implicacdes no processo de extracdo e nas caracteristicas do polimero.
Esses resultados sugerem uma nova maneira de explorar o potencial do noni, incentivando

novos estudos e aplicagdes desse fruto.
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5.2 Caracterizagdo da pectina do noni nativa (PN) e sulfatada (PN-s)

5.2.1 Espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho (FT-IR)

Os espectros no infravermelho das amostras PN e PN-s, assim como o da pectina
citrica comercial (Vetec), sdo apresentados nas Figuras 8 e 9.

De acordo com a andlise da Figura 8, verifica-se que o perfil do espectro e a
posicao das bandas de absorcdo da amostra PN se aproximam dos resultados observados para
a pectina comercial (PC), o que indica a presenca de grupos quimicos semelhantes e

caracteristicos da molécula de pectina.

Figura 8 — Espectros no infravermelho das amostras PN e PC.
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Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa; PC, pectina citrica comercial (Vetec).

A partir do espectro da amostra PN (FIGURA 8), foram identificadas as seguintes
bandas de absorc&o: 3406 cm™ (banda larga e forte) correspondente & vibragéo de estiramento
dos grupos O-H; 2932 cm™ referente ao estiramento C-H; 1741 cm™ representando a zona de
estiramento da ligacdo C=0 dos grupos carboxilicos esterificados; 1623 e 1421 cm™
correspondentes, respectivamente, ao estiramento assimétrico e simétrico do grupo COO’;
além das bandas em 1145, 1101, 1016 e 960 cm™ referentes as vibracdes das ligacbes

glicosidicas C-O e C-C do esqueleto e do anel piranosidico da molécula de pectina
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(GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 2000; JINDAL et al., 2013a; MONFREGOLA et al.,
2011a). Outras duas bandas observadas em 1332 e 1242 cm™, de acordo com Jindal et al.
(2013a), estdo relacionadas, respectivamente, a vibracdo de dobramento O-H e a residuos de
radicais carboxilicos das unidades de &cido uronico.

Acredita-se que, para as pectinas, a absorcao na regido O-H (3600-2500 cm™) é
devido a hidrogénios inter e intramoleculares ligados ao polimero de acido galacturdnico. J&
as bandas ao redor de 2950 cm™, referentes & absorgdo C-H, compreendem as vibragdes de
estiramento e dobramento dos grupos CH, CH;, e CH3 que geralmente se sobrepdem a banda
O-H (GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 2000).

Segundo Cui et al. (2007), a regido do espectro localizada entre 0os numeros de
onda 800 e 1200 cm™ é designada como a “impressdo digital” dos polissacarideos. O mesmo
é citado por Gnanasambandam e Proctor (2000) que consideram os padrdes de absorcdo entre
1300 e 800 cm™ como a “impressio digital” desses compostos e afirmam que as bandas
localizadas nessa regido sdo de dificil interpretacdo. Para Manrique e Lajolo (2002), a regido
que identifica e difere os espectros de polissacarideos estaria entre 950 e 1200 cm™. Em sua
pesquisa, Monfregola et al. (2011a) enfatizam que a regido de “impressdo digital” para
pectinas se encontra abaixo de 2000 cm™ e reflete a composicao dos monossacarideos.

Diante dos dados apresentados, pode-se afirmar que a amostra PN apresenta em
sua estrutura a “impressdo digital” da pectina, sendo essa regido correspondente aos valores
encontrados para a amostra PC e aos revelados pelos estudos anteriormente citados. Esses
resultados estdo de acordo com os alcancados para outras pectinas por diversos autores, o0 que
reforca a natureza e a identidade quimica do polimero PN.

A andlise de FT-IR é uma ferramenta Util para determinar de forma rapida e
pratica o grau de esterificacdo (GE) das pectinas em estudo. A regido do espectro que
compreende o estado dos grupos carboxilicos (1750-1350 cm™) é a mais interessante e
permite essa determinacdo, identificando esses polimeros (LIMA et al., 2010;
MONFREGOLA et al., 2011b). Gnanasambandam e Proctor (2000) verificaram, em seus
estudos, que a intensidade e a area da banda do éster carboxilico aumentaram com um maior
GE, enquanto que a banda do ion carboxilato diminuiu. Diante destas observagdes, esses
autores chegaram a conclusdo que é possivel correlacionar as intensidades relativas das
bandas localizadas préximo a 1750 cm™ (grupo carboxilico esterificado) e a 1650 cm™ (grupo

carboxilico ndo esterificado ou desprotonado) com o GE da molécula. A partir dessa
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correlacdo, verificou-se que a PN é uma pectina de baixo grau de esterificacdo (GE < 50%),
apresentando 38,34% dos seus grupos carboxilicos esterificados.
Essa analise também foi empregada para verificar a presenca do grupo sulfato na

estrutura da pectina modificada (FIGURA 9).

Figura 9 — Espectros no infravermelho das amostras PN e
PN-s, em destaque, a localizagcdo das principais bandas
caracteristicas de grupos sulfato.
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Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.

Avaliando os espectros das amostras PN e PN-s, na Figura 9, foi possivel
identificar cinco novas bandas de absor¢do na molécula sulfatada, com as principais bandas
localizadas em 1247 e 829 cm™, sendo estes resultados correspondentes aos encontrados por
Bae et al. (2009) (bandas em 1250 e 810 cm™). Essas vibracdes sdo caracteristicas dos modos
de estiramento simétrico das ligacBes C-O-S, associada ao grupo C-O-SO; (829 cm™), e
assimétrico do grupo S=0 (1247 cm™), 0 que evidencia a existéncia do grupo sulfato na
estrutura do polimero e, portanto, que o processo de sulfatacdo foi satisfatorio (BAE et al.,
2009; JINDAL et al., 2013b; JUNG et al., 2011; WANG, L. et al., 2009).

As bandas localizadas em 1144 e 1039 cm™ sdo decorrentes, provavelmente, das
vibragdes de estiramento assimétrico C-O-S e simétrico S=0. J& as bandas por volta de 575
cm™, geralmente, aparecem nos espectros de polissacarideos sulfatados (WANG, L. et al.,
2009).
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5.2.2 Analise elementar

Os resultados da anélise elementar das amostras PN e PN-s sdo apresentados na
Tabela 3. Foi possivel verificar a presenca de enxofre na amostra PN-s, o que confirma a
introdugdo do grupo sulfato na molécula de pectina e reforca as observagdes feitas,

anteriormente, através da analise dos espectros no infravermelho.

Tabela 3 — Andlise elementar e grau de sulfatacdo (GS) das pectinas PN e PN-s.
Composicao elementar (%)

Amostra i i i i GS
Carbono  Hidrogénio Nitrogénio Enxofre
PN 35,72 6,29 2,47 nd -
PN-s 18,69 3,15 0,72 12,51 0,92

Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada; nd, ndo determinado (< 0,3%).

Como pode ser visto na Tabela 3, a pectina do noni nativa (PN) ndo apresentou
quantidade significativa de enxofre, impossibilitando a determinagdo do seu teor, pois este
elemento encontrava-se abaixo do limite de quantificacdo (< 0,3%). J& para a amostra
sulfatada (PN-s), o contetdo de enxofre foi de 12,51%. Desta forma, o grau de sulfatacdo
(GS) da PN-s, que designa o niumero médio de grupos enxofre em cada residuo de acucar
(LIN et al., 2004), pode ser calculado (GS = 0,92). Esses resultados evidenciam 0 sucesso na
sintese do derivado sulfatado da pectina do noni.

Os valores do %S e GS encontrados para a pectina derivada (PN-s) superaram 0s
alcancados por Bae et al. (2009), no estudo da sulfatacdo de pectina citrica, que foram de
2,68% e 0,15, respectivamente. Estudos anteriores com polissacarideos sulfatados revelaram
resultados préximos dos obtidos neste trabalho: Wang, L. et al. (2009) obtiveram um GS de
1,29 ao sulfatar o polissacarideo extraido do farelo de arroz desengordurado; Jindal et al.
(2013b), ao produzirem derivados sulfatados da goma de Aegles marmelos, alcangaram
sulfatacbes que variaram de 0,15-1,94; e Jung et al. (2011), que ao produzirem derivados
sulfatados de polissacarideos do cogumelo Pleurotus eryngii, relataram teores de enxofre e
GS variando de 3,04-12,90% e 0,17-0,98, respectivamente.

O grupo sulfato desempenha um papel importante na bioatividade do
polissacarideo, portanto, 0 GS &€ um parametro que se faz necessario determinar, pois terd

impacto no comportamento e na atividade do polimero. Os diversos valores de GS relatados
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na literatura sdo determinados por variagcdes nos fatores do processo de sulfatagdo, como o
agente de sulfatacdo e sua concentracdo, a razdo entre polimero e agente de sulfatacdo, o
tempo e a temperatura da reacdo (JINDAL et al., 2013b; JUNG et al., 2011; YANG et al.,
2003).

Mediante os resultados dessa analise (TABELA 3), observou-se uma reducao dos
teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio na amostra PN-s quando comparada a PN. Este
resultado pode estar associado a possiveis degradacfes ocasionadas a molécula de pectina
pelo &cido utilizado no processo de sulfatacdo (WANG, L. et al., 2009; YANG et al., 2003).

5.2.3 Anélise termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas (TG) das amostras PN e PN-s sdo apresentadas na
Figura 10, possibilitando avaliar o comportamento térmico das pectinas produzidas e verificar
as possiveis alteragdes, nas etapas de degradacdo térmica, decorrentes do processo de

sulfatacdo.

Figura 10 — Curvas TG das amostras PN e PN-s.
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Fonte: Elaborada pela autora.

PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.
CondigBes da andlise: aquecimento de 25-800°C a uma taxa de
10°C/min sob atmosfera de N,.

Através da analise das curvas TG (FIGURA 10), verifica-se que os eventos de

perda de massa das pectinas ocorreram em trés etapas, sendo os intervalos de temperatura
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diferentes entre as amostras. Essa divisdo da degradacdo térmica em etapas ja tem sido
relatada em trabalhos anteriores e parece ser caracteristica das pectinas (COMBO et al., 2013;
EINHORN-STOLL; KUNZEK; DONGOWSKI, 2007; MONFREGOLA et al., 2011b).

Na Tabela 4, sdo apresentados os intervalos de temperatura em que ocorreram 0S

eventos de degradacao térmica das pectinas e suas respectivas perdas de massa (%).

Tabela 4 — Etapas de degradacdo térmica das amostras PN e PN-s e suas
respectivas perdas de massa (%).

Faixa de Perda de massa Massa resultante
Etapas temperatura (°C) (%) (%)
PN PN-s PN PN-s PN PN-s
1 25-163 31-187 20,82 16,79 - -
2 163-593  187-532 59,53 38,31 - -
3 593-780 532-791 13,80 26,86 - -
Residuos - - - - 5,85 18,04

Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.
Condigdes da analise: aquecimento de 25-800 °C a uma taxa de 10 °C/min sob atmosfera de N..

Para PN (TABELA 4), a primeira etapa de perda de massa ocorreu de 23-163 °C,
relativa a perda de dgua presente na amostra. A partir dessa regido, foi possivel determinar o
teor de umidade, que foi avaliado em 20,82%. A segunda etapa foi verificada entre 163 e
593°C, sendo a principal regido de degradacdo térmica do polimero, correspondente a uma
perda de 59,53% da massa inicial. Esta perda esta associada a decomposicdo pirolitica do
polissacarideo, quando as cadeias de &cido galacturbnico comegcam a sofrer uma forte
descarboxilacdo (primaria e secundaria), envolvendo o grupo lateral do &cido e um carbono
do anel, com a formacao de varios produtos gasosos (COMBO et al., 2013; MONFREGOLA
et al., 2011b). A terceira etapa, 593-780 °C, corresponde a regido de perda de massa lenta,
associada a oxidacéo do residuo solido (MONFREGOLA et al., 2011b). O teor de cinzas foi
de 5,85% para essa amostra.

Comparando-se 0s termogramas das amostras PN e PN-s e suas respectivas
derivadas (DTG) (FIGURA 11, 12), pode-se perceber algumas mudangas no perfil de

degradacéo térmica da pectina, devido a modificacdo quimica.
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Figura 11 — Curvas TG/DTG da amostra PN.
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Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa.
Condigdes da analise: aquecimento de 25-800 °C a uma taxa de
10 °C/min sob atmosfera de N,.
Figura 12 — Curvas TG/DTG da amostra PN-s.
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Fonte: Elaborada pela autora.
PN-s, pectina do noni sulfatada.

CondicBes da andlise: aquecimento de 25-800 °C a uma taxa de
10 °C/min sob atmosfera de N,.

A primeira perda de massa da amostra PN-s, correspondente a perda de agua
absorvida, ocorreu de 31-187 °C e foi de 16,79% (TABELA 4). No segundo e principal
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estagio de degradacdo, observou-se uma menor perda de massa para essa amostra (38,31%), 0
que € evidenciado pela presenca de um pico mais estreito na DTG (FIGURA 12). Essa etapa
iniciou e atingiu o seu maximo de perda em uma temperatura mais elevada do que a
verificada para PN (FIGURA 11), demonstrando uma maior estabilidade térmica da pectina
derivada. Este resultado pode estar associado a substituicdo dos grupos carboxilicos por
ésteres de sulfato, reduzindo assim a perda desses grupos. Quanto a terceira etapa, uma maior
perda de massa foi observada para o polimero modificado, visto que a amostra conseguiu
suportar maiores temperaturas, fato ja relatado na etapa anterior. Houve um aumento
expressivo do teor de cinzas, que passou de 5,85% para 18,05% na amostra sulfatada. Isto
deve-se a um maior teor de enxofre na amostra PN-s, decorrente da introducéo desse elemento

quimico pelo processo de sulfatacdo, como evidenciado pela analise elementar.
5.2.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
Na Figura 13, sdo apresentados os termogramas das amostras PN e PC.

Figura 13 — Curvas de DSC das amostras PN e PC.
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Fonte: Elaborada pela autora.

PN, pectina do noni nativa; PC, pectina citrica comercial (Vetec).
Condigdes da analise: aquecimento de 25-300 °C a uma taxa de
10°C/min, sob atmosfera de N,, utilizando alumina como referéncia.

De acordo com a Figura 13, verifica-se para PN um pico endotérmico a 143,02 °C,

devido & remocéo de agua ligada a amostra, 0 que ja foi apresentado também por TGA
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(MONFREGOLA et al., 2011b; WANG et al., 2010). A 257,88 °C, pode-se notar um discreto
pico exotérmico, que é referente a principal etapa de decomposicdo do polissacarideo
(MONFREGOLA et al., 2011b). Os mesmos eventos sao observados no termograma da PC,
embora 0s picos encontrem-se com intensidades e temperaturas diferentes, ocorrendo a
171,75 °C e 236,77 °C, respectivamente.

Essas diferencas visiveis entre os termogramas das amostras de pectina do noni
nativa e pectina citrica comercial sdo esperadas, visto que diferencas na estrutura e grupos
funcionais dos polissacarideos afetam seu comportamento térmico. O surgimento do pico
endotérmico a uma temperatura mais elevada para PC sugere uma maior organizacao entre as

unidades que constituem esse polimero (JINDAL et al., 2013a).

5.2.5 Estudo do potencial zeta

Os resultados da analise do potencial zeta das amostras PN e PN-s sdo
apresentados na Figura 14. Por meio desta analise, foi possivel medir a magnitude da repulséo
ou da atracdo entre as particulas das pectinas em suspensdo, determinando a estabilidade das
solucdes produzidas com esses polimeros. Verificaram-se também as alteracdes na carga da

molécula decorrentes da modificacdo quimica pelo processo de sulfatacao.

Figura 14 — Distribui¢éo do potencial zeta das amostras PN e PN-s.
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Fonte: Adaptado do grafico gerado pelo software do equipamento Zetasizer Nano ZS90

(Malvern Instruments Ltd).
PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.

Em todas as mensuragdes (FIGURA 14), as pectinas PN e PN-s exibiram

potencial zeta negativo, cujos valores médios foram de -33,60 + 3,29 mV e -62,40 + 1,47 mV,
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respectivamente. Esses resultados revelam a presenca de grupos aniénicos nas moléculas,
como os grupos carboxilatos (COO") e os grupos sulfato, estando em concordancia com o
observado pelo FT-IR.

Um alto potencial zeta (> £30 mV) indica estabilidade elétrica das dispersdes
coloidais produzidas com esses polissacarideos, pois hd uma repulsdo entre as particulas
carregadas com consequente resisténcia a agregacdo e floculacdo por parte da dispersdo
(SALES, 2005). O elevado potencial zeta da PN-s pode ser atribuido ao maior carater
eletronegativo dos grupos sulfato adicionados a molécula de pectina, o que leva ao aumento
da solubilidade e estabilidade desse polimero em solucéo (JINDAL et al., 2013c).

A presenca de grupos carregados sugere a aplicacdo desses polimeros em
interacdes do tipo pectina-polimero e pectina-ion (JINDAL et al., 2013a). Isto pode ser
verificado na industria farmacéutica, a fim de modular a liberacdo de drogas, e na industria de
alimentos, como na producdo de geleias de baixo valor calérico e/ou na obtencdo de
embalagens ativas antimicrobianas, possibilitando a liberagdo gradativa do composto ativo no

alimento e prolongando sua acdo conservadora (CANTERI et al., 2012).

5.2.6 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

Os perfis de eluicdo das amostras PN e PN-s, obtidos por GPC, sdo apresentados
na Figura 15, sendo a intensidade do sinal do detector proporcional a concentracdo das
moléculas. Com base nesses perfis, pdde-se determinar a massa molar média das pectinas e
sua distribuicéo.

A amostra PN apresentou um perfil de eluicdo do tipo polidisperso bimodal, com
0 primeiro pico, predominante e de alta intensidade, sendo observado em um intervalo de
tempo de 6,6-10,5 min (FIGURA 15). Esse pico corresponde ao polimero péctico e representa
uma massa molar ponderada média (M) de 222,82 kg/mol. A dispersidade determinada para
essa amostra foi de 6,54, indicando uma heterogeneidade na distribuicdo da massa molar das
moléculas que constituem o polimero. O segundo pico foi verificado em um tempo de elui¢do
maior (> 10,5 min), com menor intensidade e um intervalo mais estreito, indicando baixa
concentracdo e baixa massa molar, estando, provavelmente, associado a aglcares neutros
(MASMOUDI et al., 2012).

A massa molar dos polissacarideos ¢ um parametro relevante que tem influéncia

sobre suas atividades biologicas e propriedades funcionais (WANG, L. et al., 2009). Um
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polimero é composto por moléculas com diferentes tamanhos, sendo importante determinar a
massa molar média e sua distribuicdo. Resultados proximos aos encontrados nesta pesquisa
para a massa molar de pectinas foram obtidos em estudos anteriores (IGLESIAS; LOZANO,
2004; MAAS et al., 2012; MASMOUDI et al., 2012; YAPO et al., 2007b; YAPO, 2009a).

Figura 15 — Perfis de eluicdo das amostras PN e PN-s obtidos

por GPC.
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Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.

Observando-se os padrdes de eluicdo das pectinas do noni nativa e sulfatada
(FIGURA 15), verifica-se que para PN-s ha predominancia de apenas um pico, cuja elui¢do
ocorreu em um intervalo de 7,0-10,4 min. Essa amostra também apresentou um perfil de
eluicdo do tipo polidisperso, sendo sua My de 184,41 kg/mol. Verifica-se uma pequena
reducdo na massa molar da pectina apés a modificacdo quimica, evento ja relatado em
pesquisas anteriores, sendo relacionada, possivelmente, a degradacao parcial do polimero que
acompanha o processo de sulfatacdo (WANG, L. et al., 2009; YANG et al., 2003). Isto deve-
se a forte capacidade de desidratacdo do &cido, que ocasiona a degradacdo hidrolitica do
polimero, podendo afetar suas cadeias laterais ou até mesmo sua cadeia principal. Dentre 0s
fatores que influenciam a taxa de degradacdo do polissacarideo, destacam-se a razdo molar
entre o0 agente de sulfatacdo e o polimero, o tempo de reacdo e a temperatura empregada

(YANG et al., 2003). Para essa amostra, a dispersidade observada foi de 3,85, indicando uma
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menor heterogeneidade na distribuicdo de tamanho das cadeias que constituem a pectina

sulfatada.

5.2.7 Comportamento reologico

O comportamento de fluxo das solucGes aquosas das pectinas PN e PN-s, nas
concentracdes de 0,5 e 1,0%, é apresentado na Figura 16. A partir dos resultados desta
analise, verificou-se que as diferencas observadas na estrutura quimica e na massa molar das

pectinas influenciaram suas propriedades reoldgicas.

Figura 16 — Comportamento reoldgico das solucBes aquosas das
pectinas PN e PN-s, nas concentracdes de 0,5 e 1,0%, a 25 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.

De acordo com a Figura 16, observa-se que o aumento da concentracdo do
polimero produziu um acréscimo na viscosidade das solugbes de pectina, sendo mais
expressivo para a amostra nativa, pois o polissacarideo sulfatado demonstrou resultados
proximos em ambas as concentracfes, diferenciando-se apenas em baixas taxas de

cisalhamento.
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A sulfatacdo da pectina promoveu uma diminuicdo de sua viscosidade, sendo mais
evidente ao se comparar o comportamento reologico das solugdes a 1,0% (FIGURA 16). Isto
pode ser atribuido a adicdo de grupos sulfato ao polimero, os quais alteraram a estrutura da
molécula e aumentaram a densidade de cargas negativas — aumento do carater eletronegativo
— como jé verificado pelo potencial zeta, o0 que, possivelmente, ocasionou uma maior repulsdo
entre as moléculas de pectina em solucdo e, consequentemente, promoveu a redugdo de sua
viscosidade. Além disso, a diferenca de viscosidade entre as amostras PN e PN-s foi também
influenciada pela massa molar, que foi obervada ser menor para a pectina sulfatada, alterando
suas propriedades e aplicacdes (BAE et al., 2009; JINDAL et al., 2013a).

As pectinas sdo moléculas que sofrem intumescimento na presenca de agua e
apresentam elevada viscosidade. A viscosidade das solucdes desses polimeros é influenciada
por sua concentracdo, densidade de cargas e massa molar, assim como pode ser visto
anteriormente (CANTERI et al., 2012).

Em todos os perfis reologicos apresentados (FIGURA 16), percebe-se a
diminuicdo da viscosidade das solucdes de pectina em decorréncia do aumento da taxa de
cisalhamento. Esse perfil é caracteristico de comportamento do tipo pseudoplastico. A
diminuicdo da viscosidade a altas taxas de cisalhamento pode ser atribuida a reducdo do
namero de interacfes entre as macromoléculas hidratadas, ou seja, 0 aumento da taxa do
movimento empregado supera a taxa de formacédo de interagfes entre as cadeias do polimero
(BASANTA et al., 2012; NEP; CONWAY, 2010).

5.2.8 Quantificacao de proteinas

O teor de proteinas determinado para as amostras PN e PN-s foi de 0,16 + 0,03%
e 0,06 + 0,02% (m/m), respectivamente. Tendo em vista que o fruto do noni cultivado no
estado do Ceard tem apresentado, em sua composi¢do, uma média de 1,06% de proteinas
(CORREIA et al., 2011) e comparando os valores obtidos aos relatados para pectinas de
diferentes fontes de extragdo, pode-se considerar baixo o percentual de proteinas observado
nas amostras de pectina do noni.

Resultados superiores aos encontrados neste estudo séo reportados na literatura.
Teores de proteinas variando de 1,8-3,8% (m/m) foram relatados para pectina extraida da
casca do maracuja amarelo (YAPO, 2009a), enquanto que, na pectina obtida da polpa da

beterraba agucareira, esses teores variaram de 0,9-8,6% (YAPO et al., 2007a). A pectina
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extraida da casca do cacau, por processo otimizado com acido nitrico, apresentou um
percentual de proteinas de 3,6 + 1,8% (VRIESMANN; TEOFILO; PETKOWISCZ, 2011),
sendo verificado, para as pectinas extraidas de subprodutos do processamento de liméao,
valores variando de 1,2-8,7% (m/m) (MASMOUDI et al., 2012). No estudo com pectina
citrica comercial, Mesbahi, Jamalian e Farahnaky (2005) relataram um teor de proteinas de
1,1%.

A quantificacdo de proteinas € um parametro importante na caracterizacdo de
pectinas, pois as moléculas proteicas, de acordo com Kravtchenko et al. (1992) e Garna et al.
(2007), podem estar ligadas ao polissacarideo ou na forma livre. Em seus estudos, Masmoudi
et al. (2012) verificaram que os menores teores de proteinas foram obtidos para as pectinas
extraidas em condi¢Ges extremas, demonstrando uma pureza mais elevada para essas
amostras. Portanto, o baixo teor de proteinas encontrado nas pectinas do noni pode ser
relacionado a pureza dessas macromoléculas, demonstrando que os procedimentos de
extracdo, recuperacao e purificacdo empregados foram seletivos.

O processo de sulfatacdo reduziu a quantidade de proteinas presentes na amostra
de pectina do noni. Esse resultado pode estar relacionado a degradacdo promovida pelo acido
clorossulfonico, que afetou ndo s6 o polimero péctico, mas também a matéria proteica, cujos

residuos foram eliminados, posteriormente, na etapa de purificag&o.

5.3 Estudo in vitro da atividade antibacteriana da pectina do noni nativa (PN) e
sulfatada (PN-s)

Na Tabela 5, sdo apresentados os percentuais do efeito inibitorio produzido por
cada amostra de pectina (PN e PN-s), nas diferentes concentracfes avaliadas (variando de 2 a
10 mg/mL), frente as cepas bacterianas de teste escolhidas: Gram positivas, Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus; Gram negativas, Salmonella Enteritidis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Os valores de inibigcdo alcancados revelam que ambas as pectinas do noni néo
conseguiram inibir totalmente o crescimento das bactérias em estudo (TABELA 5). Porém,
deve-se levar em consideracdo que, para alguns micro-organismos testados, foram obtidas

inibicdes acima de 80%, como verificado para E. coli e P. aeruginosa.



Tabela 5 — Efeito inibitorio (%) das amostras PN e PN-s contra cinco cepas bacterianas.
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Efeito inibitério (%)W@®

Concentragéo __ i :
Amostra (mg/mL) L. monocytogenes S. aureus S. Enteritidis E. coli P. aeruginosa
ATCC 19115 ATCC 25923 IAL 1132 ATCC 25922 IAL 1026

PN 2 20,77 +0,20°* 4,27 0,574 6,00 + 1,48** 0,00 + 0,00** 0,00 + 0,00
4 12,42 +1,92%4 20,55 + 1,14 27,85 + 1,39 9,67 +1,08°* 30,48 +1,35"*

6 37,83+ 1,60 41,33 + 1,30 34,86 + 2,06°* 25,34 + 1,39 41,57 + 1,81

8 54,42 + 1,13 66,11 + 0,82 47,90 + 0,95 60,15 + 0,34%* 53,59 + 2,35

10 73,63 +1,78% 77,08 +3,12%4 63,84 + 1,26° 80,60 + 0,91%* 82,97 + 1,84°

PN-s 2 11,66 + 1,08°® 0,00 + 0,00°® 0,57 +0,03*® 0,00 + 0,00** 5,50 + 0,62°®
4 12,26 + 1,92*4 0,00 + 0,00%® 6,35 + 0,08°® 0,00 + 0,00% 15,06 + 0,99°®

6 18,51 + 0,91"® 5,07 +0,31°® 15,01 + 1,23%® 1,64 +0,15% 10,94 + 0,27

8 25,69 +1,91°® 10,70 + 1,82%® 19,70 + 0,57 8,80 + 0,52°® 29,29 +0,87%°

10 26,45 + 0,85 26,25 + 1,95 18,99 + 1,35%° 10,99 + 0,64°° 28,39 + 1,02

Fonte: Elaborada pela autora.

PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.

Nota: ¥) Os valores representam médias + desvio padréo (n = 3);
@ Em cada coluna, pelo Teste de Tukey, letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as concentracdes (p < 0,05) fixando o tipo de pectina;
®) Em cada coluna, pelo Teste de Tukey, letras maitisculas diferentes indicam diferenca significativa entre as pectinas (p < 0,05) fixando a concentragao.
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Os resultados do teste de microdiluicdo em caldo demonstraram que nenhuma das
pectinas, nas concentrac@es avaliadas, produziu uma diferenca na densidade dptica (DOg3o),
de 0 a 24 h, menor do que 0,05, valor este recomendado por Brandt et al. (2010). Portanto,
ndo foi possivel determinar as concentracdes inibitoria minima (CIM) e bactericida minima
(CBM) das amostras PN e PN-s, sendo talvez necessaria uma concentracdo mais elevada
desses polimeros. Concentragdes superiores a 10 mg/mL ndo foram testadas devido ao
comportamento viscoso caracteristico das solucdes de pectinas.

Com base nos dados contidos na Tabela 5, elaboraram-se as Figuras 17 e 18, que
relacionam graficamente o efeito inibitério das amostras de pectina (PN e PN-s) frente aos
dois grupos de bactérias de teste: Gram positivas e Gram negativas.

No geral (FIGURA 17, 18), verifica-se que a amostra PN exibiu um efeito
antibacteriano significativamente superior a PN-s (p < 0,05) em todas as concentracdes e para
todos os patdgenos testados, exceto a: 4 mg/mL para L. monocytogenes, cujos valores de
inibicdo produzidos pelos dois tipos de pectina ndo apresentaram diferenca significativa
(~12%); 2 mg/mL para P. aeruginosa, concentracdo na qual a PN-s desempenhou melhor
efeito inibitdrio; e 2 mg/mL para E. coli, concentracdo em que ambas as pectinas ndo inibiram
0 seu crescimento.

A acdo antibacteriana das pectinas apresentou uma tendéncia a aumentar com o
aumento da concentracdo do polimero em solucdo, demonstrando ser dose-dependente, exceto
em alguns casos, como a 4 mg/mL da amostra PN para L. monocytogenes e a 6 mg/mL da
amostra PN-s para P. aeruginosa, situacdes em que houve uma reducdo da inibicdo quando
comparada a concentracdo imediatamente anterior (FIGURA 17, 18).

Em relagdo as bactérias Gram positivas (FIGURA 17), a amostra PN exibiu maior
atividade inibitéria a 10 mg/mL (p < 0,05), sendo de 73,63% para L. monocytogenes e de
77,08% para S. aureus. Na menor concentracdo testada (2 mg/mL), a L. monocytogenes
demonstrou-se mais sensivel a acdo da PN do que S. aureus. Quanto a amostra PN-s, esta foi
mais efetiva contra L. monocytogenes. Nas duas menores concentragdes avaliadas (2 e 4
mg/mL), a PN-s ndo conseguiu inibir o crescimento do S. aureus, enguanto que 0s percentuais
de inibigdo alcangados contra L. monocytogenes ndo diferiram entre si a um nivel de 5% de
significancia (~12%). Além disso, essa pectina apresentou acao significativamente superior a
10 mg/mL (p < 0,05), assim como observado para PN, com inibigdes de 26,45% e 26,25%

para L. monocytogenes e S. aureus, respectivamente.
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Figura 17 — Atividade antibacteriana das amostras PN e PN-s
contra L. monocytogenes (A) e S. aureus (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.

Para as bactérias Gram negativas (FIGURA 18), a PN também foi mais efetiva na
concentracdo de 10 mg/mL (p < 0,05). A maior atividade foi verificada contra E. coli e P.
aeruginosa, sendo as inibi¢des de 80,60% e 82,97%, respectivamente, superando os valores
observados para as bactérias Gram positivas e para S. Enteritidis (63,84%). A solucao de 2
mg/mL da PN ndo demonstrou nenhuma agéo sobre E. coli e P. aeruginosa, sendo que para S.
Enteritidis foi alcancada uma inibi¢do de 6,00%. Em relacdo & PN-s, 0s maiores percentuais
de inibicdo foram obtidos nas concentracGes de 8 e 10 mg/mL contra S. Enteritidis (19,70% e
18,99%) e P. aeruginosa (29,29% e 28,39%). Nestas concentracfes, os valores de inibicao
estdo bem préximos e estatisticamente nao diferiram entre si (p < 0,05). Assim como foi
verificado para S. aureus, as concentragOes de 2 e 4 mg/mL da PN-s ndo apresentaram efeito

inibitdrio contra E. coli, enquanto que a solugdo de 2 mg/mL produziu uma inibicdo muito
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baixa contra S. Enteritidis (0,57%). A E. coli foi a bactéria que demonstrou menor
sensibilidade a PN-s em todas as concentragdes testadas.

Figura 18 — Atividade antibacteriana das amostras PN e PN-s
contra S. Enteritidis (A), E. coli (B) e P. aeruginosa (C).
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Fonte: Elaborada pela autora.
PN, pectina do noni nativa; PN-s, pectina do noni sulfatada.
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A pectina extraida do fruto de Aegle marmelos (BFP), de baixa esterificacdo
(47,20%) e peso equivalente de 1,209 x 10°% exibiu atividade antibacteriana contra Bacillus
cereus e E. coli, nas concentracfes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL, e teve sua acdo comparada a
pectina citrica comercial (HiMedia Laboratories Ltda., Mumbai, india). As maiores inibicdes
foram produzidas pela BFP, que demonstrou ser mais efetiva contra E. coli em todas as
concentragdes testadas. Inibi¢cbes em torno de 20 e 40% foram alcangadas contra B. cereus e
E. coli, respectivamente, a 2 mg/mL de BFP, enquanto que a pectina citrica comercial
produziu inibicdes proximas a 15 e 25% nas mesmas condi¢fes (JINDAL et al., 2013a).
Comparando esses dados com os resultados obtidos nesta pequisa, verifica-se que a PN a 2
mg/mL, ao contrario do que foi observado por Jindal et al. (2013a), ndo teve acdo contra E.
coli, mas produziu inibicdo de 20,77% contra L. monocytogenes, além de agir também contra
S. Enteritidis (6,00%) e S. aureus (4,27%).

Em um estudo anterior, Bae et al. (2009) realizaram a sulfatacdo da pectina citrica
comercial (CPKelco, Alemanha) de alta metoxilacdo (70%) e avaliaram o efeito dessa
modificacdo quimica na atividade antibacteriana do polimero. Foram testadas as
concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL das pectinas nativa e sulfatada. A pectina sulfatada,
com 2,68% de enxofre e grau de sulfatacdo (GS) de 0,15, apresentou melhor atividade
inibitéria do que a nativa, exceto a 0,5 mg/mL para B. cereus. Foram alcanc¢adas inibicGes de
20 e 58% contra B. cereus KACC 10001 e Vibrio fischeri KACC 11254, respectivamente, a
2,0 mg/mL da pectina modificada. Verificou-se que a sulfatacdo aumentou a capacidade da
pectina citrica em inibir o crescimento dos micro-organismos de teste, sendo esta acdo mais
efetiva contra V. fischeri.

Na presente pesquisa, 0 processo de sulfatacdo da pectina do noni reduziu a sua
acdo antibacteriana, resultado oposto ao encontrado por Bae et al. (2009). E importante
ressaltar que o teor de enxofre e o GS da pectina do noni derivada foram superiores aos
relatados por esses autores, sendo de 12,51% e 0,92, respectivamente. Estas caracteristicas
tém impacto no comportamento e atividade do polimero (JUNG et al., 2011) e podem ter sido
as responsaveis pela menor agdo da PN-s. A maior densidade de cargas negativas da amostra
PN-s pode ter causado a reducdo de sua interacdo com a superficie da parede celular
bacteriana. Além disto, foram testadas cepas de micro-organismos distintas das utilizadas nos
estudos anteriormente citados, o que também tém infuéncia sobre o resultado, visto que cada

organismo apresenta uma sensibilidade diferente aos agentes antibacterianos.
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A modificacdo por sulfatacdo tem sido também realizada em outros
polissacarideos. Quitosana de alta massa molar (4,6 x 10° g/mol) e 82% de desacetilagdo foi
sulfatada, apresentando 9,03% de enxofre e GS de 0,67 (PIRES et al., 2013). O seu efeito
inibitorio sobre o crescimento bacteriano foi avaliado contra S. aureus ATCC 6538 e P.
aeruginosa ATCC 9027. A quitosana modificada, na maior concentracao testada (0,3%, m/v),
ndo foi capaz de inibir o crescimento dos micro-organismos, quando comparado ao controle.
De acordo com os autores, 0 peso molecular e o grau de sulfatacdo podem ter afetado a acédo
do polimero, sendo necessaria, provavelmente, uma reducdo dos valores desses parametros
para conferir acdo a quitosana.

Chen, Liau e Tsai (1998 apud PIRES et al., 2013) verificaram o efeito do
aumento do teor de enxofre no derivado de quitosana. Com baixo teor de enxofre (0,63%), a
quitosana modificada apresentou uma concentracdo inibitéria minima (CIM) contra as
bactérias Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Salmonella Typhimurium e Bacillus
cereus menor do que a obtida para a quitosana desacetilada (69% de desacetilagcdo). Quando o
percentual de enxofre, presente na molécula, sofreu um aumento (13,03%), afetou
negativamente o seu efeito antibacteriano.

Com base no que foi exposto, demonstra-se que a pectina, polimero naturalmente
encontrado nos vegetais superiores, apresenta acao inibitéria contra diversas bactérias de
relevancia para a salde publica e seguranca de alimentos. O efeito inibitorio produzido por
esse polimero € variavel, diferenciando-se entre as varias pectinas disponiveis, estando ligado
as caracteristicas particulares de cada molécula.

As modificacBes quimicas dos polissacarideos surgem como alternativa para
aprimorar suas atividades bioldgicas. A sulfatacdo da pectina, modificacdo abordada neste
estudo, pode aumentar a sua acdo antibacteriana, como foi verificado por Bae et al. (2009).
Mas ndo se sabe até que nivel de GS essa acdo serd potencializada, pois, como foi visto
através desta pesquisa, um maior GS produziu efeito negativo, resultado contrario ao
verificado por outros autores, de acordo com a literatura consultada. Segundo Bae et al.
(2009), além das modificagdes produzidas na estrutura quimica do polimero pela sulfatacéo,
outros fatores podem, possivelmente, afetar a atividade antibacteriana, como o tipo de
organismo alvo e o peso molecular. Vale ressaltar que a densidade de cargas presente no
polimero, a distribuicéo e a localizacdo dos grupos funcionais também tém impacto sobre suas

propriedades bioldgicas.
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O mecanismo de acdo dos polissacarideos € complexo e ainda ndo estd bem
esclarecido (FAN et al., 2012). Acredita-se que a acdo antibacteriana esteja relacionada com
0s receptores do peptideoglicano e os ligantes das células alvo, havendo uma interacao entre
os grupos funcionais do polimero e os constituintes da parede celular das bactérias
(lipopolissacarideos, peptideoglicano e proteinas citoplasméticas). Isto pode ocasionar uma
alteracdo na permeabilidade da célula bacteriana, acarretando a perda de constituintes
citoplasmaticos e a consequente morte celular (ANDERSON et al., 2002; FAN et al., 2012).
Além disso, o comportamento fisiolégico do organismo alvo tem grande contribuicdo na
suscetibilidade ao antimicrobiano, pois como foi observado, tanto as bactérias Gram positivas
guanto as Gram negativas apresentaram sensibilidades diferentes.

Mais estudos envolvendo a aplicacdo das pectinas como agentes antibacterianos
sdo necessarios, a fim de elucidar os seus mecanismos de acdo e determinar 0s possiveis

fatores que podem interferir na eficacia dessa atividade biol6gica.
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6 CONCLUSOES

e O fruto do noni apresenta potencial para ser utilizado como fonte de pectina, pois
através do método de extracdo empregado nesta pesquisa, pdde-se obter pectina de
baixa esterificagdo (GE = 38,34%) e de alta massa molar (222,82 kg/mol), com
rendimento médio (15%) compativel a fontes industriais, como bagagco da macd e
polpa da beterraba agucareira;

e A sulfatacdo da pectina do noni promoveu alteragdes em sua estrutura e composicao,
as quais afetaram suas caracteristicas quimicas e reoldgicas. O polimero sulfatado
exibiu maior carater eletronegativo e menor massa molar, o que contribuiu para o
aumento da solubilidade em meio aquoso e para a producdo de dispersdes coloidais
mais estaveis. Consequentemente, houve reducdo da viscosidade, com ambos 0s
polimeros apresentando comportamento pseudoplastico. Além disso, verificou-se um
aumento da estabilidade térmica da pectina apos a sulfatacéo;

e As pectinas do noni, nativa (PN) e sulfatada (PN-s), apresentaram atividade
antibacteriana contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Enteritidis. No entanto, ndo foi possivel
observar a acdo bactericida dos polimeros frente a esses micro-organismos;

e A pectina do noni nativa demonstrou-se mais efetiva do que a sulfatada, em todas as
concentracdes testadas (2 a 10 mg/mL), apresentando efeitos inibitérios mais
expressivos, a 10 mg/mL, frente a E. coli (80,60%) e P. aeruginosa (82,97%);

e O processo de sulfatacdo afetou negativamente a acdo antibacteriana da pectina do
noni, ocasionando perdas em sua atividade. Os maiores percentuais de inibicdo
produzidos pelo polimero sulfatado foram observados para L. monocytogenes
(26,45%), S. aureus (26,25%) e P. aeruginosa (28,39%), a 10 mg/mL.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Diante da crescente demanda por pectina, 0 noni surge como uma fonte alternativa de
obtencdo desse polimero, podendo ser alcangados maiores rendimentos, acima do
verificado nesta pesquisa, atraves de estudos de otimizacdo do processo de extracéo.
Alguns fatores podem ser trabalhados na otimizagdo desse processo, a fim de
maximizar o rendimento em pectina, como varia¢des no pH, tempo e temperatura de
extracao, e forca do agente extrator (concentracao);

e O grau de sulfatacdo (GS) do polimero derivado pode influenciar a sua acao
antibacteriana, intensificando-a ou até mesmo reduzindo-a. Neste sentido, pesquisas
podem ser conduzidas com o intuito de produzir e avaliar a atividade antibacteriana de
derivados da pectina do noni com diferentes valores de GS, e assim possibilitar uma
correlacdo da atividade bioldgica do polimero com essa caracteristica quimica;

e Embora ndo tenha sido verificada uma potencializacdo da acdo antibacteriana da
pectina do noni pelo processo de sulfatacdo, o polimero demonstrou-se facilmente
modificavel. Outras modificacBes quimicas, como a quaternizacdo e a funcionalizacéo
com acidos graxos naturais, surgem como possibilidade para a melhoria dessa
propriedade bioldgica da pectina, podendo ser aplicadas e investigados os seus efeitos;

¢ O mecanismo de acdo antibacteriana da pectina parece ser complexo e sua atividade
variavel, sendo os estudos dessa propriedade ainda escassos, necessitando de maiores
investigagcBes. Acredita-se que a massa molar, as caracteristicas fisioldgicas do
organismo alvo, a densidade de cargas e sua distribuicdo sdo possiveis fatores capazes
de afetar a sua eficdcia contra 0s micro-organismos, podendo ser investigadas
diferentes variacfes desses parametros;

e Pesquisas podem ser desenvolvidas a fim de avaliar o potencial de toxicidade da
pectina do noni sobre organismos vivos e sistemas bioldgicos, através de testes
toxicoldgicos in vitro e/ou in vivo. Os resultados desses ensaios poderdo possibilitar a
aplicagdo do polimero pelas industrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos,

caso seja comprovada a sua seguranga de uso.
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