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RESUMO

As frutas tropicais nativas e/ou exoéticas de grande potencial agro-industrial, apresentam um
elevado potencial para consumo. Porém, um grande volume de residuos contendo varios
componentes bioativos é gerado e descartado no meio ambiente, causando sérios danos
ambientais. Neste contexto este trabalho teve como objetivo a obtencdo de extratos de diferentes
frutas exoticas e avaliagdo do potencial antimicrobiano dos mesmos frente as bactérias Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis, Serratia marcescens e Staphylococcus aureus. Inicialmente foram
obtidos extratos dos residuos das frutas dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui’), granadilla
(Passiflora ligularis), kiwi (Actinidia deliciosa), mirtilo (Vaccinium myrtillus), noni (Morinda
citrifolia), sapoti (Manilkara zapota), tamarillo (Solanum betaceum) e tamarindo (Tamarindus
indica) utilizando os solventes dgua destilada, acetona, metanol e etanol em concentracdes de
40 a 80%, os quais foram avaliados quanto ao potencial antimicrobiano. Destes, 0s que
apresentaram maior potencial antimicrobiano foram os extratos da jungéo cascas e sementes de
tamarindo (etanol 80%) e os extratos de semente de granadilla (acetona 80%) com valores de
concentracdo inibitéria minima de 0,39 mg/mL. Para estes extratos, realizou-se experimentos
variando-se a proporcao solido:solvente, agitacdo e tempo de extracdo, onde avaliou-se a
atividade antimicrobiana e composi¢do de compostos fendlicos e flavonoides totais. O extrato
da juncdo casca e semente de tamarindo com solvente etanol 80% na condi¢do 5 (temperatura:
36 °C; razdo soélido:solvente, 1,5:10 e tempo: 50 min) e extrato de semente de granadilla com
solvente acetona 80% na condicdo 4 (temperatura: 54°C; razdo solido:solvente 5:10 e tempo:
20 min), foram os que apresentaram maior potencial antimicrobiano. Por outro lado, os maiores
teores de fendlicos (104,29 mg GAE.g* e 31,21 mg GAE.g?) foram obtidos nas condigGes 12:
(temperatura: 45 °C; razéo solido:solvente: 6:10 e tempo: 35 min.) e 8: (temperatura: 54 °C;
razdo solido:solvente: 5:10 e tempo: 50 min) e flavonoides totais (70,76 mg quercetina.g™* e
13,94 mg quercetina.g™l) foram obtidos nas condicbes 4: (temperatura: 54 °C; razdo
solido:solvente: 5:10 e tempo: 20 min.) e 12: (temperatura: 45 °C; razdo sélido:solvente: 6:10
e tempo: 35 min.) para os extratos de sementes de granadilla e juncéo das cascas e sementes de
tamarindo, respectivamente. Os extratos das frutas exdticas estudadas neste trabalho e ainda
ndo relatados na literatura demonstraram potencial para serem usados em estudos futuros como
antimicrobianos naturais de alimentos.

Palavras-chave: Residuos de frutas. Antimicrobiano natural. Frutas exéticas. Microbiologia.
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ABSTRACT

The native and/or exotic tropical fruits of great agriculture-industrial potential, present a high
potential for consumption. However, a great volume of residues containing several components
bioativos has generated and discarded in the environment, causing serious environmental
damages. In this context, this work had as objective the obtaining of extracts of different exotic
fruits and evaluation of the potential antimicrobial of the same front the bacteria Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis, Serratia marcescens and Staphylococcus aureus. Initially they were
obtained extracts of the residues of the fruits dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui'), granadilla
(Passiflora ligularis), kiwi (delicious Actinidia), bilberry (Vaccinium myrtillus), noni (Morinda
citrifolia), sapodilla (Manilkara zapota), tamarillo (Solanum betaceum) and tamarind
(Tamarindus indica) using the solvents distilled water, acetone, methanol and ethanol in
concentrations from 40 to 80%, which were appraised as for the potential antimicrobial. Of
these, the ones that introduced adult potential antimicrobial were the extracts of the junction
peels and tamarind (ethanol 80%) seeds and the extracts of granadilla (acetone 80%) seed with
values of concentration minimum inhibitory of 0,39 mg/mL. For these extracts, he/she took
place experiments being varied the proportion solid:solvent, agitation and time of extraction,
where it was evaluated the activity antimicrobial and composition of phenolic compounds and
total flavonoids. The extract of the junction peel and tamarind seed with solvent ethanol 80%
in the condition 5 (temperature: 36 °C; reason solid:solvent, 15:10 and time: 50 min) and extract
of granadilla seed with solvent acetone 80% in the condition 4 (temperature: 54°C; reason
solid:solvent 5:10 and time: 20 min), they were the ones that presented adult potential
antimicrobial. On the other hand, the largest phenolics tenors (104,29 mg GAE.g. ™ and 31,21
mg GAE.g.Y) they were obtained in the conditions 12: (temperature: 45 °C; reason
solid:solvent: 6:10 and time: 35 min.) and 8: (temperature: 54 °C; reason solid:solvent: 5:10 and
time: 50 min) and total flavonoids (70,76 mg quercetina.g.™ and 13,94 mg quercetina.g.™) they
were obtained in the conditions 4: (temperature: 54 °C; reason solid:solvent: 5:10 and time: 20
min.) and 12: (temperature: 45 °C; reason solid:solvent: 6:10 and time: 35 min.) for the extracts
of granadilla seeds and junction of the peels and tamarind seeds, respectively. The extracts of
the exotic fruits studied in this work and still no told in the literature demonstrated potential for
they be used in future studies as natural antimicrobials of foods.

Keywords: Waste of fruit. Exotic fruit. Nature antimicrobial. Microbiology.
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1. INTRODUCAO

O consumo de frutas exoticas no Brasil vem apresentando um aumento significativo na
demanda. O Ceagesp de S&o Paulo, referéncia na comercializacdo e maior entreposto de
alimentos frescos na América Latina, constatou o aumento de 5.700 toneladas nas vendas de
frutas exoticas em 2012. Comparado com 2011, o volume representa um aumento de 8,11%.
Apesar deste aumento, o volume total ainda é pequeno em relacdo ao volume total das demais
frutas, e ainda que seja considerado um nicho de mercado, a tendéncia é de crescimento
(WATANABE & OLIVEIRA, 2014).

Os residuos das frutas, material organico sem utilizacdo comercial muitas vezes
transformam-se em uma fonte de poluicdo ambiental (AJILA et al., 2007). Varios estudos tém
revelado que as cascas e as sementes de romd (JARDINI & MACINNI-FILHO, 2007), umbu
(MELO & ANDRADE, 2010), jatoba (DIAS et al., 2013), ameixa selvagem (ALMEIDA et al.,
2016), casca e semente do noni (COSTA et al., 2013), sementes de mac¢a macaco (ONIVOGUI
et al., 2016), sementes de tamarindo (PRABHU & TELI, 2014) entre outros exibem um teor
relevante de fitoquimicos bioativos, como, flavonoides, antocianinas, carotenoides, compostos
fendlicos (JARDINI & MACINNI-FILHO, 2007; MELO e ANDRADE, 2010; DIAS et al.,
2013; ALMEIDA et al., 2016), os quais sdo amplamente reconhecidos pelas suas propriedades
promotoras de salde e aplicacdes tecnoldgicas, como antioxidantes e antimicrobianos,
representando, portanto, potenciais fontes naturais dessas substancias (JORGE &
MALACRIDA, 2008). Varios destes compostos presentes em frutas e seus residuos tém
conferido potencial antimicrobiano frente a micro-organismos tais como: Aeromonas
hydrophila, Bacillus subtilis, Escherichia coli 0157:H7, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
Typhimurium e Staphylococcus aureus ATCC 6538 (AYAZ et al., 2008; BLAZEVIC et al.,
2010; ONIVOGUI et al., 2016).

As frutas dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui’), granadilla (Passiflora ligularis), kiwi
(Actinidia deliciosa), mirtilo (Vaccinium myrtillus L), noni (Morinda citrifolia), sapoti
(Manilkara zapota L.), tamarillo (Solanum betaceum) e tamarindo (Tamarindus indica),
apresentam uma gama de funcionalidades ao seu uso, como, consumo in natura, medicamentos
fitoterapicos, geleias, sorvetes, sucos e outros, o que acarreta na producdo consideravel de
residuos que muitas vezes nao tem um destino apropriado (NIKKON et al., 2003; FERRARI et
al., 2004; CHAN-BLANCO et al., 2006; GARCIA, 2008; OH, 2010; STONEHOUSE et al.,
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2013; KIM et al., 2014 ). No qual, os residuos poderiam ser utilizados para a obtencdo de
extratos ricos em compostos bioativos e avaliacdo do seu potencial antimicrobiano. Tornando
assim, o aproveitamento sustentavel dos residuos (GONZALEZ-PARAMAS et al., 2004).

Na literatura ndo foram encontrados estudos que avaliaram o potencial
antimicrobiano dos extratos de residuos destas frutas frente as bactérias patogénicas, exceto,
Velicanski et al. (2016) que verificaram a atividade antibacteriana do extrato de bagaco de
mirtilo contra Staphylococcus saprophyticus, Bacillus sp., Listeria monocytogenes e
Salmonella sp. Porém, ndo ha estudos sobre o potencial antimicrobiano de diferentes extratos
das cascas de mirtilo e Dhougari (2006), o qual constatou o potencial antimicrobiano da casca
de tamarindo frente a E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis e S. aureus. Dessa maneira, a obtengéo
dos extratos dos residuos das frutas exdticas e o estudo do potencial antimicrobiano torna-se
uma alternativa importante para reduzir os residuos industriais e contribuir com a protecéo ao
meio ambiente. Além disto, o fato de ndo haver relatos sobre a utilizacdo dos mesmos para estes
fins citados, serviu de incentivo para o desenvolvimento deste projeto.

O conhecimento do conteldo de compostos bioativos e da capacidade antimicrobiana
de residuos das frutas exaticas visa agregar valor comercial e industrial a estas frutas, contribuir
para 0 reaproveitamento e propor alternativas para ciéncia dos alimentos, garantindo desta
maneira a seguranca alimentar, e a satde da populacdo, através da reducao de efeitos deletérios
provocados pela contaminacdo microbioldgica de alimentos. Neste contexto, este trabalho teve
como objetivo a obtencdo de extratos destas frutas exoticas para fins de aplicacdo como agentes

antimicrobianos frente as bactérias patogénicas de alimentos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Frutas exdticas

O consumo de frutas ja ndo € apenas um resultado do gosto e preferéncia pessoal, mas
tornou-se uma preocupacéao de satde devido ao contetdo vital de nutrientes das frutas. Além
de nutrientes essenciais, a maioria das frutas apresentam quantidades consideraveis de
micronutrientes, como minerais, fibras, vitaminas e compostos fitoquimicos secundarios.
Evidéncias crescentes mostram a importancia desses micronutrientes (OBON et al., 2011;
RUFINO et al., 2010).

Do ponto de vista bioldgico, frutas exéticas sdo todas aquelas que foram introduzidas
de outros paises, ja alguns autores consideram como sendo frutas exdticas todas aquelas que
apresentam o sabor diferenciado ou caracteristicas diferenciadas que as distinguem dos demais
no formato, cor e arquitetura da planta (WATANABE & OLIVEIRA, 2014). Outros autores
definem ainda que, frutas exdticas sdo aquelas cuja utilizacdo era restrita a pessoas que vivem
em area geografica limitada (OLIVEIRA et al., 2006; ASSIS et al., 2009).

A fruticultura nacional tem grande potencial de expansdo, pois ha inUmeras frutas
nativas e exdticas muito pouco exploradas economicamente, cujos estudos para expandi-las, na
sua maioria, estdo em andamento, como por exemplo, atemoia, mana, canistel, mirtilo, lichia,
physalis, carambola, entre outras (SILVA et al., 2002). H& algumas décadas, essas plantas eram
desconhecidas do mercado mundial, mas atualmente ocupam um crescente nicho no mercado
de frutos exdticos na Europa e Estados Unidos, onde vém atraindo cada vez mais a atencdo de
comerciantes e consumidores, ndo sO por sua exdtica aparéncia, como também por suas
caracteristicas sensoriais, nutracéuticas e alto valor comercial (ESQUIVEL & AYARA-
QUESADA, 2012).

A fruticultura brasileira posiciona-se em terceiro lugar quanto a produ¢do mundial de
frutas, revelando seu enorme potencial para expandir-se no mercando internacional,
principalmente com a divulgacéo e insercdo de frutas exdticas nesses mercados (BUENO &
BACCARIN, 2012). O Brasil apresenta grande diversidade de frutiferas nativas, porém sem
expressdo e producdo significativas, devido a falta de conhecimentos que permitam introduzi-
las como plantas cultivadas. Paralelamente, observa-se a crescente busca dos produtores por
novas opg¢des de cultivo, ao passo que se constata aumento na procura de frutas exoticas por

parte dos consumidores (ANDRADE et al., 2009). Entretanto, inserir uma nova espécie como
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planta cultivada exige previamente conhecé-la em seus aspectos morfologicos e
comportamentais no ambiente natural (PIMENTA et al., 2014). A oferta de algumas variedades
de frutas exoticas nos principais CEASAs, em especial do mercado da CEAGESP, teve
crescimento surpreendente em razdo do excelente sabor, como foi o caso da lichia, do
mangostédo e das frutas vermelhas: amora e framboesa. Em relagdo a algumas frutas, a demanda
estd relacionada ao saudosismo dos consumidores com sua origem, como € o caso dos
nordestinos com o umbu e abiu (WATANABE & OLIVEIRA, 2014).

A dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui'), (Figura 1), ¢ uma nova cultura hibrida de citros
na Coréia do Sul e tem sido considerada como um citrino com potencial valor comercial por
causa de seu aroma agradavel (OH, 2010). O fruto de coloragdo alaranjada possui uma
protuberancia caracteristica no pedunculo, parte que liga a fruta a planta. A dekopon nao possui
sementes e é bem &cida, mas ap6s dez dias de maturacdo pode apresentar uma polpa doce
(CEAGESP, 2016). Essa fruta é usada primeiramente para a manufatura do suco, as cascas séo
o0 principal subproduto e geralmente séo descartadas. Se eles ndo sdo processados, as cascas
tornam-se residuos e uma possivel fonte de poluicdo ambiental. No entanto, as cascas de citrinos
sdo uma fonte atrativa de fitoquimicos (por exemplo, pectina, flavonoides e carotenoides) com
potenciais beneficios para a saude (MANDALARI et al., 2006). A dekopon chegou ao Brasil
na década de 1980 por meio do agricultor Unkichi Taniwaki que cultivou a combinacdo de
tangerinas no sul de Minas Gerais e cedeu mudas da fruta para outro agricultor em Sao Paulo.

Hoje a tangerina pode ser encontrada em varias regides do pais (CEAGESP, 2016).

Figura 1 - dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui’)

Fonte: (Este tral

A granadilla (Passiflora ligularis Juss), (Figura 2), é uma fruta nativa originaria da

Cordilheiras dos Andes, seus frutos tém sementes envoltas por uma pelicula doce. E uma fruta
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com grande participagdo no mercado nacional e internacional para consumo como fruta fresca
e muito apreciada pelas suas caracteristicas organolépticas (MIRANDA, 2012). Vérios tipos de
frutos do Passifloraceae demonstraram possuir efeitos antioxidantes e antimicrobianos. No
entanto, os frutos de P. ligularis ndo tenham sido expostos a investigacdes antioxidantes e
farmacoldgicas (SARAVAN & PARIMELAZHAGAN, 2014). O Brasil é abastecido de
granadilla pelo comércio da Coldmbia através da Companhia de Entrepostos e Armazéns
Gerais de Séo Paulo (CEAGESP), (CEAGESP, 2016).

Figura 2 - granadilla (Passiflora ligularis)

Fonte: (Este tralho).

O mirtilo (Vaccinium myrtillus), (Figura 3), € uma espécie de planta nativa da Europa
do Norte e Central, amplamente difundido também no Alpes e Apeninos italianos (KIM et al.,
2014). O Chile é o principal produtor de mirtilos do hemisfério Sul e o terceiro a nivel mundial,
com uma area estimada em 13.000 hectares e uma produgdo de 113.000 toneladas no ano de
2012, sendo responsavel por mais de 90% das exportac6es de mirtilos frescos aos mercados do
hemisfério norte (VILLATA, 2012). O mirtilo foi introduzido no Brasil no ano de 1983, atraves
de uma colecéo de plantas trazidas pela Embrapa Clima Temperado (Pelotas-RS). O Rio Grande
do Sul é o Estado que mais se destaca na producdo de mirtilo, com 45 produtores rurais,
ocupando uma area de 65 ha com producdo de 150 toneladas (FACHINELLO, 2008). O
principal mercado dessas frutas no Brasil é a agroindustria, o Chile é responsavel por abastecer
90% do volume dessas frutas demandados pelas industrias processadoras no Brasil. A oferta
dessas frutas no Entreposto Transporte Sdo Paulo (ETSP) da CEAGESP se da durante todo o
ano, entre novembro e abril sdo comercializadas as frutas nacionais e durante 0s outros meses
do ano, a importada (CEAGESP, 2006).
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Figura 3 - mirtilo (Vaccinium myrtillus)

Fonte: (Este trabalho).

O Kiwi (Actinidia deliciosa), (Figura 4), € uma fruta nativa das montanhas do sul da
China. O desenvolvimento comercial do fruto ocorreu na Nova Zelandia, com um numero de
cultivares selecionadas a partir de sementes de A. deliciosa (SCOTT et al., 1986). O fruto possui
uma fonte de vitamina C e contém varios outros nutrientes e fitoquimicos que contribuem para
melhorar os beneficios para a salde (STONEHOUSE et al., 2013). A maior parte dos kiwis
consumidos no Brasil é importada, principalmente do Chile, pois a producdo nacional ndo
atende a demanda interna. No Brasil, existem pomares comerciais em muitos municipios do
Estado do Rio Grande do Sul, com maior destaque para Farroupilha. A cultura também se
encontra em expansao nos Estados de Santa Catarina e Parand (TRICHES & SEBBEN, 2006).

Figura 4 - Kiwi (Actinidia deliciosa)

Fonte: (Casa Gonsalez, 2013).

O noni (Morinda citrifolia L.), (Figura 5), ¢ um membro da planta Familia Rubiaceae,

e cresce em areas de zonas tropicais e subtropicais. O noni, originario da Polinésia, Austrélia e


http://www-sciencedirect-com.ez20.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996910004345#bb0190
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algumas ilhas do Pacifico, € conhecida localmente como "frutas magicas" e tem sido usado
como uma medicina tradicional e comida para séculos (SU et al., 2005). Estudos descobriram
que o noni (Morinda citrifolia L.), especialmente as folhas e frutos sdo plantas medicinais que
contém compostos antibacterianos, tais como, antraquinona, flavonoides, alcaloides e
saponinas que sao capazes de inibir o crescimento de bactérias patogénicas gastrointestinais,
bem como Salmonella Sp. e Shigella sp. (MURDIATI et al., 2000). Segundo Correia et al.,
(2011), o cultivo do noni ¢é relatado nos Estados do Acre, Sdo Paulo, Minas Gerais, Par4,
Sergipe, Ceara, dentre outros. Contudo, os estudos de pesquisa desenvolvidos com essa espécie

no pais ainda séo incipientes.

Fonte: (Este trabalho).

O sapoti (Manilkara zapota), (Figura 6), é proveniente de uma espécie de arvore tropical
que foi usada pelos antigos maia na construgdo de seus templos e como fonte de frutas
(THOMPSON et al., 2015). O Manilkara zapota (L.) pertencente a familia Sapotaceae, é nativa
do México e América Central, mas também ¢é cultivada em todo o subcontinente indiano,
incluindo Bangladesh (PATRICIA et al., 2008). No Brasil, a maior parte da producao de sapoti
é originaria do Nordeste, sendo o estado de Pernambuco o maior produtor nacional com média
de 97 mil frutos/ha; outros estados como a Bahia, Ceard, Par4 e Paraiba se destacam em
produtividade (BRITO et al., 2007).
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Fonte: (Este trabalho).

O Tamarillo (Solanum betaceum Bosh), (Figura 7), proveniente de uma arvore frutifera
de origem andina cultivada principalmente na Colémbia e no Equador para uso no mercado de
frutas frescas e na industria de processamento de alimentos (STANGELAND et al., 2009). Os
frutos podem ser consumidos de muitas maneiras, como comido cru como uma sobremesa ou
em salada. Os frutos sdo suculentos, com uma cor muito atraente. Devido a demanda dos
consumidores e seu potencial de exportacdo, o cultivo desta fruta no Equador aumentou desde
adécada de 1980 (MERTZ et al., 2010). No Brasil, o fruto continua pouco conhecido: na Bahia,
recebe o nome de “"tomatdo"; em S&o Paulo, de "tomate francés"”, e na regido sul de Minas
Gerais é popularmente conhecido como “"tomate-de-arvore". Com relacdo a sua
comercializacdo, pode ser encontrado em alguns mercados das Regifes Sul e Sudeste,
provenientes de importacdes (GUILHERME et al., 2012). O tamarillo é trazido para
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP) pela o comércio da
America Latina, (CEAGESP, 2016). No Brasil, é cultivado basicamente em quintais,
principalmente na Bahia, Minas Gerais e Sdo Paulo (AGROFORESTRYTREE, 2007). Em
Diamantina-MG, essa espécie é encontrada em abundancia em quintais, mesmo sem tratos
culturais adequados (PANTOJA et al., 2009).
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Figura 7- Tamarillo (So_l‘anum betaceum Bosh)
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Fonte: (Este trabalho).

O tamarindo (Tamarindus indica L.), (Figura 8), é uma espécie de fruto tropical sazonal
que cresce em regides relativamente secas nos trépicos. Sua polpa doce e aromatica contém
polifendis, influenciados por fatores regionais e sazonais (AMARARATHNA et al., 2015).
Atualmente, é assumido que o tamarindo se originou na Africa e foi introduzido na india pelos
seres humanos no inicio da histéria ou pré-histéria (BLENCH, 2003; DIALLO et al., 2007).
No Brasil, as plantas sdo bem adaptadas e subespontaneas em varios Estados, sendo encontradas
em plantacdes dispersas, como ocorre na regido Nordeste, onde o tamarindo é considerado fruto
tipico (SOUSA et al., 2010).

Figura 8 - Tamarindo (Tamarindus indica)

Fonte: (Este trabalho).
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2.2. Aproveitamento de residuos de frutas exdticas

As frutas tropicais nativas e/ou exoticas de grande potencial agro-industrial, apresentam
um elevado potencial para consumo, especialmente sob a forma de produtos industrializados.
No entanto, um grande volume de residuos € gerado pela agro-industria brasileira diéria. Tais
residuos tem a maioria de seu uso limitado a inddstria alimentar animal ou é descartado no meio
ambiente, causando sérios danos ambientais (BABBAR et al., 2011; CRIZEL et al., 2011). No
tocante ao processamento de polpas de frutas, o problema mais grave notado na totalidade de
empresas de polpa de fruta é o desperdicio de matéria orgénica ao longo do processo. Este
desperdicio se inicia na selecdo das frutas padronizadas, pois as frutas ndo enquadradas no
padrdo pré-determinado sdo descartadas e recolhidas pelo sistema de limpeza publica
(JERONIMO, 2002). Em seguida, no descascamento/corte: quando ha a obtencdo das cascas
e/ou sementes. A etapa de descascamento ndo é aplicada a goiaba, ao umbu e a manga. Por fim,
no despolpamento, obtém-se o bagago (casca e ou sementes), que ficam retidas na
despolpadeira; é o caso das referidas frutas (DIAS & ALVES, 2011).

Mirabella et al. (2014), através da realizacdo de extensa revisao da literatura, apresentou
passivos e limitaces de valorizacdo dos residuos de processamento de alimentos,
especialmente residuos de processamento de frutas em agroindustrias. Os principais usos e
aplicagdes dos ingredientes funcionais derivadas desta transformacéo séo apresentados para 0s
campos farmacéuticos e nutracéuticos (SILVA & JORGE, 2014). Porém, recentes descobertas
cientificas oferecem oportunidades para reutilizacao eficaz dos residuos de alimentos, levando
ao desenvolvimento inovador de produtos de grande importancia econémica (NAZIRI et al.,
2014).

H4 indicios do uso de residuos de frutas exéticas para a recuperacao de compostos em
aplicacdes no sistema alimenticio. Diante dessas aplicagdes, foram utilizados dleos extraidos
de sementes de frutas, a fim de identificar a presenca de compostos bioativos (SILVA &
JORGE, 2014). Ayala-Zavala et al. (2010), visando a exploracéo integral dos subprodutos da
fruta ricos em compostos ativos, constataram atividade antioxidante e antimicrobiana em
estudo. Também foi verificado boa aplicagdo como agentes aromatizantes, aditivos
texturizador e corantes. Gerhardt et al. (2012), obtiveram extratos alcodlicos a partir de residuos

de frutas exdticas para prospec¢édo da atividade antibacteriana.
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Os extratos vegetais sdo prepara¢fes concentradas, que podem ser obtidas através de
diferentes processos, tais como infusdo, decocgdo, maceragdo, percolacdo, dentre outros
(OLIVEIRA & AKISUE, 2009). O processo metodoldgico de extracdo deve levar em conta
uma série de fatores, principalmente a natureza do material a ser extraido (tipo de érgdos e
tecidos vegetais), estabilidade do material vegetal e o solvente a ser utilizado, sendo que este
ultimo é de extrema importancia para a extragdo dos compostos quimicos desejados (HANDA,
2008; SILVEIRA, 2012).

A utilizacdo de extratos de residuos de frutas exoticas para atividades funcionais
viabilizando aplica¢Bes para a industria de alimentos pode aumentar o reaproveitamento deste
subproduto, a fim de reduzir os impactos ambientais causado pelo descarte. Por isso, 0s estudos
de pesquisa relacionado aos residuos destas frutas sdo importantes, pois podem fornecer em
seus extratos fontes potenciais de atividade antimicrobiana, devido a presenca dos seus
compostos fitoquimicos (AL-HABIB et al., 2010; KUMAR et al., 2011; KAMMUANG &
SARNTHIMA, 2011). O alimento desidratado tem seus componentes nutricionais mais
concentrados. O processo de secagem também é utilizado como uma etapa metodoldgica para
extracdo de compostos presentes em residuos para analisar a potencialidade fitoquimica. De
acordo com Celestino (2010), a secagem é um dos processos mais antigos de conservacao de
alimentos. Trata-se de uma operacao que visa remover agua ou outro liquido de um determinado
material através do calor. No entanto, dentre os fatores extrinsecos que podem causar perdas
dos fitoquimicos presentes em frutas, o calor € um forte potencializador do estresse causado aos
tecidos vegetais. Sendo assim, € necessario levar em consideracdo a metodologia empregada

para manter a retencdo dos compostos bioativos presentes (CELESTINO, 2010).

2.3. Compostos bioativos de residuos de frutas exéticas

Os compostos bioativos sdo definidos como metabdlitos secundarios presentes em todo
reino vegetal e que séo vitais para a manutencdo da saide humana (PATIL et al., 2009). Vale
ressalvar que tal definicdo ndo leva em consideracdo a producdo de substancias bioativas por
micro-organismos, compreendendo apenas 0s compostos sintetizados por plantas, conhecidos
como fitoquimicos (AZMIR et al., 2013). A composi¢do dos metabdlitos secundarios nas

plantas é resultado do balanco entre sua formacéo e sua transformacéo, que ocorrem durante o
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crescimento, em decorréncia principalmente de trés aspectos: genéticos, ambientais e técnicas
de cultivo (CASTRO et al., 2002; BOTREL et al., 2010).

Os residuos de frutas (cascas e sementes), como 0s de uva, gabiroba, mirtilo, entre
outros, podem conter um nimero maior de compostos bioativos do que as suas respectivas
partes comestiveis (GONDIM et al., 2005; SOARES et al., 2008; ALVES et al., 2013;
GOLDMEYER et al., 2014). Os compostos bioativos existem em grande nimero e podem ser
divididos em varias classes, por exemplo, polifendis, acidos benzoicos, os acidos
hidroxicinamicos, antocianinas, proantocianidinas, flavondis, flavonas, flavonois, flavanonas,
isoflavonas, estilbenos e lignanas). Eles contribuem substancialmente para o efeito antioxidante
de muitas espécies de frutos pequenos (DENARDIN et al., 2015). O Quadro 1 mostra as

diversas classes de compostos bioativos presentes nos alimentos.

Quadro 1: Classes de compostos bioativos em alimentos.

—I Isoflavonas I—
Composto Bioativo Flavondides _AI Flavonas |
Acidos Fenélicos ‘I Flavononas |
- Polifenois
Estilbenos -I Antocianinas |
Lignanas o Flavonols
— Flavanois
» Glicosinolatos
Fitoestrogenos |4
» Carotenoides

Fonte: CASTRO (2015).

Os compostos fenolicos sdo classificados como fenois simples ou polifenois, que
possuem anel aromatico (Figura 9) com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais (LEE et al., 2005). Eles representam a principal classe de metabdlitos
secundarios presentes nas plantas e encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal
(SHAHIDI & NACZK, 2004). De acordo com Adeyinka & Richards (2015), os compostos
fenolicos sdo compostos considerados como principais determinantes da poténcia inibidora e
acdo antimicrobiana de extratos de plantas e 6leos. Os compostos fendlicos ndo se apresentam
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na forma livre em vegetais, e sim como taninos e ligninas (ANGELO & JORGE, 2007). A
Figura 10, mostra alguns compostos presentes em residuos de frutas.

Figura 9: Estrutura quimica de um fenol simples.

OH

Fonte: TAIZ & ZEIGER (2004).

FIGURA 10: Principais compostos fendlicos encontrados em residuos de frutas.
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Fonte: ABE et al. (2007); JARDINI et al. (2010).

Os flavonoides constituem a classe fendlica mais importante com mais de 5000
compostos descritos largamente distribuidos no reino vegetal, presentes em frutas, folhas,
sementes e em outras partes da planta na forma de glicosideos ou agliconas (BRAVO, 1998).
Eles sdo compostos de baixo peso molecular, consistindo em 15 atomos de carbono,

organizados na configuracdo C6 —C3 —C6, sendo que as duas partes da molécula com seis
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carbonos sdo anéis aromaticos conforme demonstrado na Figura 11 (HARBONE et al., 1999;
BOBBIO & BOBBIO, 2003). De acordo com o estado de oxidacdo da cadeia heterociclica do
pirano, tém-se diferentes classes de flavonoides: antocianinas, flavonois, flavonas, isoflavonas,
flavononas e flavonas (CHEYNIER, 2005). Pesquisadores como Soquetta et al. (2016) tem
verificado que diferentes partes do kiwi (Actinidia deliciosa) apresentaram teores variados de
flavonoides totais, sendo 0 maior teor nas cascas e o principal composto a catequina. Zhang et
al. (2011) tem verificado que os principais flavonoides presentes no sumo de toranja (Citrus
paradisi) sdo naringina, neo-hesperidina, eriocitrina, hesperidina, neo-eriocitrina, sendo a
naringina mais abundante na casca (GARCIA-CASTELLO et al., 2015). Goldmeyer et al.
(2014) tém obtido altas concentragcdes de antocianina e polifendis em farinha do bagaco de
mirtilo.

Figura 11: Estrutura quimica de alguns flavonoides.
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Fonte: ALVES et al. (2010).

Os alcaloides constituem um vasto grupo de metabélitos com grande diversidade
estrutural (Figura 12), representando substancias naturais presentes nas frutas: evodia (Evodia
rutaecarpa), frutas citricas, carambola (Averrhoa Carambola) e amora (HENRIQUES et al.,
2001; HE et al., 2011; WANG et al., 2013; KIM et al., 2014; YANG et al., 2014). Alcaloides
sdo produtos naturais de baixo peso molecular, caracterizados pela presenca de um atomo de
nitrogénio em sua estrutura basica. Constituem uma classe numerosa que € dividida em

subclasses por apresentar vias de sintese ndo relacionadas evolutivamente (PROBST, 2012).
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Figura 12: Estrutura quimica de um alcaloide (Quinolina) encontrado em frutas exoticas.
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Fonte: (CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN, 1978).

2.4. Potencial antimicrobiano de residuos de frutas exéticas.

A contaminacgdo de alimentos causada por bactérias tem sido responsavel por grande
parte das infec¢des alimentares, exercendo uma preocupacao relevante aos problemas de satde.
Estudos atuais na conservacdo de alimentos que visem minimizar a acdo de bactérias
apresentam fundamental importancia para a inddstria alimenticia, o uso de antimicrobianos
naturais obtidos a partir de extratos de frutas e seus subprodutos, indicam potencial significativo
em buscas de novas estratégicas (FIB, 2010).

Partindo do interesse e da necessidade, tanto dos consumidores, como pelas industrias
em obter técnicas que melhorem a qualidade microbiolégica e consequentemente aumentem a
vida de prateleira, reduzindo as perdas de alimentos e mantento-os por mais tempo em boas
caracteristicas visuais (ASSIS & LEONI, 2003), recentes estudos confirmam que as frutas sdo
ricas em muitos nutrientes e compostos antioxidantes, e que esses constituintes se concentram
majoritariamente nas cascas e sementes. Assim, 0s residuos resultantes do processo de
beneficiamento de frutos constituem uma rica fonte de compostos bioativos, tornando-se
relevante avaliar o potencial antimicrobiano deste material na perspectiva de emprega-los em
produtos alimenticios, como inibidores da deterioracio dos alimentos (ABRAHAO et al.,
2010).

Pesquisas ja realizadas evidenciam diversas acGes dos Oleos essenciais e extratos
vegetais, principalmente sobre atividade antimicrobiana e antioxidante. Extratos de plantas
alimenticias ja sdo usados na industria e sdo considerados, de maneira geral, seguros, tendo em
vista que fazem parte da dieta. Normalmente esses extratos possuem mais de um composto com

atividade antimicrobiana e sua utilizacdo toma partido da presenca de varios componentes ao
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mesmo tempo além da sinergia existente entre os mesmos (VATTEM et al.,, 2005;
KOTZEKIDOU et al., 2008).

Os locais, ou estruturas, da célula bacteriana que sdo considerados sitios de acdo para
0s componentes de produtos naturais séo ilustrados na Figura 13. Geralmente 0os mecanismos
de acdo de compostos naturais sdo desintegracdo da membrana citoplasmatica, desestabilizacdo
da forca préton motriz (FPM), fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacéo do contetdo da
célula. Nem todos os mecanismos de acdo agem em alvos especificos, podendo alguns sitios
serem afetados em consequéncia de outros mecanismos (BURT, 2004).

Figura 13: Locais e mecanismos de acdo que podem ser sitios para acdo de compostos naturais na célula
bacteriana.
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Fonte: BURT (2004).

Em relacdo a atividade antimicrobiana, os compostos fenoélicos agem perturbando a
membrana citoplasmatica e interrompendo o fluxo de elétrons e de transporte ativo, assim
provocando a coagulacdo da matéria celular e, finalmente, a morte da célula do micro-
organismo (ROYO et al., 2010). Abaixo segue a Tabela 1, com as principais classes de

compostos com atividade antimicrobiana obtidas de plantas.
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Tabela 1. Principais classes de compostos com atividade antimicrobiana obtidas de plantas.

CLASSE SUBCLASSE EXEMPLOQOS MECANISMOS
L Catequol Impedir entrada de substrato
Fenois simples . . . «
Epicatequina Desintegracdo da membrana
Acidos fenolicos Acido -
cinamico
Ligacdo com adesinas, inativa
Quinonas Hipericina enzimas, complexacdo com a
parede celular
Flavonoides Crisina Ligagdo com adesinas

FENOLICOS Complexo com a parede celular

Flavonas - Inativa enzimas e inibi HIV

Abissinona

trancriptase reversa
Privacéo de substrato, perturbacéo
de membrana, ligacdo com

Taninos Ellagitanina  adesinas, inativa enzimas, ligacéo
com proteinas, complexos com
fon metal

Interacdo com DNA eucarioto

Cumarinas Warfarina (Atividade antiviral)
ALCALOIDES Be_rbel_rlna Interage coma parece celular e/ou
Piperina DNA
LECITINAS E Ag}l:;g!ga Forma pontes dissulfeto e
POLIPEPTIDEQOS e interfere com replicacdo viral
especifica

Fonte: Adaptado de COWAN (1999).

Além disso, foram relatados que muitos flavonoides possuem propriedades
antibacterianas e antiflngicas. Isto tem aumentado o interesse da industria de alimentos em
utilizar esses compostos naturais como componentes para melhorar a estabilidade de alimentos
contra agentes de deterioracdo microbioldgica. A protecdo de alimentos de organismos
patogénicos e deteriorantes tem sido tradicionalmente conseguida através de métodos quimicos,
mas nos ultimos anos, tem havido um aumento no interesse dos consumidores por alimentos
que contém um baixo nivel ou sdo livres de conservantes quimicos, além disso, 0 surgimento
de agentes patogénicos que Sdo resistentes a conservantes classicos tambeém criou uma
necessidade urgente de encontrar alternativas como agentes antimicrobianos (SANTAS et al.,
2010). Dessa maneira, 0 uso de antimicrobianos naturais € uma recente estratégia visando o
aumento das aplicacdes comerciais para melhorar a vida de prateleira de produtos pereciveis
(BARRY-RYAN, 2015).
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Os compostos citricos, succinico, malico, acético e tartarico sdo comumente
encontrados em frutas e seus subprodutos. Eles tém sido tradicionalmente utilizados na
industria de alimentos como agentes conservantes, atribuindo sua eficacia antimicrobiana para
as mudancas da midia tratou de pH. Em geral, as bactérias crescem em um pH préximo de 6,5
a 7,5, mas toleram pH de 4,0 a 9,0. Uma maneira eficaz de limitar o crescimento microbiano é
aumentar a acidez de um determinado alimento, adicionando uma substancia &cida
(RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009).

Saravanan & Parimelazhagan (2014), relataram que a polpa de granadilla (Passiflora
ligularis) é rica em compostos polifendlicos, tais como éacido elagico, acido galico, rutina,
canferol e teores de acido cafeico, o que demonstra potente propriedade antimicrobiana. Os
frutos de P. ligularis demonstraram atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas e cepas fungicas de Candida albicans e Aspergillus niger. Desta forma, torna-
se importante estudar os subprodutos da granadilla para verificar a atividade antimicrobiana
devido os compostos fitoquimicos encontrados na polpa.

Na avaliacdo dos residuos do fruto guabiraba (Campomanesia adamantium), Kataoka
et al. (2008) evidenciaram atividade antimicrobiana frente ao S. aureus, P. aeruginosa, S.
pyogenes e C. albicans. Os principais compostos identificados na casca de guabiraba foram
flavanonas e chalcona. Arbos et al. (2013) avaliaram os extratos obtidos dos residuos da manga
variedade Tommy Atkins (améndoas e cascas) e demonstraram relevante atividade
antimicrobiana frente as cepas das bactérias Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas
aeruginosa. Staphylococcus aureus, determinada pelo método de difusdo em disco. O extrato
obtido da farinha das cascas apresentou teor de compostos fendlicos significativamente superior
aos quantificados no extrato da farinha das améndoas.

Myoda et al., (2010) testaram extratos metandlicos obtidos de sementes e cascas de
camu-camu, e obtiveram inibicdo de S. aureus, sendo maior a inibicdo com os extratos das
cascas do que os das sementes. Al-Zoreky (2009) verificaram que varios extratos preparados a
partir das cascas da roma, contendo compostos fendlicos e flavonoides foram potentes
inibidores de Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli.

Bhat & Al-Daihan (2014) verificaram que extratos aquosos de sementes de lichia (Litchi

chinensis) (inibiram bactérias gram-positivas, tais como, Streptococcus pyogenes, B. subtilis e
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S. aureus e o0 extrato da semente de rambotdo (Nephelium lappaceum) mostrou maior atividade
contra S. aureus.

Prabhu & Teli (2014), testaram a semente de tamarindo para verificar o potencial
antimicrobiano deste residuo, e obtiveram inibicdo contra S. aureus e E. coli. Onivogui et al.
(2016), verificam a influéncia de solventes de extracdo em atividades antioxidante e
antimicrobiana das sementes e polpa de maga macaco (Anisophyllea laurina R. Br. ex Sabine
fruits). A atividade antibacteriana destes extratos, mostraram potencial inibitério contra o
crescimento de Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, Escherichia coli O157: H7,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Contudo, verificou-se que o potencial antimicrobiano de extratos de residuos de frutas
exoticas € ainda pouco explorado. Na literatura ndo ha estudos realizados com os extratos dos
residuos de dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui’), granadilla (Passiflora ligularis), kiwi
(Actinidia deliciosa), mirtilo (Vaccinium myrtillus L), noni (Morinda citrifolia), sapoti
(Manilkara zapota L.) e tamarillo (Solanum betaceum) com potencial antimicrobiano. Portanto,
este estudo consiste em uma area de grande potencialidade, devido a necessidade cada vez
maior de encontrar antimicrobianos naturais que possam evitar ou minimizar a contaminagao
dos alimentos pelos principais micro-organismos causadores de doencas de origem alimentar,
0s quais serdo apresentados a seguir. A relevancia deste estudo se reflete nas pesquisas
realizadas em base de dados, onde ndo foram encontrados registros sobre a atividade

antimicrobiana dos extratos.

2.5. Micro-organismos causadores de doencas de origem alimentar

A ocorréncia de doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) tem sido foco de
discussdes nos ultimos anos (KOTZEKIDOU et al., 2008). Essas Doencas sdo causadas por
patogenos adquiridos pelo consumo de varios tipos de alimentos contaminados, mas também
podem ser adquiridas através de agua contaminada, contato com animais, e transmissdo pessoa-
a-pessoa (SMITH & FRATAMICO, 2015). Dentre estes patdgenos estao incluidos:

- Staphylococcus aureus é uma ameaga grave para a saude humana e animal e pode
causar intoxicacdo alimentar estafilocdcica (SFP) em humanos (PETON & LE LOIR, 2014).

As bactérias do género Staphylococcus sdo gram-positivos, anaerébios facultativos, com maior
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crescimento em condicGes aer6bias (FRANCO & LANDGRAF, 2005). Baseado neste
fendmeno, o desenvolvimento de estratégias para suprimir eficazmente o crescimento e
producdo de exoproteina de S. aureus em alimentos, € de grande interesse visando melhorar a
vida de prateleira e qualidade da comida (BARROS et al., 2009). Os extratos de residuos de
frutas maca macaco, tamarindo, lichia, rambotéo tém demonstrado eficiéncia para inibir o S.
aureus em experimentos in vitro (BHAT & AL-DAIHAN, 2014; PRABHU & TELI, 2014,
ONIVOGUI et al., 2016).

- Escherichia coli em alimentos pode indicar contaminagdo microbiana de origem fecal
e, portanto, condicdes sanitérias insatisfatorias. Diversas linhagens sdo comprovadamente
patogénicas aos seres humanos e animais. Pertence a familia Enterobacteriaceae, consiste em
bactérias gram-negativas, anaerdbias facultativas, as bactérias ndo formadoras de esporos em
forma de bastéo e inclui os agentes patogénicos de origem alimentar (SMITH & FRATAMICO,
2015). O extrato da casca de laranja (Citrus sinensis) utilizado na biossintese de nanoparticulas
de prata, obteve boa atividade antibacteriana contra gram-negativas e gram-positivas, porém a
maior atividade foi contra E. coli (KAVIYA etal., 2011). O extrato da casca de roma também

é considerado um 6timo inibidor deste micro-organismo (AL-ZOREKY, 2009).

- Bacillus cereus é um micro-organismo com ampla distribuicdo na natureza estando
presente no solo, poeira e 4gua, sendo caracterizado pela formacéo de esporos, possui potencial
patogénico e deteriorante. Em condicOes favoraveis, esse micro-organismo produz enzimas que
confere caracteristicas sensoriais indesejaveis e produz toxinas numa grande variedade de
alimentos, principalmente em cereais e derivados. Estas toxinas produzidas sdo responsaveis
pela ocorréncia de intoxicacdo alimentar (REIS, 2014). Doencas transmitidas por alimentos,
resultante do consumo de alimentos contaminados por B. cereus pode resultar em sindromes
eméticas ou diarreicas (KIM et al., 2010). Embora, B. cereus tem sido implicado em varios
surtos de origem alimentar em todo o mundo, resultando em hospitaliza¢do ou até mesmo morte
ocasional (DIERICK et al., 2005). Jayaprakasha et al. (2003) investigaram a atividade
antimicrobiana de duas fragdes de extratos de sementes de uvas contra bactérias gram-positivas,

no qual B. cereus foi analisado.



31

- O género Serratia pode ser encontrado em carnes, aves, leite, hortaligas, &gua e plantas.
A Serratia marcescens é a espécie isolada com maior frequéncia (FRANCO & LANDGRAF,
2005). A Serratia marcescens € uma célula bacteriana gram-negativa (familia
Enterobacteriaceae) amplamente conhecida como um patégeno (BAHAR & DEMIRBAG,
2007). As infecgOes humanas por membros do género Serratia ndo foram bem reconhecidos
até a segunda metade do século 20 (MAHLEN, 2011). A Serratia marcescens parece ser um
patdgeno com um largo espectro de doencas clinica, incluindo infeccdes de feridas, infecgdes
do trato urinario, pneumonia, infeccBes do sistema nervoso central tais como meningite e
infeccbes da corrente sanguinea (MAHLEN, 2011; WU et al., 2013). Abdullah et al., 2012,
verificaram que extratos dos residuos (casca e sementes) de meldo de inverno (Benincasa
hispida) mostraram mais efeitos inibitdrios contra as bactérias gram-negativas em relacdo a
bactérias gram-positivas e que o extrato da semente foi eficiente frente a Serratia marcescens,

Cronobacter muytjens e Shigella boydii.

- Enterococcus faecalis é uma bactéria, gram-positiva, anaerdbia facultativa, e
fermentadora com diametro de 0,5 a 1,0 um. Eles ocorrem individualmente, em pares ou em
cadeias curtas (MOHAN et al., 2013). O habitat popular de E. faecalis é no solo, a &gua, plantas,
alimentos e trato gastrointestinal de animais diferentes (MICALLEF et al., 2013). A maior parte
das infeccBes por Enterococcus origina-se da microbiota normal do paciente, embora 0s micro-
organismos possam também ser transferidos de paciente para paciente ou adquiridos através do
consumo de agua ou alimentos contaminados (MURRAY et al., 2004). Extratos obtidos de
diferentes solventes da casca de rambotdo (Nephelium lappaceum L.) tem demonstrado
atividade antimicrobiana contra E. faecalis (THITILERTDECHA et al., 2008).

- As espécies de Pseudomonas sdo bastonetes retos ou ligeiramente curvos, Gram-
negativos, moveis em sua maioria, exigem condicOes aerdbicas. Algumas espécies, entretanto,
podem usar nitrato como aceptor de elétrons, o que permite o crescimento em condi¢cdes
anaerdbicas. Varias espécies de Pseudomonas séo patdgenos oportunistas para humanos, dentre
a espécie mais importantes para 0 homem é a Pseudomonas aeruginosa (SILVA et al., 2010).
A P. aeruginosa causa infec¢des principalmente em individuos imunocomprometidos, em geral
estd associada a contaminacdo de alimentos carneos (FRANCO & LANDGRAF, 2005).

Extratos de residuos de rambotdo, meldo de inverno e romd tém apresentado potencial
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antimicrobiano frente a P. aeruginosa (THITILERTDECHA et al., 2008; ABDULLAH et al.,
2012; LEITE et al., 2014).

- Salmonella enteridis € outro patdgeno alimentar comum e importante que pode causar
febre, diarreia, vomitos e colicas abdominais. Os sintomas sdo geralmente suaves, no entanto,
para criangas pequenas, enfraquecidos ou idosos, os sintomas podem levar a complicagGes com
risco de vida (AMANDA et al., 2011). Extratos de residuos de manga, roma apresentaram
atividade antimicrobiana frente a S. enteritidis (ARBOS et al., 2013; GULLON et al., 2016).

As contaminagdes dos alimentos por estes micro-organismos podem provocar infecgdes
ou intoxicagdes nos seres humanos, fazendo com que nos ultimos anos aumente a exigéncia dos
consumidores por produtos mais seguros. Isto motivou o presente estudo na busca de
antimicrobianos naturais através da avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos das
frutas dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui’), granadilla (Passiflora ligularis), kiwi (Actinidia
deliciosa), mirtilo (Vaccinium myrtillus L), noni (Morinda citrifolia), sapoti (Manilkara zapota

L.), tamarillo (Solanum betaceum) e tamarindo (Tamarindus indica) frente a estas bacteérias.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi a obtencéo de extratos de residuos de frutas exoticas
e avaliacdo do potencial antimicrobiano dos mesmos frente as bactérias patogénicas

transmitidos por alimentos.

3.2. Objetivos Especificos

v Obter extratos de residuos das frutas dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui’), granadilla
(Passiflora ligularis), kiwi (Actinidia deliciosa), mirtilo (Vaccinium myrtillus), noni (Morinda
citrifolia), sapoti (Manilkara zapota), tamarillo (Solanum betaceum) e tamarindo (Tamarindus
indica) utilizando diferentes solventes;

v Determinar o potencial antimicrobiano dos extratos dos residuos frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Serratia
marcescens, Enterococcus faecalis, Pseudomonas sp e Salmonella enteritidis através da técnica

de difusdo em discos;

v Variar as condi¢Oes de extracdo para obter extratos com maior potencial antimicrobiano;

v Determinar a concentragado inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM) dos extratos dos residuos das frutas que obtiveram melhor atividade antimicrobiana e
da melhor condicéo de extragcdo o0s quais apresentaram maior atividade antimicrobiana frente

as bactérias;

v Determinar os teores de compostos fenolicos e flavonoides totais dos extratos obtidos
na melhor condicdo de extracdo os quais apresentaram maior atividade antimicrobiana frente

as bactérias.



34

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais

Os residuos selecionados para realizagdo deste trabalho foram obtidos de frutas exoticas
(nacionais e importadas) conforme a Tabela 2, em que foram fornecidas do mercado comercial

de Aracaju-SE. Todas as amostras foram obtidas na maturacéo ideal para consumo.

Tabela 2. Descricao das partes das frutas exoticas analisadas.

NOME NOME CIENTIFICO RESIDUO ESTUDADO
Dekopon Cltr'us _r etlcgllata Casca
Shiranui
Granadilla Passiflora ligularis Casca, casca + semente e
semente
Kiwi Actinidia deliciosa Casca
Mirtilo Vaccinium myrtillus Casca
Noni Morinda citrifolia Casca, casca + semente e
semente
Sapoti Manilkara zapota Casca
Tamarillo Solanum betaceum Casca
Tamarindo Tamarindus indica Casca, casca + semente

semente

Fonte: (Este trabalho).

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.
Os meios de cultura caldo Muller-Hinton e Agar Muller-Hinton foram da marca
Himedia (Brasil).

4.2. Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados foram: Bacillus cereus (INCQS 00003), Bacillus
subtilis (INCQS 00002), Escherichia coli (INCQS 00032), Enterococcus faecalis (INCQS
00531), Pseudomonas aeruginosa (INCQS 00025), Salmonella enteritidis (INCQS 00258),
Serratia marcescens (INCQS 00131) e Staphylococcus aureus (INCQS 00014). Todos o0s

micro-organismos foram adquiridos da Fundacdo Oswaldo Cruz, Manguinhos, RJ.
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4.3. Tratamento dos residuos

Inicialmente, os frutos foram selecionados e submetidos ao processo de lavagem em
agua corrente e imersos por 15 min em solugdo clorada 200 ppm. Logo apds, foi feita a
separagdo dos residuos e polpas das frutas. Os residuos foram pesados e submetidos a secagem
a 50°C em estufa por 24 h. Apos esse periodo, foram triturados para obtencdo de um pé
uniforme, o qual foi acondicionado em um frasco de vidro estéril e mantido em temperatura

ambiente até sua utilizacao.

4.4 Selecdo dos solventes para a obtencdo dos extratos dos residuos de frutas exéticas com

potencial antimicrobiano

Inicialmente a extracdo dos compostos bioativos dos residuos de frutas foi realizada
com agua destilada, acetona, metanol e alcool etilico em concentracGes variando de 40% a 80%
de acordo com a metodologia descrita por Sujata Valvi et al. (2011) com algumas modificacdes.
Frascos Erlenmeyers contendo os extratos foram agitados em agitador orbital tipo “shaker” a
200 rpm, temperatura de 30 °C durante 1 h. A seguir as amostras foram filtradas em papel filtro
e 0 sobrenadante obtido foi analisado quanto ao potencial antimicrobiano frente as bactérias

patogénicas.

4.5. Potencial antimicrobiano dos residuos das frutas exéticas

Os extratos dos residuos de frutas exoticas obtidos no item 4.4, seguiram para serem
avaliados quanto a atividade antimicrobiana através da técnica de difusdo em discos, conforme
o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2012) frente as bacterias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Serratia
marcensces, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis. Os
extratos dos residuos das frutas com diferentes concentracfes foram adicionados em discos de
papel (6 mm de diametro) nas placas de petri placas contendo agar Mueller- Hinton e semeadas,
e em seguida levados para a incubacdo a temperatura de 35 °C durante 24 h. A sensibilidade
para os diferentes extratos foi classificada pelo didmetro dos halos de inibi¢do proposto por
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Ponce et al. (2003): ndo sensivel (diametros < 8 mm); sensivel (didametros entre 9-14 mm);

muito sensivel (didametros entre 15-19 mm) e extremamente sensivel (diametros > 20 mm).
Para os extratos de residuos de frutas que apresentarem potencial antimicrobiano através

da técnica de difusdo em discos realizaram a determinacdo da concentracao inibitoria minima

(CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) frente aos mesmos micro-organismos.

4.6. Determinacédo da concentracao inibitéria minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pela técnica de diluicdo em
microplacas (96 orificios) de acordo com a metodologia descrita pela norma M7-A6 do Manual

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003) para as bactérias.

4.7. Determinagdo da concentragéo bactericida minima

Dos pogos onde ndo houve crescimento microbiano visivel foram retirados 100uL de
amostras e semeados em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton espalhadas com algas
de Drigalsky. As placas foram incubadas a temperatura de 35°C + 1 por 24 horas. A
concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada em placas com auséncia de

crescimento de col6nias.

4.8.Variacdo das condicOes de obtencgdo dos extratos de residuos de frutas

Para os extratos com maior potencial antimicrobiano obtidos no item 4.4 realizou-se
experimentos variando-se as condi¢cBes de extracdo seguintes: razdo sélido:solvente,
temperatura de incubacgéo e tempo de incubacgé@o de acordo com a Tabela 3. Os experimentos
foram realizados em Erlenmeyers em agitador orbital a 200 rpm. As amostras foram filtradas
em papel filtro e analisadas quanto a atividade antimicrobiana frente a 8 bactérias patogénicas,

teores de compostos fendlicos totais e flavonoides.

Tabela 3. Variacdo das condi¢cdes de obtencdo dos extratos variando-se razdo solido:solvente,
temperatura de incubacéo e tempo de incubacéo.
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Fonte: (Este trabalho).

Exp Temperatura Rgzéo molar Tempo de_ extracao
' (°C) (s6lido:solvente) (min)

1 -1 (36) -1(1,5:10) -1 (20)
2 +1 (54) -1(1,5:10) -1 (20)
3 -1 (36) +1 (5:10) -1 (20)
4 +1 (54) +1 (5:10) -1 (20)
5 -1 (36) -1(1,5:10) +1 (50)
6 +1 (54) -1(1,5:10) +1 (50)
7 -1 (36) +1 (5:10) +1 (50)
8 +1 (54) +1 (5:10) +1 (50)
9 -1,68 (30) 0 (3,3:10) 0 (35)
10 +1,68 (60) 0 (3,3:10) 0(35)
11 0 (45) -1,68 (0,5:10) 0 (35)
12 0 (45) +1,68 (6:10) 0 (35)
13 0 (45) 0 (3,3:10) -1,68 (10)
14 0 (45) 0 (3,3:10) +1,68 (60)
15 0 (45) 0 (3,3:10) 0 (35)
16 0 (45) 0 (3,3:10) 0 (35)
17 0 (45) 0 (3,3:10) 0 (35)

4.9. Determinacédo dos compostos fendlicos totais

A determinagdo dos compostos fenolicos totais foi realizada de acordo com a
metodologia de Folin-Ciocalteau, descrita por Shetty et al. (1995) adaptado por Correia (2004)
com algumas alteracgdes, utilizando &cido gélico como padréo.

Aliguotas de 1 mL dos extratos foram transferidos para tubos de ensaio, aos quais
adicionaram na sequéncia: 1 mL de solucédo de etanol 95%, 5 mL de agua destilada e 0,5 mL
de reagente Folin-Ciocalteau 1N. A homogeneizacao foi realizada de imediato. Em seguida,
adicionou 1 mL de solugéo de carbonato de sodio 5% (p/v), seguindo-se nova homogeneizag&o.
Os tubos de ensaio seguiram mantidos em camara escura por 60 min, ao final dos quais, mais
uma vez, foram homogeneizados. As amostras tiveram suas absorbancias medidas no
comprimento de onda de 725 nm contra branco, consistindo de solugéo de etanol 95%. Para a
quantificacdo destes extratos, realizou-se uma curva de calibracdo construida a partir de
diferentes concentragdes de acido galico (0-500 mg/L), a fim de converter as absorbancias e
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expressar os resultados em termos de miligramas de acido galico equivalente (GAE eq) por 1g

de peso fresco da amostra (mg GAE.g™?).

4.10. Determinagédo de compostos flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides totais nos extratos dos residuos foi realizada segundo
metodologia descrita por Dewanto et al. (2002), com algumas modificacdes. Aliquotas de
extrato foram colocadas em tubos de ensaio e adigdo de cloreto de aluminio 2% (p/v), em
seguida homogeneizou-se em vortex e deixou em repouso no escuro por 30 min. As
absorbancias das amostras foram lidas a 415 nm. A concentracao total de flavonoides totais foi
determinada através de uma curva de calibracdo construida a partir de diferentes concentracdes
de acido galico (0-100 mg/L). Os resultados foram convertidos e expressos em (mg

quercetina.gt).

4.11. Anédlise estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparados pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade utilizando o software estatistico ASSISTAT 7.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecéo do solvente para a obten¢do dos extratos de residuos de frutas exoticas

A sensibilidade das bacteérias aos diferentes extratos dos residuos das frutas exéticas esta
demonstrada nas Tabelas 04 a 11.

De acordo com a Tabela 04, referente aos extratos dos residuos de tamarindo, os halos
de inibicdo variaram entre 6 a 14,5 mm (extratos das sementes), 6 a 17 mm (extratos da juncéo
cascas e sementes) e 6 a 14 mm (extratos das cascas) para o crescimento de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Nos extratos obtidos com agua destilada, o extrato proveniente das
sementes apresentou efeito inibidor contra E. coli, P. aeruginosa e Salmonela enteritidis. Ja, 0
extrato com a juncdo sementes e cascas demonstrou efeito inibidor apenas para P. aeruginosa
e 0s extratos das cascas néo inibiram o crescimento dos micro-organismos testados.

Em relacdo aos extratos hidro alcodlicos das sementes de tamarindo, o grupo das
Gram-positivas, Bacillus cereus demonstrou sensibilidade aos extratos com todas as
concentracdes de acetona, etanol e metanol. O Bacillus subtilis foi sensivel a todos os extratos
com acetona, etanol nas concentracdes 60% a 80% e esta bactéria ndo foi sensivel a nenhum
extrato com metanol. E. faecalis e S. aureus exibiram sensibilidade ao extrato de acetona, etanol
e metanol em todas as concentracfes. Para o grupo das Gram-negativas, a E. coli foi sensivel
aos extratos de acetona 50% a 80%, etanol em todas as concentracdes e nao foi sensivel aos
extratos de metanol. A P. aeruginosa apresentou sensibilidade aos extratos de acetona e etanol
em todas as concentracOes, metanol nas concentracdes de 50% a 80%. A S. enteritidis foi
sensivel aos extratos de acetona, etanol e metanol em todas as concentra¢des. A S. marcescens
foi sensivel aos extratos de acetona de 40% a 70% e em todas as concentracdes para 0s extratos
de etanol e metanol.

Sobre os extratos hidro alcodlicos da juncdo cascas e sementes de tamarindo, 0 grupo
das Gram-positivas, Bacillus cereus demonstrou sensibilidade aos extratos com todas as
concentragOes de acetona, etanol e metanol. O Bacillus subtilis foi sensivel a todos os extratos
com acetona, etanol e metanol. Sendo que, este micro-organismo para o extrato de etanol nas
concentragcdes 70% e 80% foi classificado como muito sensivel. E. faecalis foi sensivel ao
extrato de acetona, etanol e metanol em todas as concentrac@es. S. aureus, exibiu sensibilidade

ao extrato de acetona, etanol e metanol em todas as concentragdes. Para o grupo das Gram-
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negativas, a E. coli, P. aeruginosa, S. enteritidis e S. marcescens apresentaram sensibilidade
aos extratos de acetona, etanol e metanol em todas as concentragoes.

Aos extratos hidro alcodlicos das cascas de tamarindo, o grupo das Gram-positivas,
Bacillus cereus demonstrou sensibilidade aos extratos de acetona nas concentracoes 40%, 60%,
70% e 80%, etanol nas concentragdes 40%, 50%, 60% e 80% e metanol nas concentragdes 60%
a 80%. O Bacillus subtilis foi sensivel aos extratos com etanol nas concentragdes 40%, 70% e
80% e esta bactéria ndo foi sensivel a nenhum extrato com acetona e metanol. E. faecalis foi
sensivel ao extrato de acetona e metanol em todas as concentracgdes e etanol nas concentraces
70% e 80%. S. aureus, exibiu sensibilidade ao extrato de acetona em todas as concentracdes,
etanol nas concentragdes 70% e 80% e ndo mostrou sensibilidade para os extratos com metanol.
Para o grupo das Gram-negativas, a E. coli foi sensivel aos extratos de acetona nas
concentracdes de 50% a 80%, etanol nas concentracdes 50%, 70% e 80% e metanol nas
concentracdes 70% e 80%. A P. aeruginosa apresentou sensibilidade aos extratos de acetona
nas concentragdes 60% e 80%, etanol nas concentragfes de 60% a 80% e metanol nas
concentracdes de 50% a 80%. A S. enteritidis ndo foi sensivel aos extratos de acetona e sensivel
aos extratos de etanol e metanol na concentracdo 80%. A S. marcescens ndo demonstrou
sensibilidade ao extrato de acetona, porém, demonstrou sensibilidade para o extrato com etanol
nas concentracdes 70% e 80% e o extrato de metanol nas concentracfes 60% e 70%.

Referente a Tabela 05, os extratos dos residuos de granadilla, obtiveram variacdo de
halos de inibicdo entre 6 a 12 mm (extratos das sementes), 6 a 11,5 mm (extratos da juncao
cascas e sementes) e 6 a 9 mm (extratos das cascas) para o crescimento de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Nos extratos obtidos com agua destilada, o extrato proveniente das
sementes, juncao cascas e sementes e cascas nao apresentaram acao inibitdria frente as bacterias
analisadas. Sobre 0s extratos hidro alcodlicos com as cascas, apenas a S. marcescens tornou-se
sensivel ao extrato de etanol nas concentragcdes 70% e 80%.

Em relacdo aos extratos hidro alcoolicos com as sementes de granadilla, o grupo das
Gram-positivas, Bacillus cereus demonstrou sensibilidade aos extratos com todas as
concentragdes de acetona, com o extrato de metanol a 60%, 70% e 80% e com extrato de etanol
a 80%. O Bacillus subtilis foi sensivel a todos os extratos com acetona e metanol 70%. Esta
bactéria ndo foi sensivel a nenhum extrato com etanol. E. faecalis foi sensivel ao extrato de
acetona em todas as concentracGes, metanol 80% e para o extrato de etanol ndo foi constatada

sensibilidade em nenhuma das concentragdes testadas. S. aureus, exibiu sensibilidade ao extrato
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de acetona em todas as concentragdes e com extratos de metanol e etanol ndo obteve
sensibilidade. Para o grupo das Gram-negativas, a E. coli foi sensivel aos extratos de acetona
70% e 80%, metanol 80% e nao foi sensivel aos extratos de etanol. A P. aeruginosa apresentou
sensibilidade aos extratos de acetona de 50% a 80%, metanol 80% e n&o sensivel aos extratos
de etanol. A S. enteritidis apresentou sensibilidade para o extrato de acetona em todas
concentragdes, etanol apenas na concentracdo 50% e metanol a 70% e 80%. A S. marcescens
foi sensivel aos extratos de acetona de 50% a 80%, metanol a 70% e 80% e néo foi sensivel aos
extratos de etanol.

Tratando-se dos extratos hidro alcodlicos com a juncdo cascas e sementes de
granadilla, o grupo das Gram-positivas, B. cereus e S. Aureus ndo foram sensiveis aos extratos
com acetona, etanol e metanol. O Bacillus subtilis foi sensivel a todos os extratos com acetona
e metanol com 60% e 80% de concentracéo e etanol nas concentraces 40% a 80%. E. faecalis
foi sensivel ao extrato de acetona nas concentracdes de 60% a 80, etanol de 40% a 80% e
metanol 70% e 80%. Para o grupo das Gram-negativas, a E. coli e P. aeruginosa foram
sensiveis apenas para 0s extratos de acetona e etanol nas concentracdes 70% e 80%. A S.
enteritidis e S. marcensces ndo apresentaram sensibilidade quanto aos extratos avaliados.

Referente a Tabela 06, os extratos dos residuos de noni, obtiveram variacéo de halos
de inibicdo entre 6 a 11 mm (extratos das sementes), 6 a 14 mm (extratos da juncéo cascas e
sementes) e 6 a 14 mm (extratos das cascas) para o crescimento de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Nos extratos obtidos com agua destilada, ndo apresentaram efeito inibidor
contra 0s micro-organismos testados. Os extratos com etanol das sementes de noni nas
concentracdes 70% e 80% apresentaram potencial inibitorio apenas para B. subtilis, os demais
extratos ndo conseguiriam inibir os micro-organismos analisados. Sobre os extratos
provenientes das cascas de noni, apenas B. cereus, E. coli e S. marcescens foram sensiveis aos
extratos com etanol nas concentracfes 70% e 80%. Com os extratos hidro alcodlicos da jungéo
cascas e sementes de noni, o grupo das Gram-positivas, B. subitilis e E. faecalis foram sensiveis
somente ao extrato de acetona a 80% e S. Aureus foi sensivel apenas ao extrato de etanol a 80%.
As demais bactérias ndo demonstraram sensibilidade quanto aos extratos. Para o grupo das
Gram-negativas, apenas E. coli tornou-se sensivel apenas para os extratos de acetona e etanol
na concentracdo 80%. A P. aeruginosa, S. enteritidis e S. marcescens ndo apresentaram

sensibilidade quanto aos extratos avaliados.
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Na Tabela 07, os extratos dos residuos de sapoti, obtiveram variacdo de halos de
inibicdo entre 6 a 12 mm (extratos das cascas) para o crescimento de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas. Nos extratos obtidos com agua destilada, ndo apresentaram efeito inibidor
frente as bactérias testadas. Em relacdo aos extratos hidro alcodlicos, o grupo das Gram-
positivas, B. cereus demonstrou sensibilidade apenas para os extratos de acetona em todas as
concentragdes. O B. subtilis foi sensivel aos extratos de acetona com 40% a 80%, metanol com
80% e ndo mostrou sensibilidade ao extrato com etanol. E. faecalis foi sensivel somente ao
extrato de acetona na concentracdo de 80%. S. aureus, exibiu sensibilidade ao extrato de
acetona nas concentragdes 70% e 80%, com o metanol e etanol ndo obteve sensibilidade. Para
0 grupo das Gram-negativas, somente a P. aeruginosa exibiu sensibilidade, sendo o extrato
com acetona a 40%.

Conforme a Tabela 08, os extratos dos residuos de dekopon, obtiveram variacdo de
halos de inibicdo entre 6 a 9 mm (extratos das cascas) para o crescimento de Gram-negativas.
Nos extratos obtidos com agua destilada, ndo apresentaram efeito inibidor frente as bactérias
testadas. Em relacdo aos extratos hidro alcodlicos, dos micro-organismos testados apenas das
Gram-negativas, somente a S. enteritidis exibiu sensibilidade, sendo o extrato com metanol nas
concentragdes 40%, 70% e 80%.

A Tabela 09 demonstra que, os extratos dos residuos de sapoti, obtiveram variacdo de
halos de inibicdo entre 6 a 13,5 mm (extratos das cascas) para o crescimento de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Nos extratos obtidos com &gua destilada, ndo apresentaram efeito
inibidor frente as bactérias testadas. Em relacdo aos extratos hidro alcodlicos, o grupo das
Gram-positivas, apenas E. faecalis demonstrou sensibilidade para o extrato com acetona nas
concentracdes 40%, 60% e 70%. Para o grupo das Gram-negativas, somente a E. coli para o
extrato de etanol com 70% e 80% e P. aeruginosa no extrato de metanol com 50%, 70% e 80%
demonstraram sensibilidade.

Segundo a Tabela 10, sobre os extratos dos residuos de mirtilo, os halos de inibicao
variaram entre 6,0 e 12,5 mm (extratos das cascas) sobre o crescimento de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Nenhuma das bactérias analisadas apresentaram sensibilidade ao
extrato obtido com &gua destilada. No grupo das Gram-positivas, B. cereus demonstrou
sensibilidade aos extratos obtidos com acetona a 60%, etanol a 70% e 80%, ja com o extrato de
metanol ndo apresentou inibicdo. O B. subtilis foi sensivel apenas aos extratos com acetona a

50% e etanol a 80%, esta bactéria ndo foi sensivel a nenhum extrato com metanol. E. faecalis
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e S. aureus, ndo exibiram sensibilidade aos extratos estudados. Para o grupo das Gram-
negativas, a E. coli foi sensivel somente aos extratos de etanol a 70% e 80%. A P. aeruginosa
apresentou sensibilidade aos extratos de acetona de 50% a 70%, os demais ndo demonstraram
potencial inibitério frente a esta bactéria. A S. marcescens apresentou resisténcia aos extratos
analisados. A S. enteritidis apresentou sensibilidade apenas aos extratos com acetona a 70%,
metanol a 80% e etanol a 50% e 80%. Em suma, verificou-se que etanol apresentou maior
inibicdo frente aos micro-organismos analisados.

De acordo com a Tabela 11, sobre os extratos dos residuos de kiwi, os halos de inibi¢éo
variaram entre 6,0 e 12,5 mm (extratos das cascas) sobre o crescimento de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Nenhuma das bactérias analisadas apresentaram sensibilidade ao
extrato obtido com agua destilada. Em relacéo aos extratos hidro alcoolicos das cascas de kiwi,
verificou-se que 0s extratos ndo apresentaram potencial inibidor para o grupo das Gram-
positivas e Gram-negativas avaliadas.

A maior sensibilidade de bactérias Gram-positivas pode ser devido as diferencas na
estrutura em relacdo as Gram-negativas, principalmente na parede bacteriana, que pode ter
dificultado a acdo dos antimicrobianos naturais testados (SOARES et al., 2013).

Diante dos resultados, verificou-se que os extratos dos residuos das frutas analisadas
com diferentes extratos e concentragdes demonstraram potencial antimicrobiano para os micro-
organismos estudados, exceto, 0s extratos provenientes dos residuos de kiwi. As bactérias
analisadas que apresentaram sensibilidade ao extrato obtido com agua destilada foram apenas
E. coli, P. aeruginosa, S. enteritidis com extrato aquoso das sementes de tamarindo e E. coli
com extrato aquoso da juncao casca e semente de tamarindo. O espectro limitado de atividade
antimicrobiana dos extratos aquosos pode ser devido a trés fatores: em primeiro lugar, a
polaridade dos compostos antibacterianos faz com que 0s mesmos sejam mais prontamente
extraidos por solventes organicos do que por extratos aquosos; em segundo lugar, compostos
ativos podem estar presentes em uma quantidade insuficiente no extrato bruto para apresentar
atividade na dose empregada; e, em terceiro lugar, mesmo que o principio ativo esteja presente
em doses altas, poderia haver outros constituintes no extrato exercendo efeitos antagonistas
contra 0s compostos bioativos (SANGETHA et al., 2008).

Para os extratos provenientes de residuos das frutas analisadas ndo foram encontrados
estudos relacionados a atividade antimicrobiana dos mesmos. Somente, o potencial

antimicrobiano da casca de tamarindo foi verificado também por Dhougari (2006) frente a E.
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coli, P. aeruginosa, B. subtilis e S. aureus. As diferengas na atividade antimicrobiana dos
extratos analisados podem ser explicadas pelo fato de que diferentes solventes tém a capacidade
de extrair diferentes fito-constituintes dependendo da sua solubilidade de polaridade no
solvente. Recasens et al. (1999) afirmam que a solubilidade tem uma relacdo dependente com
a temperatura, pressdo, composicao e natureza do solvente, indicando que, quanto maior for a
solubilidade do soluto no solvente extrator, maior ser a quantidade de produto extraido em um
tempo menor. O sucesso em isolados de compostos antimicrobianos a partir de plantas
dependem do tipo de solvente na extracdo (PAREKE & CHANDA, 2007). A planta
medicamente ativa apresenta compostos que sdo hormalmente os seus metabolitos secundarios,
tais como, alcaloides, fenois, flavonoides, taninos, quinonas e terpendides responsaveis pela
protecdo da planta contra microrganismos, insetos e outros agentes naturais (SRINIVASULU
etal., 2016).

As caracteristicas do solvente empregado podem predizer informacbes sobre a
qualidade e a composicdo dos extratos (REVERCHON & DE MARCO, 2006;
POURMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGHI, 2007). Como neste caso, a intencao € a extracao
de compostos bioativos para o efeito da atividade antimicrobiana, o alcool etilico mostrou-se
um solvente adequado para extracdo destes componentes em determinados residuos das frutas
exoticas, atingindo um dos objetivos deste trabalho.

A partir dos resultados verificou-se que os residuos que demonstraram maior potencial
antimicrobiano foram a semente e juncdo casca e semente de tamarindo com solvente etanol
(80%), semente de tamarindo com solvente acetona (60%), semente de granadilla com solvente
acetona (80%), casca e juncéo casca e semente de noni com solvente etanol (80%), casca de
sapoti com solvente acetona (80%), casca de tamarillo com solvente etanol (80%) e acetona
(60%) e casca de mirtilo com solvente etanol (70% e 80%). Demonstrando que, os solventes

que obtiveram melhores resultados foram o etanol e acetona.



Tabela 4: Sensibilidade das bactérias aos extratos dos residuos de tamarindo
Extratos dos residuos de tamarindo

AQquoso Acetona Etanol Metanol
40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80%
A - + + + + + + + + + + + + + + +
B - + + + + + - - + + - - - - - -
Sementes C - + + + + + + + + + + + + + + +
D + - + + + + + + + + + - - - - +
E + - + + + + + + + + + - + + + +
F + + + + + + + + + + + + + + + +
G - + + + + + + + + + + + + + + +
H - + + + + + + + + + + + + + + +
A - + - + + + + + + - + - - + + +
B - + + + - - + - - + + - - - - -
Cascas C - + + + + + - - + + + + + + + +
D - - + + + + - + + + + - - - + +
E - - - - + + - + + + + - + + + +
F - - - - - - - - - - + - - - - +
G - - - - - - - - - + + - - + + -
H - + + + + + - - - + + - - - - -
A - + + + + + + + + + + + + + + +
B - + + + + + + + + + + + + + + +
Cascas e C - + + + + + + + + ++ ++ + + + + +
sementes D - + + + + + + + + + + + + + + +
E + + + + + + + + + + + + + + + +
F - + + + + + + + + + + + + + + +
G - + + + + - + + + + + + - - + -
H - + + + + + + + + + + + + + + +

A: B. cereus, B: B. subtilis; C: E. faecalis; D: E.coli; E: P. aeruginosa; F: S. enteritidis; G: S. marcescens; H: S. aureus. (-) ndo sensivel (< 8 mm); (+) sensivel (9-14 mm),
(++) muito sensivel (15-19 mm); (+++) extremamente sensivel (> 20 mm).



Tabela 5: Sensibilidade das bactérias aos extratos dos residuos de Granadilla

Extratos dos residuos granadilla

Aguoso Acetona Etanol Metanol

40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80%

A - + + + + + - - - - + - - + + +

B - + + + + + - - - - - - - - + -

Sementes o - + + + + + - - - - - - - - - +
D - - - - + + - - - - - - - - - +

E - - + + + + - - - - - - - - +

F - + + + + + - + - - - - - - + +

G - - + + + + - - - - - - - - + +

H - + + + + + - - - - - - - - - -

A - - - - - - - - - - - - - - - -

B - - - - - - - - - - - - - - - -

Cascas C - - - - - - - - - - - - - - - -
D - - - - - - - - - - - - - - - -

E - - - - - - - - - - - - - - - -

F - - - - - - - - - - - - - - - -

G - - - - - - - - - + + - - - - -

H - - - - - - - - - - - - - - - -

A - - - - - - - - - - - - - - - -

B - - - + - + + + + + + - - + - +

Cascas e C - - - + + + + + + + + - - - + +
sementes D - - - - + + - - - - - - - - + +
E - - - - + + - - - - - - - - + +

F - - - - - - - - - - - - - - - -

H - - - - - - - - - - - - - - - -

A: B. cereus, B: B. subtilis; C: E. faecalis; D: E.coli; E: P. aeruginosa; F: S. enteritidis; G: S. marcescens; H: S. aureus. (-) ndo sensivel (< 8 mm); (+) sensivel (9-14 mm),
(++) muito sensivel (15-19 mm); (+++) extremamente sensivel (> 20 mm).



Tabela 6: Sensibilidade das bactérias aos extratos dos residuos de Noni

Extratos dos residuos noni

Etanol

Metanol

40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80%

Aguoso Acetona
A - - - - - - -
B - - - - - - -
Sementes C - - - - - - -
D - - - - - - -
E - - - - - - -
F - - - - - - -
G - - - - - - -
H - - - - - - -
A - - - - - - -
B - - - - - - -
Cascas Cc - - - - - - -
D - - - - - - -
E - - - - - - -
F - - - - - - -
G - - - - - - -
H - - - - - - -
A - - - - - - -
B - - - - - + -
Cascas e C - - - - - + -
sementes D - - - - - - -
E - - - - - - -
F - - - - - + -
G - - - - - - -
H - - - - - - -

- + +
- + +
- + +
- + +
- - +
- - +

A: B. cereus, B: B. subtilis; C: E. faecalis; D: E.coli; E: P. aeruginosa; F: S. enteritidis; G:
(++) muito sensivel (15-19 mm); (+++) extremamente sensivel (> 20 mm).

S

. marcescens; H: S. aureus

. (-) ndo sensivel (< 8 mm); (+) sensivel (9-14 mm),

a7



Tabela 7: Sensibilidade das bactérias aos extratos dos residuos de sapoti

Extratos da casca de sapoti

Aguoso Acetona Etanol Metanol
40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80%

A - + + + + + - - - - - - - - -

B - - + + + + - - - - - - - - - +
Cascas C - - - - - + - - - - - - - - - -

D - - - - - - - - - - - - - - -

F - - - - - - - - - - - - - - - -

G - - - - - - - - - - - - - - - -

H - - - - + + - - - - - - - - - -

A: B. cereus, B: B. subtilis; C: E. faecalis; D: E.coli; E: P. aeruginosa; F: S. enteritidis; G: S. marcescens; H: S. aureus. (-) ndo sensivel; (+) sensivel, (++) muito sensivel,
(+++) extremamente sensivel.

Tabela 8: Sensibilidade das bactérias aos extratos dos residuos de dekopon

Extratos da casca de dekopon

AQuoso Acetona Etanol Metanol

40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80%

Cascas

- - - - - - - - - - - - + - + +

IOTMMmMITOWm>

A: B. cereus, B: B. subtilis; C: E. faecalis; D: E.coli; E: P. aeruginosa; F: S. enteritidis; G: S. marcescens; H: S. aureus. (-) ndo sensivel (< 8 mm); (+) sensivel (9-14 mm),
(++) muito sensivel (15-19 mm); (+++) extremamente sensivel (> 20 mm).



Tabela 9: Sensibilidade das bactérias aos extratos dos residuos de tamarillo

Extratos da casca de tamarillo

Aquoso Acetona Etanol Metanol

40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80%

Cascas

+
+

A: B. cereus, B: B. subtilis; C: E. faecalis; D: E.coli; E: P. aeruginosa; F: S. enteritidis; G: S. marcescens; H: S. aureus. (-) ndo sensivel; (+) sensivel, (++) muito sensivel;
(+++) extremamente sensivel.

Tabela 10: Sensibilidade das bactérias aos extratos dos residuos de mirtilo

Extratos da casca de mirtilo

AQuoso Acetona Etanol Metanol
40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80%

A - - - - - - - - - + + - - - - -

B - - - - - - - - - - - - - - - -
Cascas C - - - - - - - - - - - - - -

D - - - - - - - - - + - - - - - +

E - - - - - - - - - - - - - - - -

F - - - - + - - + + + + - - - - +

G - - - - - - - - - - - - - -

H - - - - - - - - - - - - - - - -

A: B. cereus, B: B. subtilis; C: E. faecalis; D: E.coli; E: P. aeruginosa; F: S. enteritidis; G: S. marcescens; H: S. aureus. (-) ndo sensivel (< 8 mm); (+) sensivel (9-14 mm),
(++) muito sensivel (15-19 mm); (+++) extremamente sensivel (> 20 mm).



Tabela 11: Sensibilidade das bactérias aos extratos dos residuos de kiwi

Extratos da casca de Kiwi

Aquoso Acetona

Etanol Metanol

40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80%

Cascas

ITIOTMOOW>

A: B. cereus, B: B. subtilis; C: E. faecalis; D: E.coli; E: P. aeruginosa; F: S. enteritidis; G:
(++) muito sensivel (15-19 mm); (+++) extremamente sensivel (> 20 mm).

S

. marcescens; H: S. aureus. (-) ndo sensivel (< 8 mm); (+) sensivel (9-14 mm),

50
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5.2. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima e concentracéo bactericida minima

Para extratos que apresentaram maior potencial antimicrobiano no item 5.1, sendo eles:
semente e jungdo casca e semente de tamarindo com solvente etanol (80%), semente de
tamarindo com solvente acetona (60%), semente de granadilla com solvente acetona (80%),
casca e juncéo casca e semente de noni com solvente etanol (80%), casca de sapoti com solvente
acetona (80%), casca de tamarillo com solvente etanol (80%) e acetona (60%) e casca de mirtilo
com solvente etanol (70% e 80%) foram determinadas as CIMs e CBMs, conforme
demonstrado na Tabela 12.

Os valores de CIM variaram de 0,39 a >200 (mg/mL). Aligianis et al. (2001),
propuseram uma classificacdo com base nos resultados de CIM, considerando como: forte
inibicdo — CIM até 500 pg/mL; inibicdo moderada — CIM entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca
inibicdo — CIM acima de 1600 pg/mL. Diante disto, observou-se que os extratos foram
classificados como fortes inibidores antimicrobianos, exceto, 0s extratos de sementes de
tamarindo em acetona 80% e etanol 80% que foram classificados como fracos inibidores
(valores de CIM >200 mg/mL). Os extratos da semente de granadilla em acetona 80% foram
mais efetivos contra todas as bactérias testadas com valores de CIM foram 0,39 mg/mL. Em
sequéncia, 0s extratos das cascas de noni em etanol 80% e cascas de sapoti em acetona 80%
inibiram 4 bactérias, extratos da juncdo de cascas e sementes de noni em etanol 80% inibiram
3 bactérias e extratos da juncdo cascas e sementes de tamarindo em etanol 80% inibiram 2
bactérias. J& os extratos de cascas de tamarillo em etanol 80%, cascas de tamarillo em acetona
60%, cascas de mirtilo em etanol 70% e em etanol 80% inibiram somente 1 bactéria. A maioria
dos extratos apresentaram valores de CBM >200 mg/mL, exceto cascas de tamarillo em etanol
80% e casca de mirtilo em etanol 80%, cujo valor de CBM foi de 0,39 mg/mL. Desta maneira,
0s extratos que exibiram maior potencial antimicrobiano foram os extratos das sementes de
granadilla em acetona 80% e extratos da juncédo cascas e sementes de tamarindo em etanol 80%,
logo, estes residuos foram submetidos a variagdo de condic¢Ges de extracdo visando aumentar a
atividade antimicrobiana e os teores de compostos fendlicos e flavonoides totais dos mesmos.

Os extratos com valores de CIM e CBM, permitem obter resultados quantitativos dos
valores necessarios de extratos para inibicdo dos micro-organismos estudados (ROY &

LINGAMPETA, 2015). A demonstracdo da atividade antibacteriana contra ambos os tipos de
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bactérias pode ser indicativo da presenga, na sua composi¢do, de um amplo espectro de

compostos bioativos com propriedades antimicrobianas (GULLON et al., 2016).

Tabela 12: Concentracdes inibitorias minimas e bactericida minimas dos extratos dos residuos de frutas

frente as bactérias testadas

L. CIM CBM
Extrato Bactéria (mg/mL) (mg/mL)
Sementes de tamarindo em acetona B. cereus >200 >200
60% B. subtilis >200 >200
E. coli >200 >200
Sementes de tamarindo S. enteritidis >200 >200
com etanol 80% P. aeruginosa >200 >200
S. marcescens >200 >200
S. aureus >200 >200
Cascas e sementes de tamarindo em E. faecalis 0,39 >200
etanol 80% S. enteritidis 0,39 >200
B. cereus 0,39 >200
B. subtilis 0,39 >200
Sementes de granadilla em acetona E. coli 0,39 >200
80% S. enteritidis 0,39 >200
P. aeruginosa 0,39 >200
S. marcescens 0,39 >200
S. aureus 0,39 >200
E. faecalis 0,39 >200
B. cereus 0,39 >200
E. coli 0,39 >200
Casca de noni em etanol 80% S. marcescens 0,39 >200
S. aureus 0,39 >200
Cascas e sementes de noni em E. coli 0,39 >200
etanol 80% S. aureus 0,39 >200
B. cereus 0,39 >200
Casca de sapoti em acetona 80% B. subtilis 0,39 >200
E. faecalis 0,39 >200
S. aureus 0,39 >200
Casca de tamarillo em etanol 80% E. coli 0,39 0,39
Casca de tamarillo em acetona 60% E. faecalis 0,39 >200
Casca de mirtilo em etanol 70% E. coli 0,39 0,39
Casca de mirtilo em etanol 80% S. enteritidis 0,39 >200
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5.3. Variacao das condicdes de obtencao dos extratos de residuos de frutas exoticas

Para os extratos que apresentaram maior potencial antimicrobiano no item 5.2, sendo
eles: extratos da juncdo cascas e sementes de tamarindo (etanol 80%) e os extratos de sementes
de granadilla (acetona 80%) foram realizados experimentos de extragdo variando-se a
temperatura de incubacdo (T), razdo solido:solvente (razdo sol:solv) e tempo de incubacéo (t) e
o0 potencial antimicrobiano foi avaliado pela técnica de difusdo de discos, cujos resultados estdo

apresentados nas Tabelas 13 a 17.

5.3.1 Potencial antimicrobiano dos extratos

Na Tabela 13 esta demonstrado os halos de inibicdo obtidos com extratos das sementes
de granadilla frente as bactérias testadas. As bactérias variaram de ndo sensivel a muito sensivel
aos extratos. O extrato obtido na condigdo 11 (T: 45°C; razdo sol:solv: 0,5:10 e t: 35 min.), foi
0 Unico que ndo apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias. O extrato obtido na
condicgéo 4 (T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10 e t: 20 min) foi 0 que exibiu maiores halos de inibigéo,
sendo B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e S. enteritidis muito sensiveis a este extrato.

Nos extratos de sementes de granadilla, percebe-se que para o grupo das bactérias Gram-
positivas, B. cereus apresentou sensibilidade as condi¢Ges de extratos analisados, mostrando
diferenga significativa, em que o melhor halo obtido foi de 13,7 mm na condicdo 4: (T: 54 °C;
razdo sol:solv: 5:10 e t: 20 min), exceto, na condicdo 11: (T: 45 °C; razdo sol:solv : 0,5:10 e t:
35 min.) ndo foi sensivel. Para B. subtilis houve diferenca significativa nos halos de inibicéo,
porém, nas condicbes 1: (T: 36 °C; razdo sol:solv : 1,5:10; t: 20 min) e 11: (T: 45 °C; razdo
sol:solv : 0,5:10 e t: 35 min.) ndo houve inibicdo e as condi¢des que obtiveram os maiores halos
de 16,3 mm e 16,7 mm, respectivamente, foram as condicdes 4 (T: 54 °C; razéo sol:solv : 5:10
e t: 20 min) e 9: (T: 30 °C; razéo sol:solv : 3,3:10 e t: 35 min), demostrando que este micro-
organismo foi muito sensivel a estas condigdes. E. faecalis, os halos de inibicdo apresentaram
diferenca significativa, onde nas condicdes 1: (T: 36 °C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 20 min), 11:
(T: 45°C; razdo sol:solv : 0,5:10 e t: 35 min.) e 13: (T: 45 °C; razéo sol:solv: 3,3:10 e t: 10 min.)
nédo apresentou sensibilidade e nas condigfes 4 (T: 54 °C; razéo sol:solv: 5:10 e t: 20 min) e
10: (T: 60 °C; razdo sol:solv: 3,3:10 e t: 35 min) exibiu sensibilidade com o maior halo de 13,7
mm para as duas condicGes. S. aureus ndo foi sensivel as condic¢bes 1: (T: 36 °C; razdo sol:solv:

1,5:10; t: 20 min) e 11: (T: 45 °C; razé&o sol:solv: 0,5:10 e t: 35 min.), no entanto, nas demais
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verificou sensibilidade com diferenca significativa sendo os maiores halos de 13,7 mm e 14,0
mm obtidos nas condigdes 4 (T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10 e t: 20 min) e 10: (T: 60 °C; razdo
sol:solv: 3,3:10 e t: 35 min), , respectivamente.

Para o grupo das Gram-negativas analisadas quanto aos extratos das sementes de
granadilla, a E. coli e P. aeruginosa foram sensiveis aos extratos com diferenca significativa
entre eles no tamanho dos halos de inibigéo, exceto, na condic¢do 11: (T: 45 °C; razéo sol:solv :
0,5:10 e t: 35 min.). A maior inibicdo de ambas bactérias (E. coli = 14,3 mm; P aeruginosa =
15,7 mm) foi obtida no extrato da condicdo 4 (T: 54 °C; razdo sol:solv : 5:10 e t: 20 min). A S.
marcescens também ndo foi sensivel apenas ao extrato da condi¢do 11: (T: 45 °C; raz&o sol:solv:
0,5:10 e t: 35 min.), sendo a maior inibicdo (14,3 mm) obtida com extrato da condicdo 8: (T:
54 °C; razdo sol:solv: 5:10 e t: 50 min.). A S. enteritidis foi sensivel a todos os extratos, exceto
0s obtidos nas condicdes 1: (T: 36 °C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 20 min) e 11: (T: 45 °C; razdo
sol:solv : 0,5:10 e t: 35 min.). A maior inibicdo desta bactéria (15,7 mm) também foi obtida no
extrato da condicéo 4.

Nos extratos da juncdo cascas e sementes de tamarindo, constatou-se que para 0 grupo
das bactérias Gram-positivas, B. cereus, B. subtilis, E. faecalis e S. aureus demonstraram
sensibilidade a todos os extratos com diferencga significativa, sendo a maior inibigéo (halos de
17,3 a 18,7 mm) obtida com extratos nas condic¢des 6 (T: 54 °C; razéo sol:solv: 1,5:10 e t: 50
min), 5 (T: 36 °C; razdo sol:solv: 1,5:10 e t: 50 min), 17: (T: 45°C; razé&o sol:solv: 3,3:10 e t:
35min.) e 2: (T: 54 °C; razdo sol:solv: 1,5:10 e t: 20 min.), respectivamente. Também no grupo
das Gram-negativas, a E. coli, P. aeruginosa, S. marcescens e S. enteritidis foram sensiveis a
todos os extratos com diferenca significativa. Os maiores halos de inibig¢éo (16,3 a 17,3 mm)
para estas bactérias foram obtidos nas condic¢des 5 (T: 36 °C; razdo sol:solv: 1,5:10 e t: 50 min),
9 (T: 30 °C; razéo sol:solv: 3,3:10 e t: 20 min), 5 (T: 36 °C; razéo sol:solv: 1,5:10 e t: 50 min)
e 5 (T: 36 °C; razéo sol:solv: 1,5:10 e t: 50 min), respectivamente.

A partir dos resultados mencionados, o0 extrato da juncéo casca e semente de tamarindo
com solvente etanol 80% na condicao 5 (T: 36 °C; razéo sol:solv: 1,5:10 e t: 50 min) e extrato
de semente de granadilla com solvente acetona 80% na condicgdo 4 (T: 54 °C; razéo sol:solv:
5:10 e t: 20 min), foram os que apresentaram maior potencial antimicrobiano, sendo

determinado em seguida os valores de CIM e CBM, conforme apresentado na Tabela 17.
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Tabela 13: Diametros de halos de inibi¢do frente a bactérias patogénicas dos extratos da semente de granadilla com acetona a 80%, obtidos em diferentes
condicdes de extracdo.

EXP. B. B. subtilis E. faecalis S. aureus E. . P.' S. S.' L
Cereus Coli aeruginosa marcensces enteritidis

1 9,7%+1 2 8,39+0,5 8,3°+0,5 8,7¢'+0,5 9,3°+0,5 9,39+0,5 9,3°+0,5 8,3%+0,5
2 12,7%¢+0,5 15,3%+0,5 11,3%0¢4+0 5 12,0%°+0,8 11,7%¢de+( 5 14,7%°+0,9 11,3%¢+0,9 13,0%°+0,8
3 11,3%+05  10,3°9+0,5  11,0%°*+0 8 9,3%+0,9 11,3°%+0 5 12,3t 5 13,0%+1,4 11,0°%9+0,8
4 13,72 +0,5 16,3%+0,5 13,78 +0,5 13,7%40,5 14,32 +0,5 15,7%40,5 12,3%+0,5 15,740,5
5 11,3%+ 0 5 15,72+0,5 11,7341 2 9,3%€+0 5 11,3%%+0 9 14,3%c+0 5 11,3°+0,9 11,7°%9+0,5
6 12,3%¢+0 5 12,0°+0,8 10,7°%%+0 9  11,3%cderp5  11,7%cderQ 5 14,7%°+0,5 12,0%°+0,8 12,7%¢+0,9
7 13,0%°+0,8 15,7%+0,5 13,32°+0,9 11,7%¢+0 5 13,0%%+0,8 14,0%%+0 8 12,3%+1 2 14,3%+0,5
8 10,7°°%+0,5  10,0°¥+0,8 13,3405 13,3%+1,2 14,0408 11,7005 14,3%+0,5 12,7%°+0,5
9 12,7°+05  16,7°+0,9  11,0°°*+0,8  11,3%+05  12,3%+05 = 14,312 11,3"+0,9 14,3%+0,5
10 12,7%¢+0,5 11,7°+0,5 13,7%40,5 14,0°+0,8 13,7%¢+0,9 12,30¢def+0 9 14,0%+0,8 13,3%¢+0,5

11 8,3°+0,5 6,0°+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0'+0,0 6,09+0,0 6,0°+0,0
12 10,7 +0,5  10,7°°+0,5 12,0%°+0,8 10,7°%e+0 5 11,34+ 5 13,0%cd+0 8 11,7%¢+0,5 11,3%4+0 5
13 10,3%€+0,9 9,3%+0,9 8,7%+0,9 9,3¢de+1 2 10,3%+0,9 10,079+0,8 11,3°+0,5 11,0°¢9+1 4
14 11,7%0¢4+0 5 10,7°°4+0,5 11,7%°+0,9 11,7%0¢4+0,9 11,34+ 5 11,7°%f9+0 5 13,0%+0,8 12,3%°+1 9
15 10,3%+ 05  10,3°4+05  10,7°°%+0,5 9,0%+0,8 11,0%%e+1 4 10,7¢79+0,9 11,3°+0,9 12,0°+1,6
16 11,0 +0,8  10,3°9+0,5 9,0°%+0,8 9,3¢%+0,5 10,3%+0,5 11,0579+1 4 12,3%+0,5 11,3%¢0+1 2
17 10,754 +0 5 9,3%+0,9 10,7P%€+0 5 9,7¢%€+0,0 10,7%+0,9 11,3%%9+0 5 12,3%+0,5 10,7¢9+1,2

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. 1: (T: 36°C; razdo sol:solv 1,5:10; t:20
min). 2: (T: 54°C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 20 min). 3: (T: 36 °C; razao sol:solv: 5:10; t: 20 min). 4: (T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 20 min); 5: (T: 36 °C; razdo
sol:solv: 1,5:10; t: 50 min); 6: (T: 54 °C; razao sol:solv: 1,5:10; t: 50 min). 7: (T: 36 °C; razao sol:solv: 5:10; t: 50 min). 8: T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 50 min).
9: (T: 30 °C; razdo sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 10: (T: 60 °C; razao sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 11: (T: 45 °C; razdo sol:solv 0,5:10; t: 35 min). 12: (T: 45 °C; razao
sol:solv : 6:10; t: 35 min). 13: (T: 45 °C; razdo sol:solv3,3:10; t: 10 min). 14: (T: 45 °C; razdo sol:solv: 3,3:10; t: 60 min). 15: (T: 45 °C; razdo sol:solv :3,3:10; t: 35
min). 16: (T: 45 °C; razao sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 17: (T: 45 °C; razdo sol:solv : 3,3:10; t: 35 min).
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Tabela 16: : Didmetros de halos de inibicéo frente a bactérias patogénicas dos extratos da juncao cascas e sementes de tamarindo com etanol a 80%,
obtidos em diferentes condicOes de extragéo.

EXP B. B. E. S. E. P. S. S.
' cereus subtilis faecalis aureus coli Aeruginosa marcensces enteritidis
1 13705 16,7®°+05  13,3°°+0,9  12,0%%+08 13,7°%®+05  14,7°9+05  16,0°°40,8 16,7%°+0,9
2 17,7%+0,5  13,3%+0,5 16,0%°+0,8 17,3%+0,5 15,3%¢4+0 5 14,7°%+0,5 17,3%+0,5 17,3%+0,5
3 12,79+05  13,3%+0,5 11,3%+0,5 11,3%9+0,5 15,3%%€+0 5 11,7°+¢0,5 13,3%%f+0 9 11,3%9+0,5
4 13,3%19+09  15,3%¢+0,5 11,7%+1.2 14,7340 5 14,3%cde40 5 11,0°+0,8 15,7%¢+0 9 13,3%f9+0 5
5 17,7%°+0,9 17,3%40,5 16,7%°+0,5 15,7%¢+0,5 16,3%+0,5 16,0°+0,8 17,3%40,5 17,3%+0,5
6 18,72+0,9 16,7%+0,5 15,7%°+0,5 15,7%°+1 2 12,7¢+0,5 14,7°°9+05  15,0%cde+0 8 17,3%+0,5
7 12,39+0,9  13,7°+0,9 14,3%4+0 5 14,33cdes1 7 13,0%1+0,8 14,7°%9+0,5 11,3%+0,5 12,3%79+0 5
8 16,0°+0,8  13,3%+1,2 13,7°%+0,9 13,7°€f+0 5 15,7%¢+0,5 14,3%9+05  13,7°%f+0 9 14,35¢%+0 9
9 16,0°°+0,8  16,7%+0,5 17,0%+0,8 16,3%°+0,9 16,3%+0,5 17,3%+0,9 14,00%f+0 8 17,0%+1,4
10 14,3%€+05  14,7°°+0,5 14,7%°+0,5 16,02°+0,8 16,0%+0,8 16,3%°+0,5 16,7%°+0,5 16,3%°+0,9
11 11,3%+05  13,3%+0,5 11,7%+0,5 11,7%°+0,5 12,3%"+0,5 13,3%%€+05  13,7°%f10 9 15,3%0¢4+0 5
12 12,3¢9+0,5  11,3%+0,5 11,3°+0,8 10,39%9+0 5 10,7+0,5 11,0°40,8 12,7%f+0,9 11,09+0,8
13 12,7¢9+05  16,7%°+0,9 14,3%9+0,9 12,39+0,5 14,3%cde( 5 14,3940 5 15,7%0¢d+1 2 15,3%0¢4+0 5
14 11,09+0,8 10,7%+0,5 12,0°+0,8 11,079+0,9 12,0+0,8 12,7%+0,5 12,3%+1 2 11,7%+0,5
15 12,39+05  17,0%+0,8 14,3%9+0,9 12,7°%f9+0 5 14,3%cde+( 9 14,7°%9+0,5 15,7%0¢d+1 2 14,304e+( 5
16 11,7940,5  15,3%°+0,5 17,0%+0,8 11,3%19+0,9 13,7Pcde+1 2 15,7%°+0,9  14,0°¢%¢’+0 8 14,0%%¢7+0,8
17 15,3%4+0 5  15,0%°+0,8 17,3%+0,5 10,7%9+0,5 13,7°¢%+0,0 16,0°°+0,8 14,330’10 5 14,304e+( 5

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. 1: (T: 36°C; razdo sol:solv 1,5:10; t:20
min). 2: (T: 54°C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 20 min). 3: (T: 36 °C; razao sol:solv: 5:10; t: 20 min). 4: (T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 20 min); 5: (T: 36 °C; razdo
sol:solv: 1,5:10; t: 50 min); 6: (T: 54 °C; razao sol:solv: 1,5:10; t: 50 min). 7: (T: 36 °C; razao sol:solv: 5:10; t: 50 min). 8: T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 50 min).
9: (T: 30 °C; razdo sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 10: (T: 60 °C; razéo sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 11: (T: 45 °C; razdo sol:solv 0,5:10; t: 35 min). 12: (T: 45 °C; razdo
sol:solv : 6:10; t: 35 min). 13: (T: 45 °C; razdo sol:solv3,3:10; t: 10 min). 14: (T: 45 °C; razdo sol:solv: 3,3:10; t: 60 min). 15: (T: 45 °C; razdo sol:solv :3,3:10; t: 35

min). 16: (T: 45 °C; razao sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 17: (T: 45 °C; razdo sol:solv : 3,3:10; t: 35 min).
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Tabela17: Concentragdes inibitorias minimas e bactericida minimas dos extratos dos residuos de frutas
frente as bactérias testadas

EXTRATO BACTERIA CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
B. cereus 0,39 100
B. subtilis 0,39 100
Sementes de E. coli 0,39 50
granadilla E. faecalis 0,39 100
em acetona 80% P. aeruginosa 0,39 50
(Exp. N° 04) S. aureus 0,39 50
S. enteritidis 0,39 50
S. marcescens 0,39 50
B. cereus 0,39 0,39
B. subtilis 0,39 > 200
Casca e semente de E. faecalis 0,39 > 200
tamarindo P. aeruginosa 0,39 > 200
em etanol 80% S. aureus 0,39 > 200
(Exp. N° 05) S. enteritidis 0,39 > 200
S. marcescens 0,39 > 200
P. aeruginosa 0,39 > 200

O extrato das sementes de granadilla inibiram todas as bactérias com CIM de 0,39
mg/mL e eliminaram com CBM de 50 mg/mL para E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S.
enteritidis e S. marcescens e de 100 mg/mL para B. cereus, B. subtilis e E. faecalis. O extrato
da juncdo cascas e sementes de tamarindo inibiram todas as bactérias com CIM de 0,39 mg/mL
e eliminaram com CBM de 0,39 mg/mL para B. cereus e > 200 mg/mL para demais bactérias.
A partir disto, constatou-se que os extratos foram classificados como fortes inibidores (valores
de CIM 0,39 mg/mL). Porém, o extrato de sementes de granadilla mostrou maior potencial para
eliminar as bactérias com valores menores de CBM, exceto para o B. cereus. Evidenciando

assim que, o extrato com sementes de granadilla foi mais efetivo frente as bactérias estudadas.

5.3.2 Determinacao dos compostos fendlicos e flavonoides totais

A determinacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais foi realizada com os
extratos da juncéo cascas e sementes de tamarindo (etanol 80%) e os extratos de semente de
granadilla (acetona 80%) obtidos nas diferentes condigdes de extracdo e os resultados estdo
apresentados nas Tabelas 18 e 19.
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Os extratos da semente de granadilla apresentou diferenca significativa entre as
condicBes analisadas, obtendo uma variacdo do teor de fenolicos totais de 62,88 a 104,29 mg
GAE.g* e de flavonoides totais de 9,82 a 70,76 mg quercetina.g™, em que o maior teor foi
verificado na condicdo 12: (T: 45 °C; razdo sol:solv: 6:10 e t: 35 min.) e 4: (T: 54 °C; razéo
sol:solv: 5:10 e t: 20 min.), respectivamente. JA 0 maior potencial antimicrobiano para este
residuo foi obtido com o extrato da condicdo 4: (T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10 e t: 20 min.).

O extrato da juncdo casca e semente de tamarindo obteve teores de fendlicos totais de
4,0 a 31,21 mg GAE.g! e de flavonoides totais de 3,73 a 13,94 mg quercetina.g™t, sendo o
maiores teores encontrado no extrato da condicdo 8: (T: 54 °C; razo sol:solv: 5:10 e t: 50 min.)
e 12: (a: 45 °C; b: 6:10 e c¢: 35 min.), respectivamente. Por outro lado o maior potencial
antimicrobiano foi obtido com o extrato da condicdo 5 (T: 36 °C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 50
min). As atividades antimicrobianas podem estar relacionadas a presenca de substancias
fendlicas nos extratos, principalmente os flavonoides (RABELO et al., 2014). E diante dos
resultados, a maior atividade antimicrobiana para as bactérias analisadas pode estar relacionada
a presenca dos compostos antimicrobianos nos extratos que possuem uma menor concentragao
fenolica. Também Sangetha et al. (2008) relata em estudo, que apesar da presenca do principio
ativo em doses altas, poderia haver outros constituintes no extrato exercendo efeitos
antagonistas contra 0s compostos bioativos.

Para ambos extratos o maior teor de compostos fendlicos e flavonoides foi obtido em
temperaturas relativamente elevada, abaixo de 60°C, este parametro € importante na extracao
dos compostos, por que a constante dielétrica da &gua diminui e a propriedade e capacidade do
solvente mudam em uma temperatura mais alta, resultando em uma melhor extracéo de fendis
(CORRALES et al., 2008). O aumento da temperatura favorece a extra¢cdo, aumentando tanto
a solubilidade do soluto e coeficiente de difusdo, mas também que, para além podem ser
desnaturados (SPIGNO & DE FAVERI, 2007). Pompeu et al. (2009) relataram temperatura
Otima de 58 °C para obter o maior conteudo fenolico de frutos de acai (Euterpe oleraeceae).
Em estudo realizado por Durling et al. (2007), o aumento adicional na temperatura de extracéo
de 22 °C para 63 °C reduziu o teor de compostos fenolicos, este fato pode ter ocorrido pela
interferéncia da estabilidade do composto causada por degradacdo quimica e enzimatica, ou
reacdo com outros componentes da planta, reduzindo a eficiéncia de extracdo (PRASAD et al.,
2011).
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Os compostos fendlicos e outros componentes das plantas séo valorizados por atuarem
na resisténcia de patdgenos (LOVDAL et al., 2010). Os compostos fendlicos sdo uma categoria
de compostos bioativos com propriedades antimicrobianas fortes e as relacdes entre conteddo
fenolico e atividade antimicrobiana tém sido relatadas em varios estudos (OLIVEIRA et al.,
2016; SILVA et al., 2014; KCHAOQU et al., 2016). A demonstracdo da atividade antibacteriana
contra as bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas podem ser indicativas da presenca
de compostos de amplo espectro (SRINIVASAN et al., 2001). O efeito inibitorio dos compostos
fenolicos pode ser explicado pela sua interagdo com as proteinas de membrana de bactérias por
ligacdo de hidrogénio, o que pode resultar em alteragdes na permeabilidade da membrana,
causando destruicdo celular ou coagulacdo do conteudo celular (SENGUL et al., 2009). Os
flavonoides também estdo envolvidos na capacidade de inibicdo de agentes patogénicos
(GOULD & LISTER, 2006).

Tabela 18: Compostos fenolicos totais dos extratos de sementes de granadilla e cascas e sementes de
tamarindo obtidos em diferentes condi¢Ges de extracao.

Teor de compostos fendlicos totais (mg GAE.g™?)

EXP. Granadilla Tamarindo
(semente — acetona 80%) (casca e semente — etanol 80%)
1 64,43" + 0,5 25,23% + 0,0
2 68,801 + 0,9 24,21°9 + 0,5
3 82,72+ 1,0 28,817 + 0,8
4 90,49+ 0,9 25,93¢+0,2
5 62,88 + 0,6 23,589 + 0,4
6 66,619 + 0,9 30,692+ 0,4
7 76,899+ 0,9 31,012+ 0,3
8 83,63°+0,2 31,212+ 0,2
9 73,156+ 0,7 23,319+ 0,2
10 69,8219+ 1,2 23,781+ 0,3
11 66,949 + 0,8 21,08" +0,3
12 104,292+ 1,2 30,352+ 0,0
13 83,29°+ 0,8 25,88° + 0,2
14 89,32°+0,9 23,96 + 0,0
15 67,189 + 0,8 24,58%f + 0,1
16 63,18' + 0,5 25,34c+0,0
17 71,46%°+ 0,3 24,91% + 0,0

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade. 1: (T: 36°C; razdo sol:solv 1,5:10; t:20 min). 2: (T: 54°C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 20 min).
3: (T: 36 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 20 min). 4: (T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 20 min); 5: (T: 36 °C;
razao sol:solv: 1,5:10; t: 50 min); 6: (T: 54 °C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 50 min). 7: (T: 36 °C; razdo



60

sol:solv: 5:10; t: 50 min). 8: T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 50 min). 9: (T: 30 °C; razdo sol:solv: 3,3:10;
t: 35 min). 10: (T: 60 °C; razdo sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 11: (T: 45 °C; razao sol:solv 0,5:10; t: 35 min).
12: (T: 45°C; razdo sol:solv : 6:10; t: 35 min). 13: (T: 45 °C; razdo sol:solv3,3:10; t: 10 min). 14: (T: 45 °C;
razao sol:solv: 3,3:10; t: 60 min). 15: (T: 45 °C; razdo sol:solv :3,3:10; t: 35 min). 16: (T: 45 °C; razdo
sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 17: (T: 45 °C; razdo sol:solv : 3,3:10; t: 35 min).

Tabela 19: Flavonoides totais dos extratos de sementes de granadilla e cascas e sementes de tamarindo
obtidos em diferentes condigdes de extragéo.

Teor de flavonoides totais (mg quercetina.g™)

EXP. Granadilla Tamarindo
(semente — acetona 80%) (casca e semente — etanol 80%)
1 9,82"+ 0,6 4,01'+0,0
2 25,869 + 0,3 3,73"+0,0
3 64,37° + 1,3 7,799+ 0,0
4 70,762+ 0,7 8,60°+ 0,0
5 105"+ 0,4 3,53"+0,0
6 22,509 + 0,0 5,33+ 0,0
7 54,79+ 0,8 7,27'+0,0
8 55,25 + 0,7 757"+ 0,0
9 32,617+ 0,8 12,31°+ 0,0
10 50,249 + 1,7 11,35¢+ 0,0
11 6,92" +0,2 0,57°+0,0
12 59,09 + 2,9 13,942 + 0,0
13 36,14+ 0,9 7,51"+0,0
14 69,772+ 3,2 8,407+ 0,0
15 40,916+ 2,0 10,569+ 0,1
16 39,40°+ 1,28 10,579+ 0,0
17 32,42F+ 13 10,60% + 0,0

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade. 1: (T: 36°C; razdo sol:solv 1,5:10; t:20 min). 2: (T: 54°C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 20 min).
3: (T: 36 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 20 min). 4: (T: 54 °C; razdo sol:solv: 5:10; t: 20 min); 5: (T: 36 °C;
razdo sol:solv: 1,5:10; t: 50 min); 6: (T: 54 °C; razdo sol:solv: 1,5:10; t: 50 min). 7: (T: 36 °C; razdo
sol:solv: 5:10; t: 50 min). 8: T: 54 °C; razao sol:solv: 5:10; t: 50 min). 9: (T: 30 °C; razdo sol:solv: 3,3:10;
t: 35 min). 10: (T: 60 °C; razdo sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 11: (T: 45 °C; razao sol:solv 0,5:10; t: 35 min).
12: (T: 45°C; razao sol:solv : 6:10; t: 35 min). 13: (T: 45 °C; razdo sol:solv3,3:10; t: 10 min). 14: (T: 45 °C;
razdo sol:solv: 3,3:10; t: 60 min). 15: (T: 45 °C; razdo sol:solv :3,3:10; t: 35 min). 16: (T: 45 °C; razdo
sol:solv: 3,3:10; t: 35 min). 17: (T: 45 °C; razdo sol:solv : 3,3:10; t: 35 min).
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foram estudados o potencial antimicrobiano de extratos dos residuos das
frutas exdticas dekopon (Citrus reticulata 'Shiranui'), granadilla (Passiflora ligularis), kiwi
(Actinidia deliciosa), mirtilo (Vaccinium myrtillus L), noni (Morinda citrifolia), sapoti
(Manilkara zapota L.), tamarillo (Solanum betaceum) e tamarindo (Tamarindus indica) obtidos
com agua destilada e os solventes acetona, etanol e metanol (40%, 50%, 60%, 70% e 80%). Os
extratos dos residuos da juncdo cascas e sementes de tamarindo em etanol 80% e sementes de
granadilla em acetona 80% demonstraram maior eficiéncia como agentes antimicrobianos
frente a 8 e 4 bactérias, respectivamente com valores de CIM e CBM foram de 0,39 mg/mL e
>200 mg/mL, respectivamente.

Nos experimentos de variacdo das condicdes de obtencdo destes extratos observou-se
que o maior teor de compostos fendlicos e flavonoides totais ndo estava associado aos extratos
com maior potencial antimicrobiano. Provavelmente isto pode estar relacionado ao fato de que
tais compostos antimicrobianos presentes nestes extratos ndo sdo da classe fendlica.

Desta maneira, conclui-se que, o presente estudo colaborou para a ampliacdo dos
conhecimentos e geragdo de mais informacdes a respeito da atividade antimicrobiana e teor de
compostos bioativos dos residuos analisados que se tratam de espécies ainda ndo referenciadas
em publicacgdes cientificas, porém, demonstraram ter potencial promissor para novos estudos e

possivel aplicacdo como antimicrobiano de origem natural em produtos alimenticios.
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