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FONTES, R. R. Elaboragdo de pdé liofilizado da polpa de noni (Morinda citrifolia) e
determinacdo de compostos bioativos em diversos componentes da fruta e no pé liofilizado.
[Dissertacdo]. Sdo Cristovdo: Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias e Tecnologia de

Alimentos, Universidade Federal de Sergipe; 2018.

RESUMO

A Morinda citrifolia, popularmente conhecida como noni, é oriunda do Sudeste da Asia. No
Brasil, sua introducdo comecou de maneira gradativa e relativamente recente, por intermédio
de pessoas que trouxeram sementes, provavelmente do Caribe ou Polinésia. A premissa de
melhorias a satde elevou o aumento do seu consumo entre brasileiros. A regido nordeste tem
um plantio apreciavel da Morinda citrifolia, principalmente nas regifes situadas entre 0s
estados de Sergipe e Ceara. Todavia, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
afirma que os efeitos farmacoldgicos e terapéuticos do fruto ainda ndo foram totalmente
explicitados. O presente trabalho teve como objetivo elaborar p6 liofilizado da polpa de noni
(Morinda citrifolia) e determinar compostos bioativos em diversos componentes da fruta e no
po liofilizado. Os frutos foram adquiridos no mercado municipal da cidade de Aracaju-SE.
Posteriormente, foram selecionados de acordo com seu grau de maturacdo (maduro) e
desmembrados em semente, casca e polpa. Parte desta foi processada em liofilizador por
periodo de 48h, temperatura de -54,9°C, pressdo 6,11 mbar e, vacuo 0,42 mbar. O fruto foi
caracterizado de maneira interina quanto a composicdo centesimal, tendo seu extrato
liofilizado melhor atividade, em acetona, para 0 método antioxidante FRAP, assim como, para
o radical ABTS™. Para fendlicos, o pé liofilizado (7486.37 ug EAG/g) obteve melhor
desempenho em meio aquoso, a polpa (464.44 ug EAG/g) no extrato etandlico, a semente e a
casca em acetona com valores de 2329.99 ug EAG/g e 313.29 ng EAG/g, respectivamente.
Dentre os constituintes do noni, os flavonoides (156.94 ug querc./g amostra) expressaram
melhor resposta no extrato da semente em acetona, para 0s demais extratos, o po liofilizado
mostrou resultados mais expressivos. A explanacdo dos perfis cromatograficos para
flavonoides e sua identificacdo foi possivel atraves do HPLC/DAD, sendo identificados
bioativos como rutina, canferol e artepillina C. O acido ascérbico foi quantificado em maior
concentracédo (336,62 mg/100g) no po liofilizado do fruto. Os agucares foram superiores no
po liofilizado da polpa, sacarose (4.69g/100g), frutose (6.37 g/100g), glicose (9.20 g/100g).
Sendo assim, foi notdrio o efeito antioxidante presente nos diversos componentes do fruto, e a
maior conservagao deste potencial através da aplicacéo da liofilizag&o.

Palavras-chave: Morinda citrifolia. Atividade antioxidante. HPLC. Flavonoides.



FONTES, R. R. Preparation of lyophilized powder of noni pulp (Morinda citrifolia) and
determination of bioactive compounds in different components of the fruit and in lyophilized
powder [Dissertation]. S&o Cristdvao: Postgraduate Program in Food Science and

Technology, Federal University of Sergipe; 2018.

ABSTRACT

Morinda citrifolia, popularly known as noni, is native from Southeast Asia. In Brazil, its
recent introduction began gradually, through people who brought seeds, probably from the
Caribbean or Polynesia. The improvements in health, increased the consumption of this fruit
among Brazilians. The northeast region has an appreciable planting of the Morinda citrifolia,
mainly in the regions located between the states of Sergipe and Ceara. However, the National
Health Surveillance Agency (ANVISA) states that the pharmacological and therapeutic
effects of the fruit have not yet been fully explained. The objective of the present work was to
elaborate lyophilized powder of noni pulp (Morinda citrifolia) and to determine bioactive
compounds in several components of the fruit and of lyophilized powder. The fruits were
purchased in the municipal market of the city of Aracaju-SE. These were selected according
to their degree of ripening (mature) and dismembered in seed, peel and pulp. Part of which
was processed in lyophilizer for 48h period, temperature of -54.9°C, pressure 6,11 mbar and
vacuum of 0,42 mbar. The fruit was characterized for its centesimal composition, and its
lyophilized extract had the best activity, in acetone, for the FRAP antioxidant method, as well
as for the ABTS ™" radical. For phenolics, the lyophilized powder (7486.37 ug EAG/g)
obtained better performance in aqueous medium, pulp (464.44 ng EAG/g) in ethanolic
extract, seed and peel in acetone with values of 2329.99 ng EAG/g and 313.29 pug EAG/g,
respectively. Among the noni constituents, flavonoids (156.94 ug querc./g sample) showed a
better response in the acetone seed extract. For the other extracts, lyophilized powder showed
more expressive results. The analysis of the chromatographic profiles for flavonoids and their
identification was possible through HPLC/DAD, and bioactive compounds such as rutin,
kaempferol and artepillin C were identified. Ascorbic acid was quantified in a higher
concentration (336.62 mg / 100g) in the lyophilized powder of the fruit. The sugar contents
were higher in the lyophilized pulp powder, sucrose (4.69g / 100g), fructose (6.37g / 100g),
glucose (9.20g / 100g). Thus being the higher potential of antioxidant effect of the various
components of the fruit was established, as well as the greater conservation of this potential
through the application of lyophilization.

Keywords: Morinda citrifolia. Antioxidant activity. HPLC. Flavonoids.
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1. INTRODUCAO

A fitoterapia faz parte de um dos mais antigos costumes da humanidade, baseada na
extracdo dos principios bioativos de plantas medicinais capazes de curar e prevenir patologias
(Fonseca et al., 2015; Brasil, 2015). Ao relacionarmos 0s compostos presentes em alimentos
naturais, € notoria a presenca de um maior nimero de centros quirais, atbmos com menor
massa molecular, assim como, uma sistematica de anéis variados, assegurando uma maior
possibilidade do seu potencial bioldgico (Pan et al., 2013; Ortholand et al., 2004).

Os frutos conferem acgdo sobre a producdo excessiva de radicais livres pelo organismo,
evitando efeitos maléficos, desequilibrio da homeostasia, doengas cronicas ndo transmissiveis
e neurodegenetarivas (aterosclerose, infarto do miocardio, artrite reumatoide, catarata, mal de
Parkinson, envelhecimento precoce, cancer) (Kim et al., 2008; Costa, 2011).

A Morinda citrifolia, popularmente conhecida como noni, € oriunda do Sudeste da
Asia. Foi difundida por intermédio da India e Oceano Pacifico, chegando posteriormente a
Polinésia das Ilhas Francesas (Wang et al., 2002). De acordo com Muller (2007), o fruto
oferece acdo antioxidante, antitumoral, analgésica, antibacteriana e anti-inflamatéria, por
conseguinte, ha necessidade de melhor esclarecimento a respeito do seu potencial de acdo. As
propriedades fitoterapicas estendem-se ao fruto de maneira interina, visto que, a casca possui
peculiarmente carater adstringente, as sementes, acdo laxativa, e a polpa do fruto dentre suas
qualificagdes, ainda manifesta atividade imunoestimulante, anticongestivo e expectorante
(Sousa et al., 2010; Rodriguez, 2005).

As antraquinonas, os polissacarideos e flavonoides (Pawlus et al., 2005) fazem parte
da composicdo fitoquimica do noni. Segundo Krishnaiah e seus colaboradores (2012), a
escopoletina, rutina, &cido ursolico, asperulosida, damnacanthal sdo considerados 0s
compostos preponderantes nas amostras da fruta.

O consumo do noni no Brasil aumentou consideravelmente, tornando-o ranking, o
sexto pais de maior consumo dos produtos a base deste fruto (ABEVD, 2011). A regido
nordeste tem um plantio apreciavel da Morinda citrifolia, principalmente nas regifes situadas
entre os estados de Sergipe e Ceard. Apesar do seu cultivo difundido, ainda se faz necessario,
estudos que validem e demonstrem seu real potencial bioldgico (Correia et al., 2011; Silva,
2015).

O interesse pelo estudo do fruto noni deu-se mediante melhor elucidagéo das questdes
terapéuticas e nutricionais, visto que seu uso é extensivamente difuso, porém baseado

meramente em questfes empiricas e crenca popular. Sua facil adaptacdo a solos atipicos,
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aridos e regides tropicais ocasionou seu extensivo consumo mundial (Matte et al., 2016).
Usualmente, utilizado como fonte alternativa na prevencdo, tratamento ou cura de diversas
patologias, propondo acdo antimutagénica, anticarcinogénica, antioxidante, dentre outras, seus
beneficios sdo creditadas a presenca de metabdlitos secundarios oriundos de sua composicao
bioquimica. Todavia a sociedade académico cientifica, necessita de embasamentos solidos e
melhor delineamento a cerca deste potencial de agdo (Nualsanit et al.,2012).

A maioria dos estudos detém atencdo aos efeitos benéficos oferecidos estritamente
pela polpa das frutas, entretanto o rejeitado de sementes e casca também podem proporcionar
acOes bioldgicas proveitosas.

A pesquisa busca novas fontes e esclarecimentos sob o potencial bioativo do noni e
seus possiveis beneficios e novas aplicacbes, a partir da polpa e outras partes do fruto.
Aproximadamente 150 toneladas de semente do noni séo geradas durante a fabricacdo do seu
suco. Desta maneira um estudo mais aprofundado no intuito de descobrir a presenca de
compostos bioativos e definir um fim diferenciado a estes residuos, € de enorme interesse
(West et al., 2008).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Morinda citrifolia (noni): caracteristicas botanicas
A Morinda citrifolia pertence a familia da Rubiaceae, Rubia L. originaria do latim
Rubim, referente a coloracdo avermelhada produzida pela raiz. O género Morinda tem
derivacéo de duas palavras latinas morus (amora) e indicus (india), pela semelhanca da fruta
noni com a verdadeira amora (Morus alba). (Pereira, 2007; Correia et al., 2011).
Classificacao taxondmica, segundo APG IlII:
e Reino: Plantae
e Divisdo: Magnoliophyta
e Classe: Magnoliopsida
e Ordem: Gentianales
e Familia: Rubiaceae Juss
e Género: Morinda L.
e Nome Boténico: Morinda citrifolia L
Possui caule ereto da base até o topo (apice), com reduzido crescimento secundario

(lateralmente), resultando em um caule proeminente. Arbusto que cresce em regides costeiras



15

e florestais com variagdo de tamanho entre 1 a 500 m acima do nivel do mar. Suas folhas séo
de tamanho médio, elipticas, opostas e margens onduladas, cor verde brilhante na face
superior e opaca na porcao inferior (Sousa, 2015; Wang et al., 2002). Seu desenvolvimento é
mais eficiente em solos ricos em minerais, porém possui aptidao versatil, sendo capaz de
germinar em solos &cidos ou alcalinos, tmidos e até mesmo inférteis (Nelson, 2006).

A estrutura ovoide varia de 3 — 10 cm de comprimento e 3 — 6 cm de largura,
apresentam area superficial com grumos e recoberta por estruturas poligonais castanho, sua
coloracdo depende do seu estado de maturacdo, podendo ser verde, amarelo ou branco
(Correia et al., 2011).

Figura 1 - Morinda citrifolia.

Fonte: Silva (2015)

Figura 2 - Aspectos gerais da planta 1. Inflorescéncia, 2. Folha, 3. Caule.

Fonte: Sousa (2015)

A etapa da inflorescéncia é constituida por pequenas flores com corola branca que se
torna amarelada com formato tubular. Os frutos sdo carnosos e ovoides, quando estdo
amadurecidos brancos transllcidos e exalam cheiro forte e caracteristico, proveniente do
acido butirico (Chan Blanco, 2006).
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Figura 3 - Noni em diferentes estagios de maturagdo: 1: verde; 2: de “vez”; 3:maduro.

Diferentes estigios de desenvolvimento do fruto, mudancas na cor do fruto e textura

Estagio de maturagio  Estagio | Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4 Estagio 5
Cor Verde escuro Verde amarelado  Amarelo claro Parcialmente branco Transhicido
Firmeza Bem duro Bem duro Parcialmente duro  Parcialmente duro Macio

Tempo (dias)

Maturidade do fruto

- » il lac
inflorescéncia 20 dias

Fontes: Assi (2015); Rethinam et al., (2007)

Nos primeiros 12 meses, o fruto geralmente apresenta um tamanho menor. Durante o
inverno sua producgéo é reduzida, porém a arvore nédo deixa de dar frutos. Quando cultivada
em regibes propicias ao sol e com ventos amenos, é raro sofrer ataques de insetos ou ser
infectada por doencas. Apds iniciada a fase frutifera, a producdo se torna constante durante
todo ano (Chan-blanco et al., 2006; Sampaio et al., 2010).

2.2.  Origem e historico no Brasil

Segundo a OMS (2011), aproximadamente 80% das pessoas com baixa renda utilizam
os fitoterapicos como fonte alternativa, devido a falta de acessibilidade a saude. O Noni,
planta originaria da Asia tropical, foi descoberta pelos polinésios, sendo amplamente
reportada por suas propriedades fitoterapicas e nutricionais ha mais de 2.000 anos (Sousa et
al., 2010; Wang et al.,2001). A planta da familia da Rubiaceae adapta-se facilmente a regides
costeiras e intercontinentais, com boa tolerancia a solos salinos e ressequidos, encontrada em
regibes como Africa, Australia, Malasia, Caribe, india e Indonésia (Lubeck e Hannes, 2001).

Foi difundida comercialmente através do suco extraido do sumo da fruta, tendo
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subsequentemente seu consumo em capsulas sob a forma de extrato seco (Chan-Blanco et al.,
2006; Silva et al., 2011).

No Brasil, sua introducdo comegou de maneira gradativa e relativamente recente, por
intermédio de pessoas que trouxeram sementes provavelmente do Caribe ou Polinésia. Seu
consumo teve aumento na premissa de melhorias a salde, despertando interesse comercial e
sua consequente difusdo (Sousa et al., 2009; Matoso et al., 2013).

Estudos cientificos tém apontado a Morinda citrifolia como uma fruta com boa
capacidade antioxidante, hepatoprotetora e imunomoduladora (Deng et al., 2008). A
comercializacdo mundial foi facilitada pelo seu poder medicinal e dietético, desde a
comercializacdo do suco Tahitian Noni, langado em 1996. O suco do noni é tradicionalmente
feito em tambores fechados, por intermédio de sua fermentacdo. O tempo de producdo gira
em torno de dez dias a dois meses, o liquido que escorre do fruto pode ou nédo passar pelo
processo de pasteurizacdo e posterior engarrafamento (Nelson & Elevitch, 2006; Uant et al.,
2010).

Fatores como processamento, acondicionamento, oxigenacdo, luz e oscilagdo de
temperatura podem afetar a biofuncionalidade do suco (Ram, 2002). Conforme Yang et al.
(2010), a producéo do suco sob temperatura de 24°C, 4°C e 18°C, ap0s armazenamento de um
més, reduziram em 80%, 30% e 10% respectivamente, o potencial dos fendlicos totais no
produto.

O aspecto geografico é outra variavel que afeta diretamente a composicdo do fruto, ja
que as divergentes condicdes geograficas (solo, luz solar, ar e precipitacdo) e o pds-colheita
(armazenamento, transporte e cultivo) acabam levando a prevaléncia de diferentes
funcionalidades (Deng et al., 2010).

Figura 4 - Paises com referéncias de estudo do fruto.
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Fonte: Assi (2015).
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O gréfico acima explicita os paises nos quais o noni € mais bem explorado e estudado
cientificamente. No ambito brasileiro, sdo necessarios maiores estudos para que de fato o
fruto seja aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia sanitaria (ANVISA), segundo esta,
os efeitos farmacoldgicos e terapéuticos ainda ndo foram totalmente explicitados. Embasado
neste questionamento, um informativo técnico foi publicado atraves da Resolucdo n°. 16/1999
e a Resolugdo 16 RDC n°. 278/2005 sob a sua seguranca terapéutica. Desta maneira, por
intermédio da resolucdo n® 7/2014, n°9/2004 foi decretada suspensdo de programas do suco

@

Tahitian Noni~, ja que haviam diversas alega¢Bes vinculadas a diversos meios de

comunicagéo.

2.3.  Constituicdo quimica

Cerca de 200 fitoquimicos foram identificados de diferentes regides da Morinda
citrifolia, apesar de ndo totalmente relatados (Singh, 2012). Sua composicao esta diretamente
relacionada ao seu pais de origem e época de colheita; dentre estes, estdo o0s terpenos,
xeronina, damnacanthal, norepinefrina, escopoletina, antraquinonas, aminoacidos,
fitonutrientes, morindona, morindina, acubina, alzarina, acido caproico e acido caprilico
(MATOSO et al., 2013; Deng, 2010).

Nas espécies brasileiras, a polpa fresca apresenta em sua constituicdo aglcar redutor,
dentre eles a glicose e frutose, sendo também sugerida uma grande quantidade de minerais
(Assi et al., 2015). Pratap et al., (2017). Apds realizacdo de analises fitoquimicas em suco
comercial do noni corroboraram a ideia da existéncia de altos niveis de fendis, alcaloides,
terpenoides e acucares redutores, quantidades moderadas de saponina e vestigios de
flavonoides, taninos e proteinas. Em anéalises de extratos aquoso, da Morinda citrifolia, foram
reportados além dos compostos citados anteriormente, a presenca de cumarinas, saponinas,
esteroides, lipidios e triterpenoides. (Serafini (2011); Nagalingam et al., (2012))

O suco concentrado Tailandés, reportou teor de &cidos graxos de 149 + 8,735mg/100g,
com proporc¢ao de glutamato, alanina, arginina (20 - 26mg/ 100g); glicina, cisteina, metionina,
tirosina, fenilalanina, lisina ( 9,0 — 14,5mg/ 100g); treonina, serina, valina, isoleucina, leucina
(3 -6,5mg/ 100g) (Rawangban et al., 2011).

Segundo Lavaut (2003), o fruto contém 52% de agua em sua composicao, além de
substancias como damnacathal, xeronina e norepinefrina, sendo esta precursora da adrenalina,
estimuladora do sistema nervoso simpatico. O damnacanthal, substancia natural auxiliadora
no combate ao cancer, e a xeronina que promove reagdes alcaloides, acionando enzimas

catalisadoras do metabolismo celular, otimizando condi¢Ges ao combate de diabetes, cancer,
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asma, artrite e ao combinar-se a proteinas fornece energia e sinais bioquimicos intracelular
(Palioto et al., 2015; Quintana, 2002; Costa, 2016).

Ja Motshakeri (2015) afirma que a fruta contém 90% de agua e 10% de matéria seca.

A matéria seca consiste em sélidos soltveis (8 - 10 Brix), dos quais 5% sao agUcares

redutores (glicose e frutose) e 1,3% é sacarose, com o restante composto de fibras e proteinas

(Chunhieng, 2003). Aproximadamente 10% a 12% do peso seco sdo compostos por minerais,

principalmente potassio, calcio, enxofre, magnésio, sddio, fésforo, com vestigios de selénio e

aminoacidos como o &cido aspartico (Chunhieng, 2003).

Tabela 1 - Composicdo quimica do noni.

Composto Atividade Referéncia
Elkins, 1998; Dittmar, 1993;
Antifangico Wang et al.,1995.
||:M.|‘

Acido caprilico

HU‘E/WCHJ'

Acido hexanoico

Vitamina C

Vitamina E
Magneésio, selénio

2,6-di-O-(p-D-glicopiranosil 1-O-
octanol-p-D glicopiranose

Antiflngico e
antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Valor nutricional

Antioxidante

Wang et al., 2002; Liu et al.,

2005

Yang et al., 2007

West et al., 2008

Yang et al., 2007; West et

al., 2011
Nelson, 2003; Lin et al.,
2008.

(continua)
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535215001902#b0085
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535215001902#b0535
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535215001902#b0540
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535215001902#b0235
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535215001902#b0235
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535215001902#b0555
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535215001902#b0555
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535215001902#b0320
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Composto

Atividade

Referéncia

Quercetina

Escopelina

Estigmasterol

gch
Nf 5

o
L.
BE

Acido ursélico

e
WLy
.,,-m.

-

B
SR
p-Sitosterol

Yff "

&K

Acido
Asperulosidico

Anti cancer

Antiflamatorio

Atividade imunomoduladora
Anti alérgico

Antioxidante

Escopelina

Antitubercular

Antinflamatorio
Antinefropético
Antifungico

Antitubercular

Atividade inibitéria de
melanoma

Atividade inibitéria de células
tumorais

Chan Blanco et al., 2006

Semente (MASUDA et al., 2009)
Fruta (YU et al., 2008;

DENG et al., 2007b); Elkins, 1998;
Liu et al., 2001; Yu, 2004; Deng et
al., 2007

Fruta (YU et al., 2008;
LIN et al., 2007;
SIDDIQUI et al., 2007b)

Semente (WEST et al., 2008)

Semente (MASUDA et al., 2009;
YANG et al., 2009);

Semente (WEST et al.,2008)

Fruta (AKIHISA et al.,
2010; AKIHISA et al.,
2007; KAMIYA et al.,
2005; LIU et al.,2001)
Raiz (KAMIYA et al.,
2008)

(continuando)
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Composto Atividade Referéncia
Atividade inibitoria de
Ester metil melanoma Fruta (AKIHISA et al.,
scandosideo 2010)
Antioxidante Semente (MASUDA et al., 2009)
Americanina A Fruta (LIN et al., 2007; SU et al.,
2005)

(conclusao)

2.4.  Atividade bioldgica e compostos bioativos

2.4.1. Acido ascorbico

Uma dieta qualitativamente balanceada entre antioxidantes e pro-oxidantes esta
diretamente relacionada ao desencadear do processo oxidativo, causado pelo desbalanco
nutricional, relacionada ao excesso deste ou deficiéncia daquele (Vannucchi, et al., 1998;
Boni et al., 2010).

A presenca de compostos bioativos, que atuam exercendo atividade antioxidante,
auxiliam protetivamente a evolucéo de efeitos deletérios, inibindo o principio da peroxidacdo
lipidica, sequestrando os radicais livres. Dentre os fitoquimicos atuantes, incluem-se as
vitaminas C, E, flavonoides e os carotenoides, sendo estes indispensaveis ao controle de
processos oxidativos e formagéo de radicais livres (Barcia et al., 2010; Kitts 1997; Rodrigues
et al., 2003).

As frutas e hortalicas proporcionam 85% da fonte de vitamina C, a qual trata-se de um
composto hidrossoltvel, essencial ao melhor funcionamento do organismo. Atuando sob o
superoxido e hidroxil, reduzindo os radicais tocofer6is em sua forma ativa nas membranas
celulares, mantendo a integridade celular dos organismos aerdbios (Oliveira, et al., 2011).
Segundo Lutsenko et al. (2002), o acido ascorbico atua na prevencdo de mutacdo genética
causada pelo estresse oxidativo em estudo in vitro.

A vitamina C, ndo sintetizada pelo organismo, é de relevante importancia, tendo como
principal fonte, as frutas em sua forma in natura (CHITARRA, 2005). No plasma, age como
agente redutor, doando elétrons para varias espécies reativas, eliminando-as antes que estas
interajam com as membranas e as lipoproteinas. De maneira indireta, ela regenera a forma
ativa da vitamina E, e de outros antioxidantes como o f-caroteno, flavonoides e glutationa

para que exergcam seu papel antioxidante (Batlouni et al., 1997; Rique et al., 2002). Sua
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disponibilidade em frutos é essencial no tocante a prevencdo ou manifestacdo de doengas,

garantindo a este valor nutricional relevante (Nery et al., 2013).

2.4.2. Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos tetraterpenoides abundantes no reino vegetal,
responsavel pela coloracdo amarela, vermelha e laranja. Sdo funcionalmente € constituida pela
acao quimioprotetora, diretamente correlacionada a anticarcinogénese e potencial fitoquimico
(Gomes, 2007; Silva et al., 2014). Esta acdo esta diretamente correlacionada a existéncia de
um extenso cromaforo constituido por ligagdes duplas conjugadas, formando um sistema de
elétrons m que se desloca por toda cadeia poliénica, proporcionando alta reatividade quimica
(Britton, 1995a). Consequentemente, o cromdforo, € responsavel pela cor e propriedades
fotoprotetoras dos carotenoides.

Existem aproximadamente 600 carotenoides na natureza, sendo subdivididos em (1)
carotenos, hidrocarbonetos puros; (2) xantofilas, hidrocarbonetos com grupamentos
oxigenados (Haegele et al., 2000). Os seres humanos nédo sintetizam estes nutrientes e assim
depende diretamente da ingestdo de alimentos ricos em fontes deste fitoquimico. Alem da
capacidade antioxidante, alguns deles sdo precursores da vitamina A nutriente responsavel
pela manutencdo da visdo, formacdo de tecido epitelial, resposta imunolégica, reproducéo,
desenvolvimento e crescimento embrionario (Olson, 1994). Dentre outras funcionalidades,
estd diferenciacdo celular, metabolismo 0Gsseo, atividade anti-inflamatoria e retardo da
oxidacéo lipidica, aumentando o tempo de vida de prateleira de produtos (Saini et al., 2015).

Apenas 14 carotenoides apresentam boa disponibilidade de absorcéo, dentre eles,
existem o f-caroteno, o a-caroteno, a luteina, a zeaxantina e o licopeno. Em contrapartida,
apesar da existéncia da beta-criptoxantina, a fucoxantina, a astaxantina, a crocetina, a
capsantina e o fitoeno, estes se encontram pouco estudados (Khachik et al., 1991; Parker et
al., 1999).

2.4.3. Atividade antioxidante, compostos fendlicos e flavonoides

Os flavonoides encontram-se entre os compostos fendlicos de maior interesse
cientifico; sua estrutura quimica é formada por dois anéis aromaticos unidos por um
heterociclo oxigenado. O grau de hidrogenacdo e a substituicdo do heterociclo classificam os
flavonoides em diferentes grupos: flavonas, flavonois, flavononas, antocianinas e
isoflavandides. (Arts & Hollman, 2005; Karakaya, 2004; Costa 2011).
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Segundo Siriwardhana et al., (2013), dentre os fitoquimicos bioativos, os polifenois
tem sido o mais extensivamente estudados pela sua capacidade de captura dos radicais livres.
A descoberta de mais de 8000 moléculas compreendidas entre flavonoides, acidos fendlicos,
estilbenos e lignanas foi evidenciada. Estes compostos apresentam uma ampla atividade
biologica, como poder antioxidante e antinflamatério. S&o gerados pelo metabolismo
secundario das plantas, podendo estar livres ou agregados a agucares e proteinas. Em estudos
in vivo, € apontado que os fendlicos tem a acdo de bloquear radicais livres danosos ao
organismo humano, devido a sua estrutura quimica, constituida por anel aromatico e
grupamentos hidroxilas (Bravo, 1998; Liu, 2007).

A presenga do anel aroméatico com substituintes hidroxilicos atua possibilitando a
eliminacdo ou atenuacdo dos radicais livres, reduzindo o oxigénio singlete, promovendo a

oxidacéo lipidica e quelacdo de metais (Malacrida et al., 2006; Oliveira et al., 2011).

Figura 5 - Representacdo quimica dos principais flavonoides.

Antocianidinas ~~.  Catequinas ﬁ Flavonsis (7~ )
O A
A0 A m
L @ l ] NN \0
‘\///\\-%’\O \/‘\/\O T
o}
Flavanonas AN Flavonas 1/ ] Isoflavonas

O /§r0\/“\\/ (,.\_/o

| U] [ I L
[\)/\/ NAN7 NN j
|
=

o] o] 0
Fonte: Oliveira (2011).

O tipo de flavonoide é baseado pela relacdo da solubilidade e reacdes de coloracéo,
podem ser separados por procedimentos cromatograficos e os componentes individuais
identificados, quando possivel, por comparacdo com padrfes (Marco et al., 2009).

Diversas frutas vém ganhando maior reconhecimento pelo seu potencial de bioativos,
dentre elas, o noni passou a ser estudado como uma iminente fonte destes compostos.
Segundo Canuto et al., (2010), o noni apresentou 1,2 mmol.L™, de 4cido galico, ultrapassando
os valores obtidos pelo tamarindo (0,8 mmol.L™), caja (0,6 mmol.L™), araca boi (0,6 mmol.L"
1, bacaba (0,3 mmol.L™), cajarana (0,4 mmol.L'™"), cupuacu (0,4 mmol.L™") e caju (0,6
mmol.L™Y).

Conforme estudo descrito por Malaterre et al. (2016), os flavonoides em frutas
tropicais como abacaxi foi de 2 mg/100g; manga, 6,4 mg/100g; 1,7 mg/100g para maméo; 9,1

mg/100g para banana nanica. Valores inferiores ao encontrado para o noni ja que, de acordo
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Palioto et al.,(2015) foi quantificado 13,01mg/100g de flavonoides amarelos para o fruto
noni.

De acordo com Ruhomally et al., (2016), o teor fendlico total do noni foi de 748,40 +
8,85 mg/EAGG™ e 770,34 + 2,27 mg EAG g™ com maior quantidade no fruto ndo maduro.
Porém nenhuma diferenca significativa foi observada. O nivel mais alto de flavondides foi
medido na fruta nio madura (228,02 + 0,37 mg/QE g') com uma quantidade
consideravelmente menor (67,67 £ 1,55 mg/QE g-1) no fruto maduro. Ja as frutas maduras
eram mais ricas em vitamina C (76,24 + 1,13 mg / 100 g) do que as amostras ndo maduras
(53,19 £ 0,79 mg/ 100 g).

Segundo Sampaio (2010), as sementes também apresentam valor biolégico, tendo
como uma das maneiras de evitar rejeito destas, a avaliacdo para estudo e producdo de éleo
essencial. De acordo com Nelson (2005), cerca de 260 sementes sdo encontradas por fruto,

sendo de cor amarronzada e espessura de 4 a 9 mm.

2.4.4. Mecanismos dos radicais livres

O mecanismo de formacéo dos radicais livres é constituido de um processo fisioldgico
continuo, realizando fungbes biologicamente significativas. Os radicais livres funcionam
como mediadores para condugdo e transferéncia de elétrons entre as reacdes bioquimicas.
Quando produzidos de maneira compensada, eles geram ATP por intermédio da cadeia
transportadora de elétrons e facilitam processos bioldgicos como fertilidade, melhora da
imunidade, assim como, ativacdo genética. Entretanto, sua formacdo excessiva torna-se
prejudicial a satide humana (Shami et al., 2004).

De acordo com Green et al., (2004), o estresse oxidativo é gerado pela
descompensacdo entre a producdo de oxidantes e antioxidantes. Quando este processo torna-
se crénico hd maior suscetibilidade ao desenvolvimento de patologias ndo transmissiveis,
dentre elas, diabetes, hipertenséo arterial, aterosclerose, adversidades neurodegenerativas e

carcinogénese.

Figura 6 - Formacdao dos radicais livres.
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A Figura 6 demonstra a formacdo dos radicais livres, na qual ocorre a reducédo
tetravalente do oxigénio; este recebe quatro elétrons (e") e quatro ions de hidrogénio (H"),
levando a formacdo de energia e duas moléculas de agua. Na fase dois o superdxido é
formado (O,) pelo acréscimo de elétron, na etapa 3 O, recebe ions de hidrogénio, gerando 0s
peroxidos de hidrogénio pelo processo de dismutagdo; esta reacdo é auxiliada pelo SOD
(superéxido desmutase). Em sucessdo o H,O, reage com o ferro (Fe?*) ou cobre (Cu®),
originando a hidroxila (OH'), reacdo de Fenton. Na fase 5, acontece a reacdo de Haber-Weiss,
nela os ions citados possibilitam a reacdo entre H,O, e O, gerando OH' . Na Ultima etapa, o
radical O, reage junto ao 6xido nitrico, formando como produto o peroxinitrito (ONOO)
(Barbosa et al., 2010).

2.5. Otimizagéo dos processos de extragao

A elaboragéo de extratos sob diferentes condic¢Ges surgiu para identificar e isolar de
maneira mais eficiente os compostos bioativos em fontes naturais, dentre elas, frutas,
sementes e especiarias. A polaridade dos solventes € essencial e diretamente correlacionada
com a natureza do composto que deseja ser extraido (Andreo et al., 2006). As pesquisas
correntes buscam comparac¢Bes sobre o método que propde melhores resultados, buscando
uma alternativa para sua aplicabilidade em alimentos. Preliminarmente, alguns testes devem
ser feitos e aspectos ligados a manutencdo da atividade dos compostos bioativos sdo de
fundamental relevancia, dentre eles, calor, presenca de oxigénio e luz (Pompeu et al., 2009;
Shaidi e Naczk, 1995).

No estudo realizado por Azizah, Ruslawatti e Tee (1999), a atividade antioxidante
méaxima de subprodutos de cacau (pd, grdos e cascas), utilizaram metanol, misturas de
cloroférmio, éter e dicloroetano ou cloroférmio, metanol e dicloroetano para a extracdo. O
metanol apresentou melhor resultado na extragcdo dos compostos bioativos.

Extragdes submetidas a temperaturas brandas sdo significativamente mais adequadas
para compostos termosensiveis como o acido carndsico presente no alecrim. Para casos como
este, 0 mais indicado é a extracdo por fluido supercritico, que atua sobre a preservacdo do
composto (IBANEZ et al., 1999).

Lapornik et al., (2005) verificaram em residuos de polpa vermelha, os extratos
metanolicos, etandlicos e aquosos apos submetidos a extracdo por periodo de 1, 12 e 24 horas,

repotaram teor de polifenois reduzidos quando submetidos a maior tempo de extracéo.
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2.6. Liofilizacéo

A técnica de liofilizagdo consiste na conservacdo do produto atraves da sublimacéo,
partindo do principio de reduzir a perda nutricional, propriedades sensoriais e volateis no
alimento. Este sistema constitui importante funcionalidade na preservacdo de enzimas, virus,
leveduras, assim como, frutas e carnes, em geral. (Navas, 2006).

Este processo torna-se proveitoso e conveniente devido a reducdo a desnaturacdo
oxidativa e reacBes degenerativas. O produto pode ser reconstituido facilmente, preserva
caracteristicas quimicas e fisicas, ndo propiciam deshaturacdo proteica e mantém o0s
compostos Vvolateis presentes no alimento, atuam dificultando o desenvolvimento de
microrganismos. Além destes, ndo ha formac¢do de “case-hardening”, sem migracdo de s6lidos
soltveis para superficie durante a secagem (Cohen et al.,1995; Mujumdar, 1995; Marques,
2008).

A principio, o processamento inicia através do congelamento, sublimacéo e posterior
dessorcdo sob pressdo reduzida do alimento. A nucleacdo dos cristais de gelo é um
interferente direto que pode impactar na qualidade do produto final. Alimentos com maior
porosidade apresentam maior capacidade de reidratacdo, tornando-se relevante para indudstria
alimenticia (Petzold e Aguilera, 2009). A reidratacdo consiste em um processo de
umidificacdo do material seco, para que desta maneira ocorra adsor¢do da agua e lixiviagdo do
soluto (Marques et al., 2009; Witrowa-Rajchert et al., 2006).

Ha direta correlacdo entre a temperatura de congelamento e a melhor reidratacdo do
produto. Amostras com congelamento lento demonstram proporgdes de reidratacdo superior
quando comparadas ao rapido congelamento, devido a maior porosidade no contetdo e
melhor reconstitui¢do do produto liofilizado (Babi et al., 2009; Rhim et al., 2011).

Segundo Harnkarnsujarit et al. (2016), no estudo realizado com reidratacdo de
coalhada de soja seca, a reidratagdo foi mais eficiente apds rapido congelamento, podendo a
matriz alimentar ser o interferente principal.

De acordo com Menezes et al., (2008), o acai (Euterpe oleracea, Mart.) liofilizado
manteve suas propriedades sensoriais e fisico quimica similar a sua forma in natura. Os
minerais de maior concentracdo foram ferro (4,5 mg em 100g de pé liofilizada), magnésio
(124,4 mg em 100 g de po liofilizada) e célcio (330 mg/100 g de pd de acai liofilizada). Os
autores concluiram que o método é eficiente para manutengdo das caracteristicas do fruto,

sendo uma excelente alternativa para melhor conservacao da polpa (Menezes et al., 2008).
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De fato, estudos que reportam a aplicacdo da liofilizagdo ao noni in natura séo
escassos, Rybak et al. (2013) aplicaram o método ao suco do noni Tahitian e quantificaram
elementos como manganés (6,11g/L); cobre (2,22g/L); molibdénio (0,60g/L) e cobalto
(0,047g/L). Ruhomally et al. (2016) fizeram um comparativo entre o liofilizado da fruta
madura e ndo madura para averiguar o efeito do extrato da Morinda citrifolia ha modulagao
do estresse oxidativo em lipossarcoma humano SW872 e constataram significativa

restauracdo das células.

2.7. Cromatografia Liquida e Espectrometria de Massas

O boténico russo Mikhail S. Tswett deu inicio a aplicacdo da cromatografia liquida
surgindo na primeira década do século passado, seu principio era baseado na separacdo de
pigmentos em uma coluna empacotada com particulas, sendo estes extraidos de plantas por
intermédio de solventes . A simbologia HPLC inicialmente era determinada pelo termo High
Pressure Liquid Chromatography com posterior evolucdo para High Performance Liquid
Chromatography (Collins, 2009).

A cromatografia acoplada a espectrometria de massas trata-se de uma aplicabilidade
analitica que combina a capacidade de separacdo de diferentes compostos da cromatografia
liguida com capacidade de analisar suas respectivas massas . Seu fundamento baseia-se na
medida de massa de ions provenientes de analitos em fase gasosa e determinados com relacéo
a massa/carga (m/z). Os espectrometros de massas propiciam identificacdo de compostos em
estudos por intermedio da massa molecular, composicdo elementar e composicao isotopica e
fragmentacdo do composto (Hage et al, 2006).

Esta técnica propicia a identificacdo e quantificacdo de compostos presentes em
concentracbes minimas, devido a alta sensibilidade deste equipamento. As analises
desenvolvidas em LC-MS propiciam maior agilidade e possibilidade de identificar compostos
com similar ou idéntico tempo de retencdo, demonstrando resultados com clareza e pureza das
bandas cromatogréficas (Hage et al, 2006; Schiel et al., 2006).

3. OBJETIVO

3.1.  Objetivo geral

Elaborar pd liofilizado da polpa de noni (Morinda citrifolia) e determinar compostos
bioativos em diversos componentes (polpa, casca e sementes) da fruta e no pé liofilizado.

3.2.  Objetivos Especificos

e Aplicar método de liofilizac&o na polpa do fruto;
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e Caracterizar fisico quimicamente a semente, casca, polpa in natura e pé liofilizado,
quanto a umidade, atividade de &gua, extrato etéreo, cinzas, acidez, solidos soluveis,
pH e proteina;

e Padronizar extragdo dos compostos bioativos analisando a influéncia da aplicacdo de
diferentes solventes;

e Quantificar fenolicos totais, flavonoides totais e carotenoides nas diversas partes e no
po liofilizado;

e ldentificar, quantificar e determinar os flavonoides por diferentes técnicas de extracao;

e Determinar atividade antioxidante da casca, semente, polpa in natura e po liofilizado
pelos métodos FRAP e ABTS;

e ldentificar e quantificar aclcares presente na polpa e diversos componentes do fruto e

no po liofilizado.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria-prima

A fruta noni foi adquirida no mercado municipal da cidade de Aracaju, localizada no
estado de Sergipe. Os frutos foram selecionados e seu estagio de maturacao para realizagdo da
pesquisa foi considerado “maduro”.

Apos colheita, o fruto foi higienizado com hipoclorito de sodio, despolpado e
desmembrado em casca, polpa e semente para posterior elaboragdo de extratos e analises.
Cada componente do fruto foi acondicionado em vasilhas separadas de polietileno e guardado
sob congelamento a -18°C. As analises em triplicatas foram feitas no Laboratério de Flavor e

Analises Cromatograficas - LAF.

4.2. Métodos de analise

4.2.1. Caracterizacgao fisico-quimica do noni

42.1.1. Umidade

A umidade foi determinada pelo método de gravimetria, onde foi usada balanca
analitica com precisao de 0,0001g, utilizado cadinho de porcelana e estufa de circulacédo de ar
(Marconi MA 035/2) sob temperatura de 105°C até obter o peso constante. O teor de umidade

foi expresso em gramas de dgua para 100g de amostra.
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Todas as analises foram realizadas em triplicata (IAL, 2008).

4.2.1.2.  Residuo por incineracao (cinzas)

Foram utilizados cadinhos de porcelana previamente tarados a 500°C em mufla
(Marconi MA 385), nos quais foram pesados 5g da amostra. Inicialmente, a amostra foi
incinerada em placa aquecedora e posteriormente colocadas na mufla. A pesagem foi feita até

a obtencdo do peso constante (1AL, 2008).

4.2.1.3.  Atividade de agua

A atividade de &gua foi determinada através do equipamento Aqualab (Dew Point
4TEV), com metodologia prevista pela AOAC (2007).

4.2.1.4.  Determinacdo de proteinas

A determinacdo foi dada através da pesagem de 2g da amostra, na qual a matéria
organica foi decomposta pelo acido sulfurico e mistura catalitica. A amostra foi digerida em
tubos digestor e a titulacdo foi feita com hidréxido de sodio (0,1M). O fator de correcédo
utilizado para transformac&o do nitrogénio em proteina foi de 6,25 (IAL, 2008).

4.2.1.5. Acidez

A determinacdo da acidez foi realizada através da titulacdo potenciometrica com
NaOH 0,1M, tendo o ponto de equivaléncia pela medida do pH da solucdo na faixa entre 8,2-
8,4. Método 311/1V, descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.2.1.6. Extrato etéreo

Foram pesados 2g da amostra em cartuchos para Soxhlet e deixado em refluxo por
periodo de 6 horas em balGes de fundo chato previamente tarados em estufa a 105°C. O
solvente utilizado foi hexano. O baldo com o extrato foi transferido para estufa a 105° C até o
peso constante (1AL, 2008).
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4.2.1.7.  Sélidos soluveis (°Brix)

Uma amostra homogeneizada foi colocada sobre o refratdmetro portatil (MOD TR-30
ATC), previamente calibrado com agua destilada. Foi feita leitura e observada temperatura da
amostra para adicionar fator de correcdo, de acordo com o método descrito no item 315/1V
(Brasil, 1986; 1AL, 2008).

4218. pH

Foi utilizado a medigdo pelo potenciémetro diretamente na amostra. Foram pesados
10g da amostra diluida em 100 mL de agua destilada, a mistura foi homogeneizada e colocada
diretamente em contato com o bulbo do pHmetro (Hanna), previamente calibrado com
solucdes tampéo 4, 7 e 10 (IAL, 2008).

4.2.2. Obtencéo da polpa liofilizada

Foram realizados pré-testes para definicdo dos pardmetros de otimizacdo da
liofilizacdo da polpa do fruto de acordo com metodologia aplicada por Prado, (2009).

A polpa foi processada em liofilizador (Modelo Alpha 1-2 LD Plus) pertencente ao
laboratério, LAF da Universidade Federal de Sergipe. A principio, a polpa foi colocada em
bandejas de polietileno para congelamento em freezer vertical a -17°C. Em seguida, o material
previamente congelado foi levado ao lioflizador utilizando os seguintes parametros de
processamento: temperatura de -54,9°C, pressao de 6,11 mbar, vacuo 0,42 mbar por periodo
de 48 horas.
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Figura 7 - Fluxograma para obten¢do da polpa liofilizada.
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Fonte: Proprio autor

O po liofilizado foi mantido acondicionado em embalagens plasticas em voltas por

folhas de papel aluminio para protecéo contra umidade e luz e armazenadas em dessecador.
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4.3.  Procedimentos de extracao

4.3.1. Extrato alcodlico, extrato ceténico e extrato aquoso

A metodologia segue de acordo com Jardini et al., (2007), Costa et al., 2013, com
modificaces.

Os extratos foram obtidos através de uma amostra de 4g da casca, semente e polpa in
natura e para o po liofilizado, foi pesado 1g da amostra, sendo estas previamente trituradas e
homogeneizadas. Para extracdo foram utilizados diferentes solventes: alcool etilico 70%,
acetona P.A., acetona 80% e agua. Uma aliquota de 20mL do solvente foi direcionada a cada
amostra previamente pesada. Posteriormente, foram colocadas em sonicador por 1h,
temperatura 25°C. Os extratos foram filtrados em papel qualitativo (Unifil - gramatura
80g/m2).
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Figura 8 - Fluxograma para obtencdo dos extratos.
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4.4.  Acido Ascorbico por HPLC

O teor do &cido ascérbico foi determinado de acordo com a metodologia descrita por
Vinci, Botre e Ruggieri (1995), e por Barcia et al. (2010), com modificagdes. Foram pesadas
5g da amostra triturada e homogeneizada, adicionados 15 mL de solucdo de éacido
metafosforico (4,5%), e deixado em repouso por 1 hora em frasco vedado.

As amostras foram transferidas para tubos e centrifugadas (Eppendof 5810R) a 7000
rpm, temperatura de 20°C por 10 minutos e o sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa
PVDF (diametro 25 mm, poro 0,45um) e transferido para vial.

Condic0es analiticas:

= Sistema —> UFLC

= Fase movel—> Agua ultrapura acidificada com 0,1% de acido formico
= Detector —> DAD/UV VIS

= Coluna—> C18 Titan (5cm x 3mm, 1,9 um) (Supelco)

* Modo —>Isocratico
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A —> 243 nm
= Volume de injegdo —> 10pL
* Fluxo —> 0,8mL/min
=  Tempo de corrida —> 20 minutos
Os picos foram identificados de acordo com o tempo de retencdo do padrdo de acido

L- ascorbic acid. Foi feita curva de calibragao do padrédo, com resultado expresso em mg/g.

4.5.  Acucares por HPLC

A metodologia empregada para determinacdo dos aclcares foi aplicada segundo
Macrae (1998), com modificagcdes. Foram pesados 5g da amostra e misturados a 15mL de
agua milliQ. As amostras foram direcionadas ao ultrassom por 30 minutos e sequencialmente
centrifugada; o sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa PVDF (didmetro 25 mm, poro
0,45um). Para amostra liofilizada foi necessario ajustar inicialmente o grau brix.

Os padrdes para identificacdo e quantificacdo foram obtidos através da compra do kit
de carboidratos da Sigma Chemical Company. Para quantificacdo foram feitas curvas de
calibracdo da sacarose, glicose e frutose, e a partir da area das bandas os resultados foram
expressos em g/100g.

Condicdes analiticas:

= Sistema —> UFLC

= Fase movel—> Agua ultrapura

= Detector —> Rid 10A Shimadzu
= Coluna—> Ca supelco

= Modo —>Isocratico

= Bomba —> LC-20AD

=  Temperatura —> 80°C

= Volume de injegdo —> 5uL

* Fluxo —> 0,5mL/minuto

=  Tempo de corrida —> 40 minutos

4.6. Flavonoides por HPLC

4.6.1. Equipamento

Foi utilizado sistema cromatografo liquido UFLC Prominence (Shimadzu Inc., Japan),
composto por duas bombas LC-20D, degaseificador (DGU-20 A3), auto injetor (SIL-20A
HT), detector de arranjos de diodos (SPD-M20A) e controladora de dados (CBM-20A).
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4.6.2. Extracdo Método 1

Para a extracdo dos compostos bioativos, foi utilizada metodologia segundo Andrade
et al., (2017) no qual foram pesados 2g de amostra e acrescentados 15 mL de etanol 70%. A
mistura permaneceu em ultrassom (UNIQUE — USC 1400A) por 1 hora a 40°C e seguida de
centrifugacdo (Eppendof 5810R) a 4000 rpm, a 20°C por 10 minutos. O sobrenadante
resultante foi levado a estufa (SOLAB - SL - 100) a 35°C até completa secagem. O extrato
seco foi ressuspendido na concentracdo de 50 mg/ml com etanol 70%. As amostras foram

filtradas utilizando filtro de membrana de celulose de 0,45 pM.

Figura 9 - Fluxograma extracdo flavonoides método 1.
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Fonte: Proprio autor

4.6.3. Extracdo Método 2

A extracdo foi realizada segundo o método proposto por Arribi et al., (2004) com
adaptacdes. As amostras foram extraidas com metanol 70% em incubadora Shaker (SPLabor)
na proporcao de 2:100 (m/v), por duas horas a 25°C. Os extratos obtidos foram filtrados em
papel filtro (Unifil - gramatura 80 g/m2).

Para concentracdo dos extratos foi utilizado rotaevaporador (Fisatom) em temperatura
de banho de 35°C (até volume de aproximadamente 20 mL). O cartucho do manifold
(Visiprep 24™ DL) foi pré-condicionado com 20 mL de metanol e 20 mL de agua e em
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seguida 6mL da amostra foi transferida para o cartucho. A posterior eluicdo ocorreu pela
passagem de 10 mL de metanol (Tedia HF LC/ Spectro). A amostra passou por NOvVo processo
de rotaevaporacéo e foi resuspendida em 1 mL de metanol, posto em sonicador (UNIQUE —
USC 1400A) por 5 minutos e transferido para vial.

Figura 10 - Fluxograma extragdo flavonoides método 2.
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4.6.4. Padr@es analiticos e solventes

As analises foram realizados pelo uso dos seguintes padrdes (todos da marca Sigma
Aldrich, grau de pureza 95% ou mais): apigenina (C1sH100s), artepillina C (C19H2403), acido
cinamico (CgHgO,), acido cafeico (CqHgO4), acido ferdlico (C1oH100,), &cido cafeico fenil
ester - CAPE (Ci7H3604), acido galico (C;HgsOs), biochanina A (Ci6H120s), catequina
(C15H1406), epicatequina (Ci5H140¢), galato de etila (CygHy100s), canferide (CigH120g),
isoramnetina (C16H12,07), acacetina (Cy6H120s5), pinocembrina (CysH1204), narigenina
(C15H1205), acido p-cumarico (CgHgOs), canferol (CisH1006), quercetina-3-glicosilada
(C21H20012), é&cido protocatequinico (C;He¢O4), &cido clorogénico (CisH1g0g), rutina
(C27H30045), vanilina (CgHgO3) e acido vanilico (CgHgO4). Metanol e acetonitrila grau HPLC

foram obtidos da empresa Tedia.
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4.6.5. Condic¢Bes Cromatogréaficas

Uma analise exploratéria do perfil cromatografico da separacdo dos compostos
bioativos foi realizada inicialmente utilizando método ja desenvolvido e validado no presente
grupo de pesquisa. Os padrdes de flavonoides e &cidos fenolicos foram separados e analisados
em uma coluna Ascentis Express F5 (150 x 2,1 mm, 2,7 um de particula; Sigma Aldrich). A
fase movel foi constituida: A (agua deionizada com 0.1 % de acido formico) e B (acetonitrila
com 0,1 % de &cido formico). A vazdo foi de 0,2 mL/min, sob temperatura de 40 °C e volume

de injecédo de 2 pL.

Tabela 2 - Gradiente de injecdo da fase mével A e B.

] Solvente A (agua Solvente B (acetonitrila
Tempo (min)
deionizada acidificada) acidificada)

0-1 85% 15%

1-9 75% 25%
9-16 70% 30%
16-23 60% 40%

23-25 55% 45%
25-28 50% 50%
28-33 40% 60%
33-37 25% 75%
37-38 85% 15%

4.7. Atividade Antioxidante

47.1. FRAP

O poder antioxidante de reducdo férrica (FRAP) foi detrminado de acordo com o
procedimento descrito por Benzie e Strain (1996). O reagente FRAP foi preparado com 25mL
de solucdo tampéo de acetato 0,3M (pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ 10 uM em HC1 40 mM e
2,5mL FeCl; 20 mM na proporcdo de 10: 1: 1 (v / v/ v), respectivamente. Uma aliquota de
90pL foi misturada a 2,7puL de solugdo FRAP seguido de homogeneizagdo em Vortex
(GOmixer MX-F). As amostras foram mantidas em repouso por 30 minutos no escuro, a
reducdo do radical para o complexo ferroso foi gerar uma intensa cor azul. As leituras foram
feitas a 593 nm em espectrofotometro (SpectraMax M2). Duas curvas de calibragdo foram
feitas utilizando Trolox (0 — 160 ppm) e Acido Ascdrbico (0 — 160 ppm) como padrdes. Os
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resultados foram expressos em termos de mmol Equiv. Trolox / g amostra e mmol Equiv.
Acido Ascorbico/g de amostra (AAEAC). O FRAP foi utilizado como branco.

4.7.2. ABTS

O método ABTS (2,2 — azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina- 6- sulfénico) seguiu a
metodologia de Re et al. (1999). Para preparar a solucdo e obtencdo do radical ABTS™ foi
pesado 0,384g em baldo de 100 mL misturados a 1,760 mL de perssulfato de potassio, sendo
este Ultimo previamente pesado (0,07569) e dissolvido em 2 mL de agua. A obtencdo do
radical ABST"" foi dada pela reacdo do radical com o perssulfato de potassio por intermédio

de encubacdo no escuro por periodo de 16 h a temperatura ambiente.
Foi feita diluicdo de 1 mL de ABTS™ para 35 mL em etanol até obtencdo de uma

absorbancia de 700 + 0,02 a 734 nm em espectrofotdbmetro (SpectraMax M2). Apds ajuste da
absorbancia, 30uL do extrato foi misturado com 3 mL do ABTS™ homogeneizado em vortex
(GOmixer MX-F) e repouso por 6 minutos no escuro para posterior leitura. A absorbancia foi
medida a 734 nm no espectrofotdbmetro. Duas curvas de calibragdo foram feitas utilizando
trolox (0 — 450 ppm) e acido ascorbico (25 — 350 ppm) como padrdes e os resultados foram
expressos como UM Equiv. Trolox/100 g amostra (TEAC) e pM Equiv. Acido Ascorbico /
100g amostra (AAEAC). O etanol P.A. foi considerado o branco.

4.8. Carotenoides por Espectrofotometria

A metodologia adotada para determinacdo do conteudo de carotenoides foi segundo
método descrito por Lichtenthaler (1987). Foram pesados 2 g da amostra, maceradas e
adicionadas a 0,2g de carbonato de calcio. Posteriormente, foi acrescido 7 mL de acetona
80%, este material foi lavado com acetona 80% (2x) e filtrado para baldo de 25mL, seu
volume foi completado com o proprio solvente. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro (SpectraMax M2) nos comprimentos de onda de 470 nm para carotenoides
totais, 647 nm e 663 nm para clorofila. O branco utilizado foi acetona 80%.

As concentragdes dos teores de carotenoides totais e clorofila foram estimados de
acordo com as equacdes 1, 2, 3.

Clorofilaa (Ca) = [12,25 Assz2- 2,79 Asass s] (Equacéo 1)

Clorofila b (Cb) = [21,50 Agsss - 5,10 Agss 2] (Equacdo 2)
Carotenoides = [100 A470 — (1,82Ca — 104,96 Cb)/ 198] (Equacéo 3)
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4.9. Fenolicos Totais (Espectrofotometria)

Os fenolicos totais foram determinados de acordo com o método proposto por Shetty
et al. (1995) adaptado por Correia (2004). Aliquotas de 1 mL do extrato foram transferidas
para tubos de ensaio, aos quais foi adicionado sequencialmente: 1 mL de solucdo etanol 95%,
5 mL de &gua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau 1N. De imediato, foi
homogeneizado em vortex (GOmixer MX-F). Apds cinco minutos, foi adicionado 1 mL de
solucdo carbonato de sodio 5% (p/v), seguida de nova homogeneizacdo. Os tubos de ensaio
foram mantidos em cémara escura por 60 minutos sob temperatura ambiente; transcorrido
este, mais uma vez, foi homogeneizado os tubos. As amostras tiveram suas absorbancias
medidas no comprimento de onda 725 nm contra branco em espectrofotdmetro (SpectraMax
M2).

A curva de calibragdo foi construida, a partir de diferentes concentraces de acido
galico (0,1 - 0,00078125 mg/ml), com o propdésito de converter as absorbancias e expressar 0s

resultados em pg Equiv. acido galico (GAE) /g da amostra.

4.10. Conteudo Total de Flavonoides (Espectrofotometria)

A metodologia empregou a técnica descrita por Meda et al., 2005, na qual foram
utilizados 0,5mL de cada um dos extratos e adicionou-se 0,5mL de uma solugcdo metandlica
de cloreto de aluminio (ALCL3) a 20mg/mL. Aguardou-se 30 min e sua absorbancia foi
medida a 427nm em espectrofotdmetro (SpectraMax M2). O teor de flavonoides totais foi
determinado por meio de curva padrdo construida de quercetina (0,1 - 0,00078125 mg/mL)

expresso em pg de Equiv. Quercetina/ g amostra.

4.11. Quantificacdo LC-MS

As analises foram conduzidas em LC-MS com analisador de massa triplo quadrupolo,
Agilent 6490Triple Quadr LC/MS com ionizacdo por eletrospray . A temperatura do gas foi
de 200°C, vazdo do géas: 12 L/min, nebulizer: 20 psi, sheath gas temp: 400°C, sheath gas flow:
11 L/min, voltagem do capilar: 3500 V, nozzle: 500 V, dwell time: 9.8 ms, voltagem da cela
de aceleracao: 5 V.

A identificacdo foi realizada através do tempo de retencdo dos padrdes (item 4.6.4),

extracdo em etanol 70% (item 4.6.2) e os fragmentos especificos para cada um (tabela 3).
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Tabela 3 — Fragmentos monitorados para 0s compostos e seus tempos de retencao

COMPOSTO MT)OLFEI\QBIEQR PRECURSOR FRAG,\'X'ENTOS ;E"I\'AEPI\CI)QRI(E)
[M+H] (MIN)
ARTEPELINAC = CioHnOs 301 A 29,3
BIOCHANINAA | CigHi0s 285 SR 24,44
CliIC::IELI)CCZ)O CoHs0s O 1188113113653* 44
ERIODICTIOL CasH20% 289 PG 131
ISORAMNETINA | CigHio0; 317 PG 18,6
CANFERIDE CH120% 301 PTG 24,4
CANFEROL CasHioOs 287 PG 17,8
NARIGENINA CasH120s 273 PG 16,04
PINOCEMBRINA  CisH104 257 ST 22,9
FEAR(E’JIES:O C10H1004 195 1199553117374* [
RUTINA CorHsO1e 611 oL 6,46
VANILINA CoHsOs 153 PG 6,51
VAAI\CI:I'ILDI(()ZO CoHsOs 169 1166991963; 4,51

A quantificacéo foi realizada a partir de curvas de calibracdo construidas para cada um
dos padrdes de flavonoides analisados, e as respectivas concentragcdes foram determinadas
através das areas das bandas dos compostos alvo em funcéo da curva de calibragéo. A faixa de
concentracdo da curva foi de 20 — 1000 ng/mL. As concentracGes obtidas foram extrapoladas

para a quantidade de composto bioativo por grama de polpa/casca/semente de fruta (Lg/g).

4.12. Analise Estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando Software Assistat 7.7. A analise de
variancia (ANOVA) foi utilizada para determinar diferengas significativas (p< 0,05) para os
métodos de extracao.
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Caracterizacdo fisico-quimica (polpa, semente, casca, po liofilizado da

polpa)

Polpa in natura e o po liofilizado, a casca e semente do noni utilizadas para obtencédo

dos extratos, apresentaram as caracteristicas descritas na Tabela 3.

Tabela 4 - Caracterizacdo fisico quimica da polpa, semente, casca e po liofilizado do noni.

Caracterizacéo Po Liofilizado  Polpain natura Semente Casca
Cinzas (%) 5737 +0,09  0.60°+0,02 1.09%+0,01 0.76 “+0,05
Umidade (%) 14.94°+021  88.98"+038  6.16°+008 88.22°+0,20
Proteina (%) 9.21%+0,18  0.93°+0,04 5.80°+037 0.86“+0,08
Lipidios (%) 029%+007  0.14%+0,03 7.18%+0,23 0.20°+0,01
ph 390°+0,01  5.04%+0,03 6.16°+0,02 5.11°%+0,03
Acidez (g Equiv. Acido | 0.35"+ 0,02 0.44"+0,01 04474002 044”+0,03
Citrico/1009)

Sélidos SolGveis Totais | -- 9.06 * + 0,05 -- 8.50 ®+ 0,00
(°Brix)

Aw 0.35° 0,00 0.92 40,00 0.36%+0,00 0.91”+0,00

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Letras mailsculas para linhas
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De acordo com a ANVISA (1978), a polpa do fruto € conceituada como produto néo
fermentado, ndo concentrado e ndo diluido, resultado do esmagamento das partes comestiveis
de frutos polposos. Na presente pesquisa, ap6s despolpamento, parte do fruto foi liofilizada
para realizacdo das extracOes, a fim de estabelecer grau comparativo entre o fruto in natura e
sua viabilizacdo ap6s aplicacdo do método de conservacdo. A liofilizacdo é uma técnica na
qual ocorre remogdo da &gua de uma matriz congelada pela sublimacdo do gelo,
proporcionando produtos de alta qualidade, devido a baixa temperatura utilizada no processo
(RATTI, 2001).

Apos aplicacdo do método de conservacédo, foi calculado o rendimento da polpa do
fruto noni, apresentando o valor de 10,57%, esse rendimento esta diretamente correlacionado
a elevada umidade presente no fruto. Valor superior ao rendimento reportado para limao
(7,5%) e inferior ao avaliado na laranja (13,4%) na pesquisa realizada por Trovato et al.,
1996. Prado (2009) reportou valores de rendimento para polpa liofilizada de acerola (6,74%),
meldo (9,08%) e goiaba (9,94%), constando como rendimentos inferiores ao do noni.

Ao compararmos a caracterizacdo fisica quimica entre os diversos componentes do
fruto, foi observado que o percentual de cinzas (5,73g/100g) com maior valor foi o presente
no pé liofilizado do fruto, assim como, teor de proteina (9.219/100g), sendo que o pd
liofilizado continha 14,94% da umidade. As baixas concentracdes do teor de cinzas para a
polpa (0.60%) e casca (0.76 %) podem estar associadas ao menor teor de minerais, visto que
h& maior predominancia de agua, diferentemente do encontrado na semente e po liofilizado do
fruto.

A umidade presente na polpa (88.98g/100g) e casca (88.22g/100g) foram em maior
propor¢do. O emprego da liofilizacgdo como método de secagem para polpa reduziu em
83,21% a umidade do fruto, ainda assim, a semente (6.16¢g/100g) apresentou comportamento
com menor teor de umidade, porém ndo houve diferenca significativa para atividade de agua
entre ambos, os valores sendo 0,35 e 0,36, respectivamente.

Duarte et al., (2017) ao realizarem estudo com frutos do cerrado liofilizado
encontraram para atividade de agua em marolo e cagaita 0,25 e 0,30, respectivamente. Estes
valores ndo diferem e foram semelhantes ao encontrado no presente estudo.

A semente demonstrou quantificacdo superior para lipidios (7.18g/100g) e pH de 6,16,
ou seja, proximo da neutralidade. Valor diferenciado para pH foi constatado por Sampaio et
al., (2010) para semente sendo este, variavel entre 4,26 — 4,97.

Houve diferenca significativa quando comparados os solidos sollveis presentes na

polpa (9.06°Brix) e casca do fruto (8.50 °Brix). O teor de solidos soluveis totais sdo utilizados
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como parametro para determinacdo aproximada de teores de aglcar, ndo representando o
exato teor de acordo com Manica et al. (1998), pois outras substancias podem estar
dissolvidas no meio. E importante ressaltar, que o noni apresenta baixo teor de solidos
soltveis, com média de 7,38% dependendo diretamente do seu estagio de maturacdo. Aqueles
mais maduros apresentam maior acimulo destes, devido a degradagdo do amido. Silva et al.
(2012) através de andlise comparativa averiguaram que o fruto noni quando “de vez” portava
10,33°Brix. No estudo realizado por Cavalcanti et al. (2006), foram encontrados 0s seguintes
valores para os sucos de frutas como de uva (11,56°Brix), laranja (13,53 °Brix) e morango
(11,93 °Brix), sendo superior ao encontrado na presente pesquisa.

Faria et al. (2014) obtiveram para caracterizacdo fisico quimica da polpa sem semente
do fruto coletada na cidade de Cuiabd umidade de 90,66%, solidos soluveis 9,2°Brix, cinzas
0,66% e para acidez titulavel em &cido citrico 0,44g/100g, valores semelhantes ao mensurados
no presente estudo.

Na pesquisa realizada por West et al. (2011) em noni cultivado na Polinésia Francesa
e Shovic et al. (2001) a partir do noni coletado na ilha de Pohnpei, situada nos Estados
Federados da Micronésia, reportaram o teor da proteina de 0,55% e 0,4%, respectivamente,
sendo similar ao encontrado na polpa e casca do fruto da cidade de Aracaju. Entretanto,
inferior aos 2,5% relatado por Chunhieng (2003) com frutos de Cambodge.

O pH da polpa (5,04) ndo teve diferenca significativa do encontrado na casca (5,11).
Valores superiores foram reportados por Correia et al., (2011), Chan Blanco et al. (2007) e
Canuto et al, (2010) sendo 4,25; 4 e 4,1, respectivamente. Ja Chunhieng (2003), obteve entre
seus resultados valor inferior (3,72), constatando maior acidez em suas amostras. Desta
maneira, ao relacionarmos questdes como a composi¢do quimica do noni, € necessario levar
em consideracdo aspectos como condi¢Ges ambientais, dentre elas solo, locacdo geogréafica,

estagio de maturacao e condicGes climaticas.
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Tabela 5 - Quantificacdo de carotenoides, clorofila a e clorofila b nos diversos componentes do Noni.

Caracterizacao Po Liofilizado Polpa Semente Casca
Clorofila a 6,82 cA +£ 0,013 5,21 cA+ 0,004 4,96 cA+ 0,008 5,13 cAt
(mg/g) 0,001
Clorofilab 143,01 bA+ 0,292 9,26 bB+0,019 8,41 bB+ 0,010 8,45 bBx
(mg/g) 0,012
Carotenoides 354,08 aA+ 0,097 83,19aBx0,155 71,42aCx+0,053 81,10aB+
(ng equiv. - 0,061
caroteno/q)

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Os carotenoides pertencem ao grupo de pigmentos naturais, lipossoliveis, sdo
biosintetizados por plantas, algas e alguns microrganismos. Sua colora¢do possui variaveis
entre o amarelo, laranja e vermelho (Britton, 1995b). Ao analisarmos comparativamente 0s
diversos componentes do fruto noni, a amostra que apresentou maior quantificacdo de
carotenoides foi o po liofilizado da polpa do fruto (354,08 pg Equiv. B-caroteno/g); as demais
apresentaram valores inferiores, ndo diferindo significativamente na polpa (83,19 ug Equiv.
[-caroteno/g) e casca (81,10 ug Equiv. B-caroteno/g) do fruto entre si. A semente dentre todos
foi a que teve menor conteudo (71,42 ug Equiv. B-caroteno/g) do composto.

No estudo realizado por Palioto e colaboradores (2015), a polpa do noni era
representada por 0,45 mg/100g em carotenoides, quantificacdo inferior ao encontrado nos
diversos componentes do fruto. Costa et al., (2013) reportaram quantidade consideravel de
carotenoides em suas amostras, ja que quantificaram valor de 3,90 mg/100g para este
bioativo. Malaterre et al., (2016) obtiveram para lichia uma quantificacdo de 0,51 mg/100 g,
abacaxi, 0,052 mg/100g; mamao colombo, 1,92 mg/100g. Desta forma, quando comparado a
outros frutos, o noni, é constituido por consideravel quantidade de carotenoides.

Silva et al. (2016) ao avaliar a estabilidade da capacidade antioxidante e de parametros
fisico-quimicos de néctares de frutas obtiveram para carotenoides totais valores inferiores
para manga Tommy Atkins (Mangifera indica L.) (1,51ug/mL), maracuja “amarelo”
(Passiflora edulis) com semente (1,87ug/mL) e maracuja sem semente (1,86ug/mL).

A liofilizacdo, método de secagem a frio garante manutencao das caracteristicas fisico-
quimicas e boa qualidade nutricional e sensorial do produto, devido a este fator a

concentracdo de carotenoides na polpa do fruto liofilizada foi quatro vezes maior quando
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comparada a polpa in natura. Todavia, comportamento diferenciado foi avaliado no estudo
realizado por Duarte et al. (2017); neste detectaram valores para marolo in natura e liofilizado
15,61 e 10,32ug de carotenoides/g de amostra seca, respectivamente. Esse fator pode ter
ocorrido devido a falta de estabilidade estrutural do produto em questdo, além de fatores
interdependentes como, exposi¢cdo a luz, presenga de metais, estocagem, atividade de agua e
acidez (Rodriguez Amaya, 2001).

A liofilizacdo do fruto noni foi realizada em duas condi¢des, periodo de 48 horas e 24
horas, sendo constatado que este Ultimo foi o suficiente para secagem da matriz alimentar.
Isto se tornou um fator de relevancia, j& que o metodo de liofilizagdo € dispendioso e se faz
necessaria analise custo beneficio a respeito do tempo necessario para secagem do produto e
sua viabilidade econémica. Segundo Rodriguez Amaya (1993), a reducdo no tempo de
processamento e a temperatura, 0 tempo entre o descascamento, o tipo do corte ou a
desintegracdo e o processamento, séo coeficientes que melhoram a retencéo dos carotenoides
significativamente. Sendo assim, processamento com baixa temperatura e menor tempo é
considerado uma boa alternativa.

A DRI (Dietary Reference Intakes) ainda ndo estabeleceu critérios para uma
quantidade especifica e suficiente de carotenoides que deva ser ingerida diariamente; isto
porque ndo ha dados consignados na literatura, ainda ndo foi emitido uma DRI ou Al para -
caroteno, B-criptoxantina e a-caroteno. O que ocorre é estabelecimento de uma EAR para
vitamina A, sendo especifico para mulheres adultas de 500 pg e para homens adultos de 625
ug (Padovani et al., 2006).

A Tabela 4 apresenta a quantificacdo de clorofila a e b existente nos diversos
componentes da Morinda citrifolia. Constatou-se no p6 liofilizado maior concentragdo de
clorofila b (11,4408 mg/g), nos demais componentes o valor foi inferior e ndo houve
diferenca significativa. A clorofila a € um componente presente nos organismos que realizam
fotossintese oxigénica, sendo utilizados para realizar a fotoquimica, primeiro estadgio do
processo fotossintético. Ja a clorofila b é encontrada em vegetais superiores, algas verdes e
algumas bactérias; é classificada como um pigmento acessorio, oriunda da oxidagdo do grupo
metil da clorofila a em grupo aldeido (Streit et al.,2005). O noni contém em sua composi¢ao o
canferol, um derivado da clorofila, talvez isso possa explicar a presenca deste composto nos

resultados em questdo (Assi et al., 2017).
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Figura 11 - Estrutura quimica da clorofilaa e b.

Fonte: Streit et al., (2005)

5.2. Obtencao dos extratos

A utilizacdo do ultrassom como método de extracdo vem aumentando gradativamente
por ser considerado um bom e alternativo procedimento quando comparado aos métodos
classicos de extracdo; isto porque proporciona alta eficiéncia, baixa demanda de energia e
baixo custo com agua (Chemat et al., 2011). A melhoria do processo de extracdo gerada pelo
ultrassom ¢é atribuida a ruptura da parede celular, reducdo do tamanho da particula e aumento
da transferéncia de massa do conteddo celular ao solvente causado pelo colapso das bolhas
produzidas durante o procedimento (Soria et al., 2010).

Desta maneira, a utilizagdo deste método proporciona maior rendimento da extragao,
aumento da taxa de extragcdo, assim como, tempo de extracdo reduzido e maior
processamento, em conjunto com a utilizacdo da temperatura reduzida e volume de solvente,
tornando-o vantajoso para extracdo de compostos termo sensiveis (Venatoru, 2001;
Malinovska et al., 2015).

A aplicacdo do ultrassom é interessante pelo fato de aumentar a extracdo de
componentes de materiais vegetais e animais, dentre eles, compostos fendlicos, antocianinas,
compostos aromaticos, polissacarideos, 6leos e compostos funcionais, considerado viavel e
economicamente rentavel sua aplicagdo na industria alimenticia (Pan et al., 2012; Wang et al.,
2013; Tian et al., 2013; Porto et al., 2013).

No presente estudo todas as amostras passaram pelo ultrassom e os resultados tiveram
variados comportamentos para as analises antioxidantes de bancada de acordo com o solvente
utilizado. Para o método FRAP foi obtido melhor resultado na amostra liofilizada em acetona,
seguido do extrato aquoso do po liofilizado. Ao analisarmos ABTS™, o extrato que obteve

melhor resposta foi o liofilizado para todos os solventes em questdo, subsequentemente a
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semente demonstrou significante atividade quando utilizados acetona 80%, alcool 70% e &gua
como solugdo extratora.

Para fendlicos, o poé liofilizado obteve melhor desempenho em meio aquoso (7486.37
Hg EAG/g), a polpa no extrato etanolico (464.44 ug EAG/g), a semente e a casca em acetona
com valores de 2329.99 ug EAG/g e 313.29 ug EAG/g, respectivamente. Porém para casca
acetona e acetona 80% ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Corroborando com os resultados dos fendlicos, a amostra liofilizada apresentou
melhores resultados por intermédio da extracdo aquosa (385.57 ug querc./g), a polpa em
etanol 70% (35.87 ug querc./g), semente em acetona (156.94 pg querc./g), divergindo apenas
a casca (72.07 pg querc./g), j& que esta Gltima procedeu melhor quantificagdo apenas em
acetona 80% para flavonoides totais.

Dados semelhantes foram encontrados por Palioto et al., (2015) quando comparados
diferentes solventes para extracdo de bioativos do fruto noni. Foi avaliado maior eficiéncia no
extrato aquoso e posteriormente etandlico, garantindo que seus resultados para fendlicos totais
fossem 1143,56 mgEAG.100g™ e 966,96 mgEAG.100g™, respectivamente, podendo assim,
constatar que o extrato aquoso apresentou maior valor para compostos fendlicos da polpa de
noni.

Por conseguinte, € notdrio observar que a escolha e o comportamento do solvente
extrator dependem dos compostos que se pretende obter. Além disto, a eficacia depende do
tempo, temperatura, assim como, de outras varidveis como pH, relacdo solido/liquido,
composicdo da solucdo e tamanho da particula. A polaridade do solvente desempenha um
papel fundamental no aumento da solubilidade dos compostos fendlicos. A solubilidade de
cada componente em um solvente especifico é caracteristica peculiar e individual. Sendo
assim, ndo ha um processo universal, necessitando de uma selecdo minuciosa para cada
método de extracdo e obtencdo dos antioxidantes na matriz seja de carater animal ou vegetal
(Naczak e Shahidi, 2006). Geralmente, durante o procedimento de extragdo de bioativos, 0
rotaevaporador a vacuo é utilizado para concentrar os extratos, nestes as temperaturas

utilizadas, usualmente sdo inferiores a 40°C, afim de ndo degrada-lo.
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Tabela 6 — Atividade Antioxidante TEAC (Capacidade antioxidante equivalente a trolox) e AAEAC (Capacidade antioxidante equivalente ao acido ascorbico)

pela reducgéo do ferro (FRAP) nos diferentes extratos.

EXTRATOS
ENSAIOS ACETONA ACETONA ALCOOL AQUOSO ACETONA  ACETONA ALCOOL AQUOSO
80% 70% P.A. 80% 70%
Trolox Acido Ascorbico
(Mmol Trolox/100g) (mmol. Equiv. Aa/100g)
PO 86537.46%+0,0 10360.39°7+0, 123384.60°5+700, 312014.20%%+2397, 129785.30°°+0, 15539.58°°+0, 185055.80°°+1051, 467970.40*+5085,
LIOFILIZADO 0 00 77 19 00 00 15 25
POLPA 0881.29°2+34.8 10676.30°+20  6323.12°C+0,00 11434.31°+8,08  14821.69°"+52, 16014.18"*+31 9484.43°©+0,00 17151.22°+12 13
4 74 26 16
SEMENTE 9657.53°F+54,0 25973.12%°°+87  144490.80%%+262, 5535.31°C+37,48 14486.05°5+81, 38954.44%°+13 216731.00*+393,31  8302.72 F°+56,22
4 41 21 06 1,15
CASCA 8894.37°°+11, 9266.06°%C+54  5835.02°°+61,76 6925.24°°P+24 32  13341.31°"+16, 14184.87*"+81  8752.28°%°+92 64 10387.62°6+36,49
23 17 85 25

Os valores sdo expressos como média + desvio padrao;

Médias seguidas de mesma letra nas linhas e colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Ao relacionarmos os diversos componentes do noni e seus respectivos extratos foi notorio observar na Tabela 5, que a atividade
antioxidante destacou-se para polpa liofilizada em acetona (129785.30 mmol. Equiv. AA/100g) e aquoso (467970.40 mmol. Equiv. AA/100g)
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para 0 método FRAP. A semente expressou melhores resultados para acetona 80% (38954.44 mmol. Equiv. AA/100g) e alcool 70% (216731.00
mmol. Equiv. AA/100g).

Ruhomally et al., (2016) determinaram o potencial de reducdo do cloreto férrico para o fruto verde e maduro, sendo os valores de 11,90 e

11,26 mmol/g, respectivamente. Vilaplana et al., (2014) encontraram valores diferenciados 6,92 mmol/100g para polpa do noni. Valores

superiores foram encontrados no presente estudo, corroborando a ideia do alto potencial antioxidante que o fruto noni possui, destacando

principalmente o efeito positivo causado pelo processo de liofilizagdo frente a técnica FRAP.

Tabela 7 — Atividade Antioxidante TEAC (Capacidade antioxidante equivalente a trolox) e AAEAC (Capacidade antioxidante equivalente ao acido ascorbico)
pelo método ABTS ++ nos diferentes extratos.

EXTRATOS
Acetona pa Acetona80%  Alcool 70% Aquoso Acetona pa Acetona80%  Alcool 70% Aquoso
ENSAIQOS
Trolox Acido Ascorbico
(uM Equiv. TEAC/100g) (uM Equiv. AA/100g)
PO 725.3400°F  3093.6400°C 3381.1500%'+1 2626.1230°+23, 759.5267*+3 2862.4700°°  3284.7600%° 3339.5930* +
LIOFILIZADO | 435 83 +55,44 5,96 90 1,82 +49,24 +7,02 35,38
POLPA 144.2700°F  114.7000°+ 64.7600°7+0,60 53.7700°7 +0,40 649.7700"+ 536.0700°°+ 315.5867°+2,65 259.8000°°+1,72
+0,20 0,60 0,86 2,65
SEMENTE 42.1867°7+ 172.0367°°F 136.0800°°+0,0 45.5833°7+4,19  215.7933%°P  833.8000"+ 632.5700°°+0,00 231.2567°°+18,6
2,39 +1,99 0 +10,62 2,66 2
CASCA 72.1500°°F  90.5300°°+0 24.8100%7+0,20 26.6000°7+0,00 336.3997°®+6 424.9100%+ 137.4633%°+0,87 143.1200°°+0,00
+1,6 ,00 83 0,00

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo;

Meédias seguidas de mesma letra nas linhas e colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Ao correlacionarmos todas as amostras, foi notério que o po6 liofilizado obteve
resultado mais expressivo quando aplicado o método de captura do radical ABTS™ com
resultados entre 725,34 a 3381.1500 uM Equiv. TEAC/100g. O extrato alcodlico obteve
resposta mais satisfatéria na polpa liofilizada. A semente e casca exprimiram melhor
capacidade antioxidante ao utilizar a acetona 80% como solvente enquanto para polpa in
natura houve melhor adequacéo ao utilizar acetona.

Vilaplana et al., (2014) reportaram sobre avaliacdo de frutos ricos em fitoquimicos
com efeitos bioldgico, na América Latina, o valor para o fruto noni (9,04 mmol trolox/100g),
papaya (7,09 mmol trolox/100g), groselha (3,11 mmol trolox/100g). Todavia Canuto et al.,
(2010) relataram valores inferiores para noni, abiu, bacuri, tamarindo, cajarana, caju, 3,9; 0,8;
0,6; 2,9; 1,4; 1,5 pmol.L™, respectivamente, na caracterizagdo fisico-quimica de polpas de
frutos da Amazonia e sua correlacdo com atividade anti radical livre.

A Tabela 8 explicita a ocorréncia de maior e melhor interagdo de resposta para o noni
pelo método antioxidante FRAP. Isto porque a correlagdo entre fenolicos (0,8160) e
flavonoides (0,8630) foi significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 01). O radical
ABTS" apresentou resultados ndo significativos quando os dois métodos antioxidantes foram
comparados entre Ssi.

Provavelmente, os compostos antioxidantes presentes nos extratos ndo apresentaram
interacdo eficiente com o radical ABTS™ por possuir baixa reatividade entre eles. De acordo
com Villano et al., (2006) padrdes de acidos fenolicos puros, dentre eles, acidos siringico,
vanilico, cumarico e a procianidina B3 ndo apresentam atividade antioxidante frente ao
radical ABTS™.
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PO POLPA SEMENTE CASCA PO POLPA  SEMENTE CASCA
LIOFILIZADO LIOFILIZADO
Fendlicos Totais Flavonoides
(ug EAG/g amostra) (Ug querc./g amostra)

ACETONA 199.6408 °° 393.1442"° 2329.9920*  313.2938* 75.8944% 23.6655°°  156.9446*"  67.4470°
P.A. +3,77 +0,00 +0,00 +0,00 +1,83 +0,17 + 5,00 +0,27
ACETONA 435.8147 ® 369.6896 °©  1539.1470°" 353.4267°C + 318.218"* 26.5947°°  34.3946°C  72.0735%
80% +0,93 +5,65 +2,83 3,73 +3,05 +0,40 +0,05 + 2,49
ALCOOL 4906.2250°"  464.4450%°+  431.5563°®+ 334.3827°C 263.7609°* 35.8774*®  23.1084 9 32,9412
70% +58,66 11,78 8,26 29,68 +2,07 +0,34 +0,05 +0,22
AQUOSO 7486.3770* 352.4350 *® 223.0934 ¢ 263.2068"¢ 385.5755 25.9147°¢  100.2542"®  29.9120°¢

+ 5,65 +27,53 +17,01 +4,14 + 252 +0,27 +0,11 + 0,50

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relacdo aos fendlicos totais, a semente exibiu respostas significativamente maiores em acetona e acetona 80%, sendo os valores de
2329.9920 e 1539.1470 ug EAG/g amostra, respectivamente. O extrato alcoolico (4906.2250 ug EAG/g amostra) e aquoso (7486.3770 pg

EAG/g amostra) para po

liofilizado determinaram valores maiores quando comparados aos

outros componentes do fruto.
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Ruhomally et al. (2016) quantificaram fendlicos totais em extratos de Morinda
citrifolia e reportaram os valores de 748,40 ug e 770,34 pg para frutos maduros e nao
maduros, respectivamente. Yang et al. (2011) encontraram para o fruto em estadio de
maturacdo mais elevado o valor de 225,3 mg EAG/100g e no fruto verde o valor de 284,8 mg
EAG/100g. Bramorski et al. (2010) analisaram o suco de noni comercial e obtiveram valores
de 91,90 mg/100mL de suco.

Krishnaiah et al. (2015) em extrato metanolico da semente utilizando reator de alta
pressao encontraram para fendlicos totais o valor de 43,18 mg EAG/10g de amostra,
corroborando a ideia que o tipo de solvente, assim como, o método de extracdo utilizado
potencializa o resultado final dos bioativos presente na amostra. Wu et al. (2004) e Vieira et
al. (2011) ao avaliarem polifenodis em frutas consumidas nos Estados Unidos e no Brasil,
respectivamente, observaram que a fracdo hidrofilica possuia uma quantidade bem superior
desses constituintes que a porgdo lipofilica.

Para flavonoides totais, o extrato da semente em acetona teve o valor de 156.9446 g
querc./g amostra o qual caracterizou-se mais eficientemente, para os demais extratos enquanto
0 po liofilizado mostrou melhor resultado. Conforme Lin et al. (2017) no estudo realizado
com o suco do noni naturalmente fermentado contra ratos com fibrose hepatica foi
quantificado 11,55 mg Eq. Catequina/100 mL da amostra e 80,68 mg EAG/100mL para
fendlicos totais.

De acordo com Gironés et al. (2014) o noni apresenta boa capacidade antioxidante
devido a presenca consideravel de flavonoides, mais especificamente, o canferol. Os extratos
mostram que as frutas ndo maduras apresentam perfil com maior potencial de reducéo e ferro
quelante; em contrapartida a fruta madura funciona como eliminador de radicais de 6xido
nitrico e radical superdxido.

Apesar das controversias sobre a toxicidade presente no fruto, Ruhomally et al. (2016)
definiram que doses de 0,81g/mL atraves do estudo utilizando células de lipossarcoma SW87

s8o seguras.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-05722015000100059&script=sci_arttext&tlng=es#B61
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-05722015000100059&script=sci_arttext&tlng=es#B55
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-05722015000100059&script=sci_arttext&tlng=es#B55
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Figura 12 - Comparacéo dos resultados para fenolicos totais obtidos a partir de quatro métodos de

Extratos: liofilizado, polpa, semente, casca

—1-P¢ liofilizado; 2 — Extrato da polpa in natura; 3 — Extrato da semente; 4 — Extrato da Casca.

extracdo utilizando os diferentes solventes.
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Figura 13 - Comparacéao dos resultados para flavonoides totais obtidos a partir de quatro métodos de

Extratos: liofilizado, polpa, semente e casca

extracdo utilizando os diferentes solventes.
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Figura 14 - Correlacéo entre os teores de flavonoides e fendlicos totais obtidos pelo uso de diferentes
solventes.
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Fonte: prdprio autor.

A Figura 14 demonstra a intercorrelacdo entre o conteudo total de fendlicos (CTF) e
flavonoides, sendo justificada a maior expressao no grafico do CTF, pelo fato deste ser o
grupo que engloba além dos flavonoides, compostos como, benzoquinonas, &cidos
hidroxibenzoicos, acetofenol, acidos fenil acéticos, acidos hidroxindmicos, fenilpropanoides,
nafitoquinonas, xantonas, estilbenos, antraquinonas, lignanas, neolignanas, ligninas e taninos

condensados que podem estar presentes nesse grande grupo de biocompostos (Angelo et al.,
2007).

Tabela 9 - Matriz de correlacdo entre as atividades antioxidantes, fenélicos e flavonoides.

Fendlicos Flavonoides FRAP ABTS"™
Fendlicos 1 0.9584 ** 0.8160** -0.2581
Flavonoides 0,9584** 1 0.8630 -0.2304
FRAP 0,8160 ** 0,8630** 1 -0.1022
ABTS™ NS NS NS 1

NS= ndo significativo (p > 5%)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (01 =< p < 05)
Aplicado Teste t aos niveis de 5% e 1%.
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5.4. Quantificacdo AcUcares

Os carboidratos sdo os primeiros compostos produzidos nas células das plantas por
intermédio da fotossintese, 0s encontrados mais frequentemente nos frutos sao glicose, frutose
e sacarose, tendo importante papel em sua docura. Ao longo da maturacdo até seu completo
amadurecimento, ocorre elevacdo em suas concentracdes. Sdo de total relevancia para
definicdo dos parametros de avaliacdo da qualidade das frutas através justamente da

averiguacdo dos acgucares totais, redutores e ndo redutores (CHITARRA et al, 2005).

Tabela 10 - Quantificacdo de aclcares dos diversos componentes do fruto noni.

Po Liofilizado Polpa in natura Casca Semente
(9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)
Sacarose | 4.6906 “*+0,32 3.1810 "°£0,29 3.3027 **+0,24 ND

Frutose 6.3790 *A+0,37 3.1908 "B+0,23 3.1462 %+0,88 ND

Glicose 9.2088 #*+0,69 4.8066 22+0,48 3.9173%+0,43 ND

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo;

Médias seguidas de mesma letra nas linhas e colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

ND = ndo detectado

Figura 15 - Comparacao entre valores de agUcares para cada componente do fruto.
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Os acucares identificados pela técnica cromatografica foram glicose, frutose e
sacarose, sendo em maior quantidade no pé liofilizado como demostrado na Figura 15, tendo
como constituinte majoritario a glicose (9.2088 mg/100g). Os resultados deste diferiram
significativamente dos presentes na casa e polpa, ja que para glicose e frutose foi obtido o
valor dobro em sua quantificacdo. Ao realizar a comparagdo entre a casca e a polpa foi
possivel notar que ndo houve diferenca estatistica entre eles, tendo como composto
prevalecente glicose, 3.9173 g/100g; 4.8066 g/100g, respectivamente.

Poucos estudos relatam a quantificacdo especifica dos acglcares presentes na Morinda
citrifolia evidenciando apenas a presenca de agucares redutores e seus possiveis percentuais.
Motshakeri et al. (2015) afirmaram que os s6lidos soltveis no fruto variam entre 8 a 10° BriX,
dos quais 5% sdo acucares redutores (glicose e frutose) e 1,3% de sacarose. Beltrdo et al.
(2014) discriminaram ao caracterizar o noni valores de 5,88g/100g para agucares totais sendo
4,88g/100g representados por acucares redutor.

Dussossoy et al. (2016) através da analise cromatografica em noni identificaram e
quantificaram glicose (2,07g/1009) e frutose (2,449/100g) garantindo resultados inferiores,
dado corroborado através do percentual de sélidos soluveis (5,8 °Brix) dos frutos por eles
utilizado, os quais apresentavam valor inferior ao reportado na literatura. Wojdylo et al.
(2016) quantificaram agucares por cromatografia liquida em figos (Ficus carica) explanando

valores de 74,3g9/100g, sendo estes integrados por maior valor para glicose e frutose.

5.5. Cromatografia liquida e compostos bioativos

Ao analisarmos a quantificagdo do acido ascorbico por cromatografia liquida, o po
liofilizado garantiu melhores resultados para conservacdo do bioativo, com valor 2,5 vezes
acima do obtido para polpa in natura (130,04mg/100g), assim como, a casca sobrepds o valor
desta (Tabela 10). Por tratar-se de um método mais refinado e sensivel, no estudo foi

Tabela 11 — Quantificacdo de Acido Ascorbico em diversos componentes da fruta noni.

P6 Liofilizado  Polpa in natura Casca Semente
(mg/1009) (mg/1009g) (mg/1009g) (mg/100g)
Acido
) 336,62 130,04 142,44 ND
Ascdérbico

ND= ndo detectado

preferenciado avaliar o teor de vitamina C pela técnica HPLC, ja que a titulometria,

ocasionalmente pode levar a uma incerteza na confiabilidade do valor real do teor do bioativo,
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devido a interferentes como, vidrarias descalibradas e variabilidade do executor durante a
titulacdo, tornando o processo subjetivo e dependente da experiéncia e bom senso do analista.

A vitamina C possui propriedade bastante clara e elucidada em beneficio a satde
humana (FAO/WHO, 2001). Para Motshakeri et al. (2015), o teor de acido ascorbico no fruto
noni foi 250mg/100g de matéria fresca, sendo superior ao encontrado para polpa in natura e
casca como demostrado na Tabela 10. Barros et al. (2008) e Canuto et al. (2010)
quantificaram na polpa do noni os valores de 105,3 e 51,2 mg/100g, respectivamente.
Dussossoy et al. (2011) reportaram valor semelhante no suco do fruto com 97,1mg/100g de
vitamina C. Em contrapartida, Costa et al. (2013) reportaram quantidade inferior de
23,1mg/100g. Silva et al. (2012) definiram uma média de 243,16 mg/100 g para vitamina C
presente no fruto considerado “de vez”, o qual ultrapassa frutas como meldo com 30 mg/100 g
(Souza, 2006); caju 162 a 182 mg/100 g (Hafle, 2000); abacaxi pérola, 50,6 mg/100 ¢
(Santana, 2000), caja (0,3 mg/100 g) e cupuacu, 3,3mg/100g (Canuto et al., 2010).

As variacdes dos valores quanto a vitamina C esta diretamente correlacionada ao grau
de maturacdo do fruto, ja que no periodo de maturacdo ocorre um decréscimo deste composto,
além da metodologia empregada para quantificacio. A RDA indica que a ingestdo da
vitamina C para homens e mulheres necessita 90mg/dia e 45mg/dia, respectivamente. Desta
forma, o noni é considerado um fruto com relevante quantidade de vitamina C, como também,
0 processo de liofilizagdo tornou-se um método viavel para melhor conservacdo desta no
fruto.

O padréo de L-acido ascorbico foi utilizado para identificacdo e quantificacdo deste
bioativo, com espectro maximo de absor¢do no comprimento de onda de 243 nm. O padrao
por ser uma amostra pura foi detectado em seu espectro maximo, porém as amostras por se
tratarem de matrizes complexas apresentaram sua absorcdo no espectro de 236 nm e 241 nm
para polpa in natura e casca, respectivamente, comportamento diferenciado, provavelmente

pela presenca de interferentes na amostra.
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Tabela 12 - Contetdo dos flavonoides identificados no fruto noni.

o Tempo de retencdo Area
Composto Bioativo ~ Amostra )
(min) (mAU)
Artepillina C 0,930 375860
Rutina SEMENTE 1,284 174060
Canferol 2,898 567808
Rutina 1,018 339856
CASCA
Canferol 3,670 527085
Rutina , 1,253 3275931
PO LIOFILIZADO
Canferol 2,428 3225145
Artepelina c 1,018 98683
Rutina POLPA in natura 1,253 138125
Canferol 2,350 190050

A Tabela 11 apresenta 0s compostos detectados a partir da analise no sistema do LC-
DAD, como também os seus tempos de retencdo e areas dos compostos. Nao foi possivel
realizar quantificacdo dos varios picos encontrados no cromatograma através deste método,
pois alguns padrdes ndo se encontravam mais disponiveis em quantidades suficientes para
preparo das curvas de calibracdo. Porém, é visivel que os tempos de retencdo variaram de
acordo com a matriz utilizada, assim como, destaque o valor das areas para o po liofilizado, os
quais foram superiores quando comparados com as amostras in natura, ratificando a ideia de
que a liofilizacao foi favoravel a manutencao e concentracéo dos flavonoides na amostra.

As Figuras 16, 17,18 e 19 demonstram os perfis cromatograficos no sistema do LC—
DAD utilizando dois diferentes métodos de extracdo. Foi notdrio que os perfis
cromatogréaficos apresentaram melhor separa¢do dos compostos ao utilizar o solvente metanol
70% como solucdo extratora. A técnica cromatografica proporciona analise de substancias nas
matrizes complexas, desde fluidos bioldgicos, produtos naturais, sedimentos de rios, dentre
outros. Todavia, mesmo utilizando colunas de diferentes polaridades, a analise qualitativa
ainda assim, apresenta interferentes que podem comprometer a qualidade, como por exemplo,
0 tempo de retencdo ser caracteristico de um composto, existe a possibilidade de ele ndo ser o
unico (NIESSEN, 2006).
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Outra questdo interferente pode ser a coeluicdo de dois compostos, limitando a
identificacdo do composto, gerando um falso positivo para um outro em questdo
(MCMASTER, 2005). A Tabela 13 representa os compostos bioativos identificados para
polpa in natura, semente e casca do fruto. As analises foram conduzidas em LC-MS com
analisador de massas triplo quadrupolo, modelo Agilent 6490, com ionizagdo por eletrospray.
A identificacdo dos bioativos, nos extratos do noni, foi realizada analisando o tempo de
retencdo dos padrbes e sua consequente fragmentacdo, dentre eles os selecionados para

monitoramento dos compostos, como demonstrado na Tabela 12.

Tabela 13 — Identificacdo de compostos bioativos pelo rastreamento de fragmentos selecionados para
cada composto e seus respectivos tempos de retencao

Composto Formula pre::?Jr;sor Fragmentos TemNpo de_
molecular [M+H] m/z retencéo (min)

Artepelina C Ci9H2403 301 3300113251859* 29,3
Biochanina A Ci16H1205 285 228855:125523* 24,44
Acido cafeico CoHgO4 181 1188113113653* 4.4
Eriodictiol CasH120s 89 DT 13,1
Isoramnetina C16H1207 317 3311773320229* 18,6
Canferide CasH120s 01 2T 24,4
Canferol CasH100s 7 DT 17,8
Narigenina Ci5H1205 273 2277333115139* 16,04
Pinocembrina CasHi204 257 DTS 22,9
Acido ferdlico C10H1004 195 1199553117374* 7,47
Rutina CarHaoO1e SRR 6,46
QUL cuwos s AU
Vanilina CsHsOs 153 PG 6,51
Acido vanilico CsHsO4 169 PG 4,57
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Tabela 14 - Quantificacio dos flavonoides por LC-MS em diversos componentes do noni.

COMPOSTOS CASCA SEMENTE POLPA
Concentracéao (jug/100g)

Artepillina C 45,00 3,00 18,00
Biochanina A 7,00 0,40 ND
Acido Cafeico 1,00 496,00 ND
Eriodictiol 1,00 2,00 ND
Isoramnetina 6,00 ND ND
Canferide 11,00 5,00 6,00
Canferol 28,00 2,00 3,00
Narigenina 0,3 1,00 ND
Pinocembrina 2,00 ND ND
Acido Ferdlico 3,00 2,00 1,00
Quercetina-3-Glicosilada 93,00 3,00 1,00
Rutina 4060,00 18,00 1290,00
Vanillina 1,00 36,00 01
Acido Vanilico 24,00 21,00 0,9

ND = ndo detectado.

Ao compararmos e correlacionarmos o método HPLC com detector de arranjo diodo e
0 LC-MS, é notério que ha maior sensibilidade e exatiddo neste ultimo, ja que ele mede
atomos e moléculas determinando suas massas moleculares, assim determinando a identidade
da espécie na matriz a ser analisada. No presente trabalho, quatorze compostos foram
identificados na casca do fruto noni, doze na semente e oito na polpa in natura atraves do LC-
MS (Tabela 13). Entretanto, ndo foi possivel averiguar tais valores no pé liofilizado, pois o
aparelho passou por um processo de manutencdo por tempo indeterminado.

Dentre os resultados no LC-MS, o flavonoide que obteve maior quantificacdo foi a
rutina, sendo esta predominantemente encontrada na casca e polpa do fruto com valores de
4060 pg/100g e 1290 ug/100g, respectivamente. Tal valor, para polpa, foi semelhante ao
encontrado por Dussossoy et al. (2013) (4,63mg/100g) quando analisado o suco do noni,

dentre outros compostos, eles também reportaram quercetina (0,29 mg/100g); escopelina
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(1,32 mg/100g); vanilina (0,35mg/100g); &cido asperulosidico (71,6mg/100g) pelo método
HPLC, sobressaltando e corroborando o potencial bioldgico do noni. De acordo com Ahmad
et al. (2016), a reducdo da atividade de glicose no sangue tem efeito por causa da existéncia
de propriedades antioxidantes, sendo estes, os flavonoides, triterpenoides, triterpenos e
saponinas. Desta forma, a rutina atua como substancia que estimula a secregdo da insulina por
intermédio de um mecanismo relacionado a sacarose.

Para semente, os flavonoides de componentes majoritarios foram o acido cafeico (496
1g/100g); vanilina (36 pg/100g) e acido vanilico (21 pg/100g). Entretanto, na literatura ndo
foram reportados estudos referentes a quantificacdo deste &cido na semente da Morinda
citrifolia.

Ainda sobre a polpa foram reportadas quantidades mais elevadas para artepilina C (18
Hg/100g) e canferide (6 pg/100g), pelo método LC-MS, sendo conclusivo a partir dos
resultados menor deteccdo de bioativos na polpa do fruto, quando comparado aos demais
componentes.

West et al. (2011) em seu estudo para quantificacdo de fitoquimicos no puré da polpa
do noni, reportaram fitoquimicos como rutina, quercetina, escopelitina, &cido asperulosidico,
sendo os valores de 1,42; 1,59; 5,68; 38,78 mg/100g, respectivamente. Deng et al. (2008)
identificaram e quantificaram flavonoides em folhas de noni pelo método HPLC-UV/MS, e
reportaram quatro bioativos, dentre eles, rutina (94,3 mg/100g), kaempferol-3-O-a-I-
rhamnopyranosyl-(1—6)-5-d-glucopyranoside (371,6 mg/100g), quercetina (1,16 mg/100g) e
canferol (1,71 mg/00g) em extrato etanodlico. Lin et al., (2014) avaliaram o fruto noni em
diferentes estagfes do ano e quantificaram para rutina 3 mg/100g do fruto, com valor 2,5
vezes maior para o fruto no inverno. Ao correlacionarmos as pesquisas, é notorio observar a
presenca de bioativos em comum entre as referéncias citadas pela literatura, porém um
numero maior deles foram identificados e quantificados no presente estudo, como mostra a
Tabela 12.

Os fendlicos sdo os compostos mais comuns em frutas e folhas de vegetais. Eles séo
interessantes pelo fato de apresentar atividade antioxidante e possuir a capacidade de doar
atomos de hidrogénio para radicais livres. O alto consumo de vegetais e frutas contendo
fenois inibe a oxidacdo do LDL, tornando, por exemplo, o processo de aterosclerose mais
lento, assim como, reduz o risco de cancer e outras doencas cronicas degenerativas (Zin et al.,
2006).

De acordo com Hong et al. (2007), os primeiros compostos a serem isolados do suco

do noni foram isoscopeletina e quercetina. Compostos bioativos como rutina, acido
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asperulosidico e americanina A foram obtidos a partir de extratos etandlicos do fruto (Su et
al., 2005). Todavia, 0 mecanismo de cada composto antioxidante pode ser diferente, como
também, existe possibilidade de haver efeito complementar entre eles; isto porque, a maioria
dos antioxidantes naturais trabalha sinergicamente entre si contra ataque de radicais livres.

Estudos cientificos vém explanando o potencial da artepillina C e o &cido ferdlico,
sendo eles capazes de reduzir edema e possibilitarem a migracdo de neutréfilos para o local de
inflamacdo contribuindo para efeito anti-inflamatorio (Rinhel, 2015). De acordo com Guo et
al. (2008), a rutina, trata-se de um flavonol com inimeras propriedades farmacéuticas, oferece
potencial anti-hipertensivo, anti-hemorrdgico e também anti-inflamat6rio. A quercetina
também se enquadra beneficamente oferecendo melhorias ao organismo do ser humano,
constando como composto lipofilico e caracteristicas funcionais, conhecido como o mais
abundante dos flavonoides em fontes alimentares, garantindo efeito contra obesidade mediado
pelas vias de sinalizacgo AMPK e MAPK (Bigliardi et al., 2013; Orgaard et al., 2008;
Peterson et al., 2016).

Bonechi et al. (2018) garantiram efeito positivo ao avaliar a capacidade protetora da
quercetina e lipossomos encapsulados com rutina sobre o estresse oxidativo induzido. Ainda
existem poucos estudos que relatam a quantificacdo dos flavonoides explicitados na Tabela 12
para o fruto noni, constando na literatura poucos dados para possiveis comparagdes entre 0
fruto adquirido na cidade de Aracaju, e os oriundos de outras regides. Wojdylo et al. (2016)
identificaram em extratos de figos por UPLC-DAD compostos como quercetina 3-O-
rutiosideo (45,0 mg/100g), canferol (21,3 mg/100g) cultivados em Colar Brevas, ja para figos
oriundos do Tiberio, houve variacdo, sendo quantificados quercetina 3-O-rutiosideo (69, 2
mg/100g) e canferol (5 mg/100g), corroborando com a ideia de que o local no qual o produto
é cultivado esta diretamente correlacionado aos compostos bioativos que 0s mesmos podem
conter em sua composi¢ao.

Por fim, ainda h&d muitos compostos que estdo presentes no fruto e necessitam ser mais
bem explorados e analisados, pois o potencial do noni pode ser uma boa solugdo para
problemas como a saude publica, basta averiguar questbes como dosagens e qual dos

componentes do fruto, apresenta uma fonte de pesquisa mais promissora.
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CONCLUSAO

O processo de extracdo realizada com o ultrassom foi eficiente na extracdo de
compostos bioativos, porém houve variacdo no tipo de solvente utilizado e 0s
resultados expressos nos diversos constituintes (semente, casca, polpa in natura e p6
liofilizado) do fruto noni.

A quantificacdo de carotenoides ocorreu de forma mais expressiva no po liofilizado da
polpa do fruto, ndo diferindo significativamente nos demais constituintes.

De acordo com a caracterizacdo das matérias primas em questdo, observa-se que para
os resultados de fendlicos e flavonoides o pé liofilizado da polpa da fruta obteve
melhores resultados em meio aquoso, a polpa em alcool 70%, a semente em acetona,
enquanto a casca apresentou comportamento mais expressivo em acetona 80%.

A atividade antioxidante pelo método FRAP garantiu resultados mais expressivos na
polpa liofilizada em extrato aquoso e acetona, assim como, na semente em acetona
80% e &lcool 70%. Para 0 método ABTS, o pd liofilizado expressou valores superior e
unanime quando comparado as outras amostras em questdo. Ao correlacionamos as
duas metodologias para atividade antioxidante, foi perceptivel que os resultados no
radical ABTS ** foi menos expressivo quando comparados ao método de reducio do
ferro (FRAP).

A identificacdo e quantificacdo de acglUcares em HPLC-DAD reportaram resultados
satisfatorios e coerentes com a literatura, sendo reportados aglicares como sacarose,
frutose e glicose. Os valores encontrados foram superiores para todos os agucares na
po liofilizado, com destaque para glicose.

O 4cido ascorbico foi identificado e quantificado em HPLC-DAD tornando o fruto
uma excelente fonte de vitamina C, com destaque para o resultado encontrado no pé
liofilizado do fruto, aproximadamente o dobro quando comparado a polpa in natura.
Entretanto, na semente ndo foi encontrado a presenca deste bioativo.

A identificacdo dos flavonoides por HPLC-DAD revelou a presenca de bioativos,
dentre eles, aterpillina, rutina e canferol. Os perfis cromatogréaficos utilizando extratos
em metanol 70% expressaram maior nimero de picos, assim como, mais bem
definidos quando comparados ao extrato em etanol 70%.

Usando o sistema do LC-MS foi possivel identificar e quantificar quatorze flavonoides
na casca, doze na semente e oito na polpa, por se tratar de uma técnica mais precisa e
exata, ela identificou um maior nimero de compostos quando comparada a técnica por
HPLC-DAD.
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7. PESQUISAS FUTURAS

De acordo com o presente trabalho foi possivel observar que levando em comparacao
seus diversos constituintes, o noni apresentou de maneira geral boa capacidade antioxidante.
Sendo assim, em pesquisas futuras seria interessante avaliar esse potencial antioxidante em
células carcinogénicas.

No Brasil os tipos de cancer mais incidentes entre os anos de 2014/2015 foram
incluindo casos de pele ndo melanoma, mais incidente em ambos os sexos (182 mil novos
casos), seguido de préstata (69 mil), mama feminino (75 mil), c6lon e reto (33 mil), pulméo
(27 mil), estdmago (20 mil) e colo de utero (15 mil) (Facina, 2014).

O trabalho analitico de compostos bioativos nas diversas partes de fruto noni pode ser
aprofundado e maior nimero de compostos poderdo ser identificados e quantificados o que

ndo foi possivel neste trabalho devido a falta de padrdes organicos.
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0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175

Fonte: Proprio Autor.

APENDICE O - ESPECTRO DO PO LIOFILIZADO

mAU(x100)
3.0-[270:60

[ | [ [ [ [ | [ [ [ [ |
250 500 nm

Fonte: Proprio Autor.

APENDICE P - ESPECTRO DA POLPA in natura
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mAU(xL.000)

[10/1.03
1.50
1.25
1.00+
4 ©
4 ™
41 N
0.75-
0.50
0.25
] ~ o [rele) ©
] — @0 ©0 <
| | I !
250 500 nm

Fonte: Proprio Autor.

APENDICE Q - ESPECTRO ACIDO ASCORBICO DA CASCA

mAU(x1,000)
119H+0.62
1751 J

0.25

555
g
663
723
749

0.0

T

\
250 500 nm

Fonte: Proprio Autor.



APENDICE R - IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES NA POLPA in natura EM ETANOL 70% E METANOL 70%

el 000 el ] 000}
ETom_ | Lo Morm.Arem (1 00
= 15.3_:2..||-r| {(1.00
1.000H ]
125
] Canferol
o 100
s '”5":
-JE-J-S
0 ]
Mq
[eleny - ]
._'|._'|._'.—: h S|
B sn e sp | me | mo | me om0 e ~ so w0 0 200 20 mn
Etanol 70% Metanol 70%
mAU(x10)
[270nm,4nni[(1.00)
6] Imagem ampliada do
5.04 1 — -, . .
Aterpelina inficio da corrida em
4.0
- metanol 70%
a0l Rutina
2.0+
" N/\vw\
Y ‘1.‘0‘ Y ‘1‘.5‘ “ﬁz‘.o‘ Y ‘2.‘5‘ Y ‘3‘.0‘ n ‘3.‘5‘ Y ‘4‘.0‘ r‘nin

Fonte: Proprio Autor.



APENDICE S - IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES NA CASCA EM ETANOL 70% E METANOL 70%

mAU(x1,000) mAU(x100)
270nm.4nm (1.00) 1270nm,4nm (1.00)
1.004 2-0&;
1.7&f
075 1501| | Rutina Canferol

1.25]
0.50- i
1.00
0.75]
0.25 i

0.50]
J u 0.25]
0.00+ ]

000) N

Etanol 70% Metanol 70%

Fonte: Proprio Autor.



APENDICE T - IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES NO PO LIOFILIZADO EM ETANOL 70% E METANOL 70%

AUx1,000) mAU(X10)
4270nm,4nm (1.00) 2700m.40m (1.00)
1.00| 1
i 8.0 .
1] Rutina
i 7.0
0.75 1
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5.0
050 4.0
307
0.25 204
] 1.0J
o.oeJ W ﬂ 0.04
] 1.0
1 ] 1 1 1 T ' ' ' ' I | | | | |
0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 350 mi 5.0 10.0 15.0 20.0 250 min

Metanol 70%

Etanol 70%

Fonte: Proprio Autor.



APENDICE U - IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES EM SEMENTE UTILIZANDO ETANOL 70% E METANOL 70%

mAU(x100)
1.50270nm 4nm (1.00) mAU(x100)
] 12770nm,4nm (1.00)
] 1.254
1.2% 1
o] 1oo] | RUtING 1| Canferol
0.75é 0.75- /
0.50 050
02&: W -
0.00H oocrJ
D e e ST | [ ! L O B S B B B
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min 5.0 10.0 15.0 20.0 250 min
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1251 Y da corrida
1.00+
0.75+
0.50+
0.25+
0'0"J\““\““\““\““\““
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 min

Fonte: Proprio Autor.



