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RESUMO

A contaminacgdo dos alimentos por microrganismos ainda € um sério problema para a industria
alimenticia. Alternativas para a conservacdo e aumento da vida de prateleira sdo alvo de
pesquisa para melhoria da qualidade da industria. Estudos com compostos de origem natural
que possam substituir os sintéticos chamam a atencdo como saida a garantia de um alimento
seguro e livre de contaminacao. O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar os extratos
da acerola verde (Malpighia emaraginata) (suco concentrado e extratos dos residuos do
processo de producdo do suco) visando determinar suas atividades antioxidantes e
antimicrobianas. Os extratos dos residuos foram obtidos por extragcdo com agua em ultrassom.
A presenca de compostos que possuem caracteristica antimicrobiana na composicédo da fruta
acerola foram determinados por medidas de polifendis totais, vitamina C e atividade
antioxidante. A analise para atividade antimicrobiana contra fungos filamentosos, levedura
Candida albicans e a bactéria Staphylococcus aureus se deu pelo método de perfuracéo e
difusdo em &gar, onde 0s compostos presentes na amostra de estudo se difundem no meio de
cultura inoculado com o microrganismo inibindo seu crescimento. Os resultados referentes a
inibicdo do crescimento dos microrganismos sdo obtidos visualmente através da medida dos
halos de inibicdo formados no meio. O suco concentrado apresentou concentracdo de
compostos fenolicos superior aos extratos obtidos dos residuos como esperado. A borra e
bagaco apresentaram resultados satisfatorios quando comparados com extratos analisados por
diferentes autores para 0s mesmos residuos de acerola. Na avaliacdo da atividade
antimicrobiana, apenas o suco concentrado mostrou-se eficiente, o que poderia ser justificado
pela diferenca de concentracdo dos extratos obtidos dos residuos. O suco concentrado da acerola
se mostrou efetivo a inibi¢do de C. albicans ATCC 10213 e S. aureus ATCC 25923 apresentado
halos de inibicdo de 20 e 15 mm, respectivamente, confirmando a atividade antibacteriana e
antifungica de compostos bioativos presentes na fruta e residuo como polifendis, vitamina C e
antioxidantes. A caracterizacdo da polpa e residuos da fruta como borra e bagaco, direcionada
a inibicdo dos microrganismos, sugere uma aplicabilidade alternativa dos subprodutos na
industria trazendo a reutilizacdo do residuo como conservante.

Palavras chave: Malpighia emaraginata. Atividade antimicrobiana. Compostos bioativos.



ABSTRACT

Contamination of food by micro-organisms still a serious problem for the food industry.
Alternatives to shelf life are being researched to improve the quality of the industry. Studies
with compounds of natural origin that can replace the synthetics call attention as an exit to
guarantee a food safe and free of contamination. The main objective of this work was to
characterize the extracts of the green acerola (Malpighia emaraginata) (concentrated juice and
extracts of the residues from the juice production process) in order to determine its antioxidant
and antimicrobial activities. The extracts of the residues were obtained by extraction with water
on ultrasound. The presence of antimicrobial compounds in the acerola fruit composition were
determined by measurements of total polyphenols, vitamin C and antioxidant activity. The
analysis for antimicrobial activity against filamentous fungi, Candida albicans yeast and
Staphylococcus aureus was performed by the agar diffusion method, where the compounds
present in the study sample diffuse in the culture medium inoculated with the microorganism,
inhibiting its growth. Results regarding inhibition of growth of microorganisms are obtained
visually by measuring the inhibition halos formed in the medium. Concentrated juice showed
higher phenolic concentration than extracts obtained from the residues as expected. The sludge
and bagasse presented satisfactory results when compared to extracts analyzed by different
authors for the same acerola residues. In the evaluation of the antimicrobial activity, only the
concentrated juice proved to be efficient, which could be justified by the difference in
concentration of the extracts obtained from the residues. The concentrated juice of acerola was
effective inhibition of C. albicans ATCC 10213 and S. aureus ATCC 25923 presented
inhibition halos of 20 and 15 mm, respectively, confirming the antibacterial and antifungal
activity of bioactive compounds present in the fruit and residue as polyphenols, vitamin C and
antioxidants. The characterization of pulp and fruit residues as sludge and bagasse, directed to
the inhibition of microorganisms, suggests an alternative applicability of the by - products in
the industry, bringing the reuse of the residue as preservative.

Keywords: Malpighia emaraginata. Antimicrobial activity. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emaraginata DC) é uma fruta tipica das Ameéricas e foi
introduzida no Brasil na década de 1950. Hoje o pais € um dos maiores produtores e
exportadores da fruta e seus produtos industrializados, como o suco e polpa. E produzida em
praticamente todo o territorio brasileiro, com destaque para regido nordeste do pais.

A demanda do mercado pelo consumo de acerola vem aumentando significativamente
nos ultimos tempos devido a maior informacdo sobre os compostos presentes na fruta e seus
componentes bioativos. Sua alta concentracdo de vitamina C € um grande atrativo econémico,
sendo hoje utilizada para a producdo de conservantes naturais de alimentos e produtos
nutracéuticos. Essas caracteristicas aumentam as possibilidades de aplicabilidade dos
compostos bioativos da fruta e assim, seu valor comercial.

Os residuos da fruta provenientes das etapas de prensagem e clarificacdo do suco, como
bagaco e borra respectivamente também foram caracterizados e avaliados segundo a alta
presenca de compostos bioativos. O descarte dos subprodutos do processamento da fruta gera
alto impacto ambiental, com gasto de energia, agua e desperdicio de matéria-prima.

A reutilizacdo do residuo em outros produtos como conservantes e suplementos
alimentares de alto valor agregado diminui os impactos ambientais e gera lucro as empresas.

Em estudos ja realizados para caracterizacdo do residuo de acerola foi possivel verificar
gue quantidades significativas de antocianinas, compostos fendlicos e vitamina C estdo
presentes nos subprodutos da fruta.

Outro viés para a aplicagdo dos compostos presente na fruta é no que diz respeito a
atividade antimicrobiana. A contaminagdo dos alimentos por microrganismos ainda é um sério
risco na industria. Métodos e substancias naturais, tornam-se saidas alternativas a conservacao
através de compostos sintéticos, e cada vez mais pertinentes a industria.

A maioria das doengas ocasionadas por intoxicacdo alimentar ocorre por organismos
patogénicos presentes nos alimentos. Muitos microrganismos encontrados hoje como
contaminantes e causadores de doencas se tornaram resistentes a drogas e antibidticos.
Encontrar outros compostos eficazes ao combate a contaminagdo de alimentos por
microrganismos se torna cada vez mais relevante a tecnologia da industria.

A atividade antimicrobiana referente a compostos fendlicos presentes em frutas vém
sendo forte alvo de pesquisa. A acerola ja demonstrou ter efeito antimicrobiano frente a certas
espécies de bactérias e fungos, porém sua aplicabilidade na industria e agdo como conservante

ainda é pouco explorada.
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Este trabalho busca caracterizar o suco concentrado de acerola verde e seus residuos. A
caracterizagdo se limita & presenca de polifendis totais, atividade antioxidante, vitamina C e
atividade antimicrobiana. Os extratos testados neste trabalho fazem parte de uma tese de
doutorado em desenvolvimento, a qual testou métodos de extracdo dos compostos a partir

desses residuos.
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2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal caracterizar extratos da acerola verde
(Malpighia emaraginata) (suco concentrado e extratos dos residuos) visando a determinacao

das atividades antioxidantes e antimicrobianas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para que o objetivo geral fosse alcangado, foram definidos os seguintes objetivos
especificos:
1. Caracterizar os extratos visando a determinacdo da concentracdo da vitamina C,
polifendis totais e antioxidantes;
2. Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a fungos filamentosos
(Aspergillus brasiliensis) ATCC 16404, levedura (Candida albicans) ATCC 10213
e bactéria (Staphylococcus aureus) ATCC 25923.
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3 REVISAO BILBLIOGRAFICA

3.1 ACEROLA

Acerola (Malpighia emaraginata DC) é uma fruta nativa da América Central e nordeste
da América do Sul. O mercado mundial de frutas tropicais tem uma producdo que gera em
torno de 82 milhGes de ton por ano e arrecada em torno de 5,4 bilhGes de dolares por ano
(RUFINO et al, 2009). O Brasil é o maior produtor mundial de frutas tropicais apresentando
posicdo geografica e condicGes climaticas desejaveis para a producao do género, com 47% da
sua producéo voltada para o mercado de comercializacdo de frutas in natura e 53% dedicado
ao processamento dos géneros tropicais. E o terceiro na comercializacdo e processamento de
frutas no geral, seguido pela China e a india (REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017).

A acerola foi introduzida inicialmente no Brasil no estado de Pernambuco, em 1955 pela
universidade rural de Pernambuco (UFRPE) com sementes oriundas de Porto Rico. Sua
producdo se espalhou pelo Nordeste e outras regides do pais. Hoje € produzida em praticamente
todo o territério Brasileiro, com excecdo da regido sul devido ao clima da regido apresentar
temperaturas mais baixas, ndo sendo favoravel a cultura da espécie. Sua comercializacdo no
pais teve inicio na década de 80, com destaque para os estados da regido nordeste (RITZINGER;
RITZINGER, 2011).

A érea plantada com Acerola no Brasil tem cerca de dez mil héctares, ultrapassando
Havai e Porto Rico que possuem maior tradicdo de plantio da cultura (OLIVEIRA; FILHO,
n.d.). No Brasil a cultura tem destaque nos estados da Bahia (1.466 ha), Parana (919ha), Rio
Grande do Norte (800ha), Ronddnia (723 ha), Pernambuco (604 ha), Minas Gerais (466 ha),
Sdo Paulo (423 ha), Paraiba (400 ha), Ceara (320 ha) e Para (300 ha) como os dez maiores
produtores, dentre 0s quais ha um predominio daqueles da Regido Nordeste. Com isso a regido
apresenta também destaque no que se refere a exportacdo da fruta, sendo o responsavel por 85%
do que é exportado (OLIVEIRA; FILHO, n.d.).

Os dados disponiveis mostram que o Brasil tem uma base de produtividade média de 10
ton/ha e 150 mil toneladas de frutos produzidos principalmente na regido nordeste. Assim o
Brasil € um dos maiores produtores em larga escala de acerola, ndo sé da fruta in natura, mas
da polpa e do suco da fruta (REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017).

Quanto aos principais destinos da producdo cerca de 60% permanece no mercado

interno e 40% é direcionada ao mercado externo. Desses 60% que permanece no mercado
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interno, 46% é destinado & industria, 28% ao atacado, 19% ao varejo e outros 7% € destinado a
cooperativas e associagoes de produtores (OLIVEIRA; FILHO, n.d.).

A acerola é uma fruta pequena com semente relativamente grande quando comparada
ao seu tamanho. O consumo da fruta in natura € um pouco limitado, pois a fruta apresenta alta
perecibilidade, logo seu processamento necessita de certa tecnologia para manutencédo de seus
nutrientes. A transformacéo do fruto em produtos processados possibilita absorver grande parte
da producéo, propiciando o consumo durante todo o ano e reduzindo parte do desperdicio (
CHIM; ZAMBIAZI; RUI CARLOS, 2013). Apesar disso a fruta apresenta um bom rendimento
em polpa, cerca de 75% (GERMANNO et al., 2007). Os principais produtos comerciais da fruta
séo a polpa congelada e pasteurizada e o suco pasteurizado (GERMANNO et al., 2007).

No tocante ao mercado externo os principais produtos de exportacdo sao a polpa
integral, polpa concentrada, acerola em p6 com 14% de vitamina C e acerola ultra-filtrada com
7% de vitamina C. Estados Unidos, Alemanha, Franca, Japdo e Holanda s&o os principais paises
que absorvem a exportacéo brasileira (OLIVEIRA; FILHO, n.d.).

As maiores empresas produtoras de artigos a base de acerola que estdo atuando no
mercado global de extratos da fruta segundo a Future Markets Insight Survey sdo, Green Labs
LLC, Nutrilite (Amway), empresa que forneceu o extrato utilizado no presente trabalho,
Naturex, Nature’s Power Nutraceuticals Corp, Florida Food Inc, Diana Naturals and Vita Forte
(BELWAL et al., 2018).

A demanda do mercado pelo consumo de acerola aumentou significativamente nos
ultimos anos. Isso se da ao fato de um maior conhecimento da presenca de compostos como
carotendides, compostos fendlicos, alta atividade antioxidante e uma fonte rica em vitamina C
(&cido ascérbico) (REZENDE et al., 2017).

3.2 ACEROLA — POTENCIAIS APLICACOES

A acerola é conhecida pelas altas concentracdes de vitamina C. Ela possui em torno de
800mg/100g de fruto maduro (CHIM; ZAMBIAZI; RUI CARLQOS, 2013). Sendo hoje um de
seus principais atrativos comerciais. Essa alta concentracdo de vitamina C vem sendo utilizada
tanto para producdo de conservantes de alimentos naturais, como para a fabricacdo de outros
produtos nutracéuticos. Grandes empresas fornecedoras de insumos para a industria de
alimentos tém apresentado o extrato natural da acerola como uma alternativa efetiva aos
conservantes, para industria de carnes e panificacdo por exemplo. A empresa Dupont j& vem

utilizando a vitamina C para testes no melhoramento da massa de bolo para confeitaria, onde a
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vitamina C atua tanto na parte oxidante, como no melhoramento do comportamento do gluten

na massa. Disponivel em: <www.food.dupont.com> . Outra empresa que ja vem produzindo

produtos enriquecidos com a vitamina C proveniente da acerola é a Duas Rodas, que vém
utilizando o potencial antioxidante do &cido ascorbico da Acerola, para a conservagéo de carnes
(READER, 2019)

As frutas apresentam altas concentragdes de compostos com importancia bioldgica.
Apontadas como forma de prevencdo de patologias e beneficios na saide humana, devido a
presenca em dietas ricas em antioxidantes. Atuam na reducdo do risco de alguns canceres,
doencas inflamatorias, cardiovasculares, catarata e doencas degenerativas (SILVA et al., 2014).
Os antioxidantes de fontes naturais vém ganhando relevancia em relagdo aos antioxidantes
sintéticos devido aos efeitos colaterais e toxicidade. A acerola se tornou forte candidata para o
desenvolvimento e enriquecimento de produtos alimenticios considerados funcionais, ou seja,
com efeitos benéficos a salde e assim aumentando o potencial comercial da fruta (CRUZ et
al., 2019), além disso o poder antioxidante da acerola também pode ser usado no aumento e
melhoramento da qualidade de produtos da industria, afim de evitar a rancidificacdo oxidativa
de lipidios, que leva ao aparecimento de off-flavours indesejaveis, perda do valor nutricional e
perda da qualidade do alimento (CRUZ et al., 2019). Tais caracteristicas aumentam as
possibilidades de aplicagdo industrial dos compostos presentes na acerola e assim sua
importancia comercial.

A composicao da fruta também pode estar atrelada a fatores como condicGes climaticas,
tratamento da cultura, localizacdo geogréfica, aplicacdo de pesticidas e tempo e condi¢cdes de
estocagem da prépria (MEZADRI et al, 2008).

Entretanto a concentracdo destes compostos pode variar de acordo com o grau de
maturacdo da fruta (CRUZ et al., 2019). Essa variacdo é mais evidente principalmente no que
se refere a compostos fenolicos e carotenoides (SILVA et al., 2014). Outras analises mostram
que a vitamina C pode ser reduzida em até 50% de sua concentracdo em compara¢do com a
quantidade presente na fruta verde e na fruta j& madura, conforme mostra a tabela 1
(VENDRAMINI; TRUGO, 2000). As proteinas séo reduzidas em até 30% devido a degradacédo
bioguimica ocasionada pela maturacao.

Observou-se 0 aumento da acidez, agucares e solidos sollveis, e a perda de vitamina C
e proteina, com a maturacdo da fruta ( VENDRAMINI; TRUGO, 2000).


http://www.food.dupont.com/
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Tabela 1: Caracteristicas da fruta acerola em diferentes estagios de maturacao

Caracteristicas Imatura (verde) Intermediaria (amarela) Madura (vermelha)
Vitamina C 2164 1065 1074
Proteina 1.2 0.9 0.9
Cinzas 0.4 0.4 0.4
Umidade 91 924 924
PH 3.7 3.6 37
Sélidos soltveis 7.8 7.7 9.2
AcUcares Redutores 3.3 4.2 4.4
AcUcares totais 4.3 4.3 4.4

*Todos os resultados em (g/100g)
Fonte: Vendramini e Trugo (2000).

Os subprodutos e residuos da producdo da acerola também podem ser interessantes
como fontes de nutrientes e outras moléculas bioativas (ALBUQUERQUE et al., 2019). As
fibras dietéticas presentes nos subprodutos podem ser adicionadas a alimentos com a funcédo de

prebidticos e assim garantir um reprocesso dos residuos ( ALBUQUERQUE et al., 2019).

3.3 PROCESSAMENTO DA ACEROLA

O suco da acerola pode ser obtido de diferentes maneiras, como por prensagem ou
extracdo da polpa. Previamente as frutas sdo selecionadas por sanidade, integridade fisica e
uniformidade na coloracdo e maturacdo, sdo lavadas e apds extraida, a polpa é desaerada e
homogeneizada. A polpa pode ser transformada em suco simples ou suco concentrado (MAIA
et al., 2007).

Os rendimentos do suco podem variar de acordo com o método de extracdo, mas é
possivel obter em média de 70 a 80% de rendimento (OLIVEIRA; FILHO, n.d.).

A maior parte do residuo do processamento da acerola é proveniente das etapas de
prensagem para obtencdo da polpa e clarificacdo para obtencdo do suco com baixo teor de
solidos. Apoés a prensagem tem-se o residuo chamado de bagaco, caracterizado pela semente e
casca. Na etapa de clarificacdo tem-se um residuo caracterizado como borra por causa de sua

consisténcia.
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Figura 1: Etapas do processamento do suco da acerola
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Fonte: Baseado em Maia et al. (2007)

Proveniente da etapa de prensa da fruta obtemos o bagaco, residuo referente a casca e
semente da fruta. Da etapa de centrifugacdo é retirada a borra do suco. Os diferentes residuos

produzidos pelo processamento da acerola séo obtidos em diferentes etapas do processo.
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3.4 REAPROVEITAMENTO DOS RESIDUOS DA ACEROLA

O processamento da Acerola em polpas, sucos, geleias e outros gera um residuo
proveniente da casca, semente e por¢cdes da fruta ndo comestivel. Esse residuo descartado
representa cerca de 40% do volume da fruta. As partes inutilizadas da fruta acabam causando
um impacto ambiental negativo, com gasto de energia e desperdicio de matéria-prima. Aliado
a busca por tecnologias limpas com menor geracdo de residuos, a busca por reaproveitamento
dos subprodutos da fruta se faz necessaria (NOGUEIRA et al, 2019).

Em estudos realizados por (PRAKASH; BASKARAN, 2018) para caracterizacdo do
residuo foi possivel verificar que quantidades significativas de antocianinas, compostos
fenolicos e vitamina C estdo presentes nos residuos. Compostos estes que podem ser utilizados
como suplementos em produtos, enriquecendo-os nutricionalmente. Quantificando os
compostos bioativos presentes na polpa e nos produtos secundarios provenientes do
processamento da fruta, foi possivel notar que as quantidades de antocianinas e flavonoides
contidos no subproduto do processamento eram maiores do que na polpa e produtos finais
(PRAKASH; BASKARAN, 2018).

Uma das formas de reaproveitamento dos subprodutos da fruta € atraves da elaboracao
de farinhas (BRAGA et al, 2011). Considerando que o residuo da acerola pode apresentar mais
de 80% em &gua na sua composicao, é necessario submeté-lo a um processo de secagem. A
farinha obtida pode ser incorporada posteriormente em diversos produtos. A outra forma de
reaproveitamento é a elaboracéo de extratos ricos em compostos da acerola utilizando diferentes

processos de extracdo e solventes (TAMARA et al., 2016).

3.5 CARACTERISTICAS DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS PRESENTES NA ACEROLA

3.5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos estdo presentes em todas as frutas e verduras e possuem elevada
atividade antioxidante. Sua atividade antioxidante esta relacionada ao sequestro de radicais
livres, interacdo entre enzimas, fatores de transcricdo, e receptores que contribuem para a
reducdo do estresse oxidativo (OLIVEIRA, 2015). Suas propriedades redutoras e sua estrutura
quimica apresentam grande importancia para o seu poder de neutralizacdo, sequestro de radicais
livres e quelacdo de metais, agindo na etapa de iniciacdo e propagacdo do processo oxidativo
(OLIVEIRA, 2015).
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Os compostos fendlicos também apresentam atividade antimicrobiana, podendo inibir o
crescimento de microrganismos, sendo essa atividade de grande interesse para a industria de
alimentos para a conservacdo dos produtos, podendo aumentar vida de prateleira dos mesmaos.
(PAPUC et al, 2017). A grande vantagem € o fato de serem compostos naturais que vem a
atender a demanda por produtos que substituam os sintéticos. A agdo antimicrobiana dos
compostos fendlicos tem sido avaliada contra uma grande gama de microrganismos e 0S
polifendis da classificacdo dos flavonoides tem apresentado atividade interessante e recebido
mais atencdo ultimamente, devido ao amplo espectro e maior atividade microbiana frente a
outros compostos fendlicos (OLIVEIRA, 2015).

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante. Esses
compostos podem ser naturais ou sintéticos. Quando presentes em vegetais podem estar em
formas livres ou complexadas a acucares e proteinas. Dentre eles, destacam-se os flavonoides,
os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferdis como os antioxidantes fendlicos mais comuns de
fonte natural (ANGELO; JORGE, 2007). Os compostos fenolicos sao incluidos na categoria de
interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da autoxidagdo (
ANGELO; JORGE, 2007).

Dentre os compostos fendlicos ja identificados presentes na acerola destacam-se 0s
flavonoides (quercetina e kaempferol), antocianinas (cianidinas), acidos fenolicos (coumarico,
ferulico, siringico, cafeico e galico) e carotenoides (B-caroteno, a-caroteno e luteina) (DELVA,
SCHNEIDER, 2013).

3.5.2 Vitamina C

A guantidade de vitamina C presente na acerola apresenta diferencas de acordo com a
variedade genética da fruta, estagio de maturacdo, época da colheita, método de cultura,
fertilidade e disponibilidade de nutrientes no solo, clima e local do cultivo. Assim a acerola
apresenta em torno de 800mg/100g de vitamina C no fruto maduro (MATSUURA et al., 2007).
A quantidade necessaria diariamente para uma mulher adulta é de 75mg/dia e para um homem
adulto e equivalente a 90mg/dia. Logo o consumo de trés acerolas por dia seria o suficiente para
satisfazer a necessidade de vitamina C de uma pessoa adulta (PRAKASH; BASKARAN, 2018).

A vitamina C é hidrossolavel, ou seja, soltvel em agua e pouco soltvel em solventes
organicos. Participa das reacfes quimicas doando hidroxilas para outras moléculas. Tem forte

poder antioxidante, uma vez que neutraliza as espeécies reativas de oxigénio. Pode ser utilizada
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como co-fator para reacGes enzimaticas, como a sintese de aminodcidos. Plantas tem a
capacidade de sintetizar vitamina C a partir de produtos da reacdo de glicolise (CHIM,;
ZAMBIAZI; RUI CARLOS, 2013).

Estudos realizados para avaliar atividade antimicrobiana da vitamina C, apontaram
inibicdo do crescimento da bactéria Escherichia coli, quando tratadas em caldo TSB (Tryptical
soy broth) com a concentragdo de 5 mg/ml de vitamina C (VERGHESE; RAMYA;
KANUNGO, 2017).

Outros ensaios realizados com biofilmes de plasma pré-tratados com vitamina C,
mostraram que a vitamina C melhora a atividade bactericida no filme, e reduz a viabilidade de
10 para 2% de E.coli e outras bactérias (HELGADOTTIR et al., 2017).

3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A deterioracdo e contaminagéo dos alimentos causadas por microrganismos representa
um problema sério, que ainda nao foi totalmente controlado. Mesmo com o avanco das técnicas
de conservacdo alimentar, a contaminacdo de alimentos por microrganismos é um sério risco
na industria de alimentos (OLIVEIRA, 2015).

A resisténcia aos antibi6ticos e drogas convencionais pelos organismos patogénicos
vem impulsionando a busca e a pesquisa por novas formas de conservacgéo alimentar, somado
a crescente preferéncia dos consumidores por alimentos livres de aditivos quimicos e
conservantes sintéticos. O desenvolvimento de novas técnicas de conservacdo esta cada vez
mais direcionado a compostos de origem natural para manutencdo da seguranca alimentar e
aumento da vida de prateleira dos produtos (DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER, 2013).

Os compostos bioativos provenientes de plantas e frutas tem chamado a atencdo para o
seu potencial como conservantes de alimentos devido aos poucos efeitos colaterais e menor
toxicidade em comparagdo com o0s conservantes de origem sintética DELVA; GOODRICH-
SCHNEIDER, 2013).

A maioria das doencas que ocorrem a recém-nascidos devido a intoxicacdo alimentar
provém de microrganismos patogénicos presentes nos alimentos (PATANKAR, 2019). Além
da contaminacéo que ocorre no processo produtivo, desde o recebimento da matéria-prima até
a mesa do consumidor, ocasionada por toxinas liberadas também por microrganismos
(PATANKAR, 2019). Por isso a adi¢do de conservantes aos alimentos se faz necessaria e a

procura por conservantes de origem natural com menos efeitos colaterais a longo a prazo vem
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crescendo nos Ultimos tempos (PATANKAR, 2019). Os compostos naturais presentes em frutas
apresentam mais uma funcionalidade interessante a industria de alimentos.

Os compostos fendlicos representam um grande grupo de metabolitos secundéarios das
plantas que apresentam atividade antimicrobiana e podem surgir como uma alternativa natural
a conservagdo de alimentos. A atividade antimicrobiana de compostos fenolicos presente em
frutas foi relatado em diferentes trabalhos: fruta da planta Metaplexis japonica (WEI et al, 2019)
, framboesa (DUTREIX et al, 2018), maracuja e maca (LIMA et al., 2018), Frutos silvestres
(RADOVANOVIC et al, 2013) e diferentes residuos de frutas (AYALA-ZAVALA et al.,
2011). Segundo Perlin (2017), o mecanismo de acdo dos polifendis sobre os microrganismos
ainda ndo foi bem esclarecido, principalmente devido a diversidade de estruturas dentro das
classes de polifendis. Os mesmos autores sugerem que a destruicdo dos microrganismos seja
funcdo de diferentes interacdes como ligacdo de hidrogénios, efeitos hidrofdébicos, forcas
lipofilicas, bem como a formacdo de ligacBes covalentes com a membrana celular dos
microrganismos.

A acerola ja demonstrou ter efeito antibacteriano contra espécies de Pseudomonas,
Staphylococcus aureus e Brochothrix thermosphacta, quando testado in vitro e in situ, o qual
mostrou forte inibicéo para esses microrganismos. Atividade antimicrobiana contra S.aureus ja
foi relatada na literatura como moderada e relacionada com a fragdo contendo flavonoides da
parte comestivel da fruta (DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER, 2013). Com foco na indUstria
de alimentos, o extrato de acerola foi testado como antimicrobiano em carnes. Os resultados

mostraram que as bactérias inoculadas foram inativadas e o produto preservou suas principais

caracteristicas sensoriais durante 21 dias a 4°C.

O Estudo realizado por (TANADA, 2007) aponta o uso do suco da acerola como agente
bacteriostatico contra bactérias termo e &cido resistentes. O ensaio quantificou sélidos sollveis
e outros componentes do suco da acerola, como vitamina C, solidos sollveis e compostos
fendlicos na acdo contra bactérias termo acidofilicas (TANADA, 2007).

Porc¢oes de flavonoides oriundos de acerolas liofilizadas foram estudadas em relacéo a
capacidade antimicrobiana nas partes comestiveis e ndo comestiveis: a por¢do comestivel
liofilizada de frutos maduros mostrou atividade antimicrobiana moderada, engquanto que
porcOes comestiveis liofilizadas verdes e porcdo ndo comestivel liofilizada verdes do fruto
apresentaram propriedade antimicrobiana clara contra a cepa de S. aureus, ou seja parte do
residuo (DELVA, 2013).
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A atividade antimicrobiana pode ser atribuida aos taninos e flavonoides, como a
quercetina que apresentam capacidade de inativar enzimas e complexando com proteinas
extracelulares estabelecendo um provavel mecanismo de acdo antimicrobiano. A ruptura total
de membranas de microrganismos pode ser dada por flavonoides de carater lipofilicos
(MENDES et al., 2011).

Apesar de ser possivel encontrar alguns estudos sobre a atividade antimicrobiana dos
compostos fenolicos de origem natural ainda sdo poucos 0s artigos que apontam sua
aplicabilidade na industria. Sua agdo como conservantes ainda é pouco explorada. Um pequeno
namero de estudos cientificos aponta a capacidade antimicrobiana dos compostos provenientes
da acerola.

Nesse trabalho, o extrato de acerola verde concentrado obtido da empresa Nutrilite do
Brasil foi caracterizado quanto a presenca de polifendis totais, atividade antioxidante, vitamina
C e atividade antimicrobiana. Além disso, extratos obtidos dos residuos do processamento da
acerola também foram caracterizados. Os extratos testados neste trabalho fazem parte de uma
tese de doutorado em desenvolvimento, a qual testou métodos de extracdo dos compostos a

partir desses residuos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SUCO DE ACEROLA E RESIDUOS

As amostras do suco concentrado e dos residuos provenientes da borra e bagaco de
acerola, foram doadas pela empresa Nutrilite do Brasil (Ubajara — CE).

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

O suco concentrado da acerola em sua forma liquida, e ndo sofreu nenhum tipo de
tratamento para ser utilizado no presente trabalho.

O residuo in natura obtido da borra do suco da acerola sofreu um procedimento de

secagem em estufa a vacuo com temperatura de até 45°C, seguido de trituracdo de todo o residuo

em um triturador do tipo TURREX e peneirado em peneira de 150mm, para obtencdo de um
substrato uniforme. A base seca e uniformizada sofreu um pré-tratamento com ultrassom, foi
utilizada a razdo de 2% de sélidos (p6 da borra) em agua destilada pura. O pré-tratamento foi
realizado utilizando 50% da poténcia do equipamento de Ultrassom de 20 kHz por 5 minutos

continuos com a amostra imersa em banho de gelo. Na sequéncia, todo o contetdo foi

submetido a extracdo em shaker de agitacdo orbital na temperatura de 45°C e 150 rpm de

agitacdo, por 20 minutos e foram congelados até 0 momento das analises.

4.3 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DOS EXTRATOS

4.3.1 Compostos fendlicos totais (CFT)

A variacgéo da quantidade de compostos fendlicos presentes nos extratos concentrados e
residuos foram avaliadas baseado no método colorimétrico descrito por (SINGLETON et al.
1999) com algumas modificagdes. 20 pul. das amostras (previamente diluidas Se necessario)
serdo adicionadas de 1580 pL de agua destilada e 100 pL de reagente Folin-Ciocalteu em
microtubos de 2 mL. Ap6s 8 minutos de reagdo, 300 puL de solugdo de carbonato de sodio 20%
(m/v) sera adicionado ao meio reacional e os microtubos agitados por 10 segundos em um
agitador vortex mixer. Apos incubacdo a 40 °C por 30 minutos, a absorbancia das amostras seré

lida a 765 nm em espectrofotbmetro. A concentragdo dos compostos fendlicos serd obtida
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através de uma curva de calibracdo, construida previamente com &cido galico (GAE),
relacionando os valores lidos de absorbancia com o teor de acido galico em gramas por litro da

amostra (g/L).

4.3.2 Atividade antioxidante

As amostras serdo avaliadas pela metodologia DPPH (BLOIS, 1958). O método €
baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por antioxidantes,
produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. Um volume de 50 pL da amostra
previamente diluida é misturado com 1950 pL da solucéo de DPPH (6,3x 10° M). Apds 60
minutos de reacdo, a absorbancia € medida em 517 nm e os resultados expressos em mg de

Trolox/mL obtidos através de curva de calibracdo previamente construida.

4.3.3 Vitamina C

A vitamina C foi determinada pelo método do oxalato (COUTO & CANNIATTI-
BRAZACA, 2010). As analises foram conduzidas em microtubos, onde (0,2 mL) de amostra
de extrato concentrado (1:400) e dos extratos dos residuos com diluigdo (1:15) foram
misturados com 1,5 mL de uma solucdo de oxalato de sodio (0,005 mol/L) e deixado em
repouso por cinco minutos para extrair a vitamina. As leituras de absorbancia foram realizadas
a 266nm utilizando a solu¢édo de oxalato de s6dio como branco em cubetas de quartzo de 10 nm
de percurso Optico. A curva de calibracdo foi realizada feita com acido L-ascérbico padréo. Os
resultados devem ser expressos em mg/L de acido ascorbico. Acurva de calibracdo foi

construida com acido L-ascorbico como padrdo com concentracdo variando de 2 a 64 mg/L.

4.3.4 Massa seca dos extratos

A massa seca dos extratos foi determinada pelo método de analise gravimétrica. Os
microtubos utilizados para analise, foram secos em estufa a 105°C por 48 horas. aliquotas de
0,2 mL das amostras foram colocadas nos microtubos de plasticos previamente secos e foram
submetidas a secagem em estufa a 105°C por 24h. Apos o tempo de secagem 0s microtubos

com as amostras foram depositados no desssecador por 20 minutos e pesados.
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4.4 CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.4.1 Microrganismos

Para a realizacao deste trabalho foi utilizada a levedura C.albicans ATCC 10213 obtida
por isolamento e cedida pelo departamento de microbiologia, infectologia e parasitologia (MIP)
pertencente ao centro de ciéncias biologicas da UFSC, o fungo A. brasilienses ATCC 16404,
também obtido por isolamento e cedido pelo MIP ,outros dois fungos isolados do ambiente e
de espécies desconhecidas e a bactéria S.aureus ATCC 25923 também cedida pelo
departamento de microbiologia, infectologia e parasitologia.

4.5 PREPARO DO MEIO DE CULTURA

4.5.1 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos foram cultivados no meio PDA (potato dextrose agar), 0 meio
foi preparado pesando 3,52g do meio comercial, da marca HIMEDIA e adicionado 150 mL de
agua destilada. A concentracdo final obtida da solucéo foi de 23,4g/L de solu¢do. A solugdo foi

autoclavada, por 15 minutos em 121°C para obter um meio completamente esterilizado e isento

de outros microrganismos que pudessem interferir na analise.

4.5.2 Candida albicans

As leveduras foram cultivadas em meio de cultura YEPD (yeast extract peptone
dextrose). Para o preparo de uma solucdo de volume de 400 mL do meio cultura, foram
adicionados 4g de extrato de levedura, da marca BD, 8g de peptona também da marca BD, 89
de glicose da marca VETEC. Para o preparo das placas de Petri foram adicionados 8g de agar
da marca HIMEDIA em 200mL da solug&o.

Ap0s o preparo da solugcdo a mesma foi autoclavada, por 15 minutos em 121°C, para
obtengdo de um meio completamente esterilizado e isento de outros microrganismos que
pudessem interferir na analise.

O meio de cultura isento de &gar foi utilizado como meio nutriente para reativacao das

celulas da C.albicans. Retirou-se amostras do microrganismo da placa com a alga de platina e
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inoculou no caldo nutriente. O recipiente contendo o caldo nutriente com as células foi levado

ao agitador orbital (shaker), onde permaneceu em agitacdo por 48 horas a 30°C.

4.5.3 Staphylococcus aureus

Para o microrganismo em questdo o meio mais adequado para cultivo o é o PCA (plate
count agar) da marca HIMEDIA. Foram utilizados 4,7 g do meio pronto para o preparo de 200
mL de solucéo. Foi obtida uma solugdo com concentracdo final de 23,5g/L de solucéo.

O meio foi entdo dissolvido em agua destilada e autoclavado por cerca de 20 minutos

em 121°C.

Os meios de cultura sdo descritos de maneira exemplificada na tabela 2.

Tabela 2: Composic¢éo dos meios de cultivo das placas usados para 0s microrganismos testados

Microrganismo Meio de cultura

Fungos filamentosos (A. brasiliensis e isolados do PDA (peptone dextrose agar)
ambiente) 23,46 g/L do meio comercial

YEPD (yeast extract peptone dextrose)

Levedura (Candida albicans) Composigdo 70 g/L: extrato de levedura (10); peptona
(20); glicose (20), agar (20).

. PCA (plate count agar)
Bactéria (Staphylococcus aureus) ] .
23,5¢/L do meio comercial

Fonte: Propria (2019).

O meio de cultura contendo o agar, depois de esterilizado e ressolubilizado no micro-
ondas em poténcia baixa pelo periodo de 5 minutos foi vertido ainda aquecido nas placas de

Petri de 9 cm de diametro para posterior solidificacéo.

4.6 REATIVACAO DAS CEPAS E LEVEDURAS

As cepas de levedura e bactéria foram reativadas para posterior inoculagdo nas placas
durante o teste de atividade antimicrobiana. O meio YEPD, sem a presenca do agar, foi utilizado
para reativagéo das cepas de C. albicans e caldo nutriente (8g/L) para S. aureus. Para reativacgéo,

retirou-se amostras do microrganismo da placa estoque com a alca de platina e inoculou-se no
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meio. Os frascos foram levados ao shaker, onde permaneceram em agitacdo por 48 horas a
30°C.

4.7 TESTE DE DIFUSAO POR PERFURACAO EM AGAR

A avaliagdo do potencial antifingico do extrato da acerola foi realizado através de um
ensaio in vitro, baseado na metodologia apresentada por Perlin (2017). O teste de perfuragédo
em &gar foi realizado conforme descrito a seguir.

As culturas contendo as células reativadas (C. albicans e S. aureus) foram inoculadas
nas placas pelo espalhamento de uma aliquota de 100 pL contendo o microrganismo. A aliquota
foi espalhada por toda a extensdo da placa até a completa absorcéo pelo meio de cultura com o
auxilio da alca de Drigalsky.

No caso dos fungos, estes foram repicados a partir da placa estoque e inoculados no
centro da placa teste com o auxilio da alca de platina.

Entdo as placas foram perfuradas, utilizando ponteiras das pipetadoras de 1000 L, para
a criacao de quatro pogos de 6 mm que receberam as aliquotas de 200 pL do suco concentrado
da acerola, suco diluido 1:5, e extratos dos residuos da borra e bagaco a serem testados. Como
controle positivo foram utilizados a nistatina (nistatina 100.000Ul/ml), farmaco comumente
utilizado para o combate de infec¢Bes fungicas, e o antibiético ampicilina ambos utilizados na
concentracdo de 500mg/L preparado em solucdo aquosa 1:2, como controle negativo foram
utilizados os meios de cultura YEPD isento de agar e caldo nutriente esterilizados. Com o
auxilio de seringas de 15 mL os extratos e os controles foram filtrados em microfiltros de 0,2
um antes de serem aplicados nas placas para retirada de possiveis microrganismos e outros
contaminantes que pudessem interferir no estudo. A Figura 2 mostra os pocos perfurados na
placa para os testes com os diferentes microrganismos.

Todas as etapas acima descritas e sua preparacdo foram realizadas dentro da cadmara de
fluxo continuo e os ensaios realizados em duplicatas.

As placas foram levadas a estufa de cultura bacteriologica e mantidas por 37°C pelo

periodo de 72 horas.
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Figura 2: Ensaio de perfuracdo em agar para analise da acdo antimicrobiana do extrato da
acerola
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Fonte: Propria (2019).
OBS.: Pogo E1 temos o0 extrato concentrado, no pogo E2 o controle positivo, no pogo E3 extrato diluido e no pogo
E4 o controle negativo. (a) C. albicans, (b) A. brasiliensis, (c) S. aureus
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, os resultados obtidos quanto a caracterizagdo da composicao dos extratos
de acerola medidos em polifendis totais, atividade antioxidante, vitamina C e avaliacdo da
atividade antimicrobiana séo apresentados. Todos 0s ensaios de atividade antimicrobiana
referem-se ao método de difusdo usando a técnica de perfuracéo de pocos em égar.

Nesse método, o microrganismo é desafiado frente a uma substancia biologicamente
ativa em um meio de cultura sélido e relaciona-se o tamanho do halo de inibicao de crescimento
do microrganismo com a concentracdo da substancia em estudo (NAVES et al., 2013). Nesse
estudo, as respostas obtidas foram apenas qualitativas (visuais) quanto a formacéo do halo de
inibicdo e a indicacdo do potencial do extrato de acerola como antimicrobiano.

A técnica de difusdo em agar é semi—quantitativa e fundamenta-se na difusdo da
substancia a ser ensaiada em meio sélido. Consiste em aplicar uma quantidade da amostra com
concentracdo conhecida na superficie do agar que foi previamente inoculado com uma
guantidade padrdo de células do microrganismo em estudo (PERLIN, 2017). Apds o
microrganismo ser inoculado aplica-se a técnica de perfuracdo de pogos no meio agar. As
amostras sdo entdo aplicadas nos pogos para que esta seja difundida no meio.

A difusdo da amostra criara um gradiente circular de difusdo. O microrganismo ira se
multiplicar. Se houver atividade antimicrobiana na amostra em estudo, uma zona de inibigéo
do crescimento ird aparecer ao redor do pogo em que a amostra com atividade antimicrobiana
estd contida. A zona de inibicdo é medida em milimetros e pode ser classificada em trés

categorias: inibicao total, inibicdo parcial ou sem inibicdo (SCORZONI et al., 2016).

5.1 ANALISE DAS CONCENTRACOES DE POLIFENOIS TOTAIS, ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E VITAMINA C NOS EXTRATOS DE ACEROLA

A Tabela 3 apresenta os dados de caracterizacdo dos extratos de acerola. Os dados para
borra e bagago sdo apresentados em g/L e em mg/100 g de residuo para que comparacgdes
pudessem ser feitas entre 0s extratos e 0 suco concentrado, e 0s extratos e dados da literatura.

Comparando os resultados do suco concentrado e os extratos da borra e bagaco
caracterizados no presente trabalho, é possivel avaliar diferencas significativas no teor dos
compostos avaliados. O contetdo de compostos fendlicos, vitamina C e atividade antioxidante
presentes no suco concentrado difere significativamente, apresentando teores maiores do que

0s contelidos apresentados pela borra e bagago, como ja esperado.
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Os resultados de caracterizacdo mostram que o residuo da borra de suco € mais rico em
polifendis e vitamina C que o bagaco, que é composto de cascas e sementes. Para borra e bagago
a comparacdo com outros artigos da literatura também se faz pertinente. Os valores
apresentados no presente trabalho sdo muito similares com os valores de outros trabalhos para
0s residuos provenientes da mesma etapa de processamento da fruta. Quando comparados com
o0 teor de compostos fendlicos apresentados nas amostras utilizadas por Delva e Goodrich-
Schneider (2013), que analisou a parte comestivel da frutas, os valores se mostram superiores.
Ja o resultado apresentado por Rezende et al. (2013), que avaliou o extrato do bagaco de acerola,
resultado muito similar foi encontrado.

Pequenas divergéncias de resultados podem ser atribuidas ao método de extracdo
utilizado, diferente do apresentado no presente estudo. Os artigos da literatura usaram uma
solucdo da amostra com solventes organicos, ao contrario do utilizado neste estudo, em que foi
usada agua para extracdo dos residuos.

Para o conteudo de vitamina C presente no suco concentrado do presente trabalho e em
outros extratos concentrados apresentados na literatura foram bem similares. O teor de vitamina
C difere quando compara-se 0 suco concentrado com o suco nao concentrado, o que pode ser
devido ao fator de concentracdo de cada suco no seu processamento.

A variagdo na quantidade dos compostos presentes no trabalho comparado aos citados
da literatura podem estar relacionados aos diferentes locais de obtencdo e plantio da fruta
utilizados para o estudo, estagio de maturacdo em que a fruta foi colhida, além de fatores ligados
ao solo e clima apresentam forte influéncia na producéao de polifendis em plantas e frutas.

Os dados obtidos dessa caracterizacdo foram utilizados para discutir os resultados
obtidos na avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos.
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Tabela 3: Comparacdo entre as concentracdes dos compostos dos extratos da acerola obtidos

neste trabalho e na literatura

Extratos de acerola Polifendis Totais  Atividade antioxidante ~ Vitamina C Referéncia
(g/L) (mmol/L) (g/L)
Suco concentrado* 266,5 £ 6,2 2946 £3,5 3,0+0,05 Presente trabalho
Suco concentrado 3,8 17,7 4,3 Mezadri et al (2008)
Suco ndo concentrado 1,4 1,7 0,4 Mezadri et al (2008)
2Borra 1,5 9,8 0,2 Presente trabalho
aBagaco 09 4,5 0,06 Presente trabalho
(mg/100g) (mmol/100g) (mg/100g)

Borra 3116,7 £ 203,5 19,6 £0,6 434,0+ 0,6 Presente trabalho
Bagaco 1801,4+7,3 8,9+0,2 1238 +6,7 Presente trabalho
Bagago 1068 19,5 489 Rez(ezrgdlegt al
Parte comestivel 1628,5 13,6 1161 Delva & Goodrich-

Schneider (2013)

* Fornecido pela Nutrilite do Brasil

a Os desvio padrbes das anélises correspondem a menos de 5% da média.

Fonte: Propria (2019).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE ACEROLA

5.2.1 Ac¢do do extrato da acerola frente aos fungos filamentosos

A atividade antifungica foi realizada apenas com o suco concentrado e diluido (1:5). O

ensaio para analise da atividade antimicrobiana do extrato da acerola frente ao fungo

A.brasilienses e a outros dois fungos isolados do ambiente e de espécie desconhecida nédo foi

satisfatorio, como mostra as figuras 3, 4 e 5. O ensaio foi avaliado pelo método de difusdo em

placas.
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Figura 3: Avaliacdo da atividade antifungica do extrato de acerola em placa inoculada com o

fungo A. brasilienses.

E2: Controle
positivo

E3: Suco

E1: Suco
! Diluido

concentrado

E4: Controle
negativo

Fonte: Propria (2019).
Obs.: O poco EL1 refere-se ao extrato concentrado, E2 ao controle positivo, E3 ao extrato diluido e E4 ao controle

negativo.
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Figura 4: Avaliacdo da atividade antifungica do extrato de acerola em placa inoculada com
fungo isolado do ambiente.

E1: Suco
concentrado

E3: Suco

_ diluido
E2: Contro
positivo

E4: Controle

Negativo

Fonte: Propria (2019).
Obs.: O poco E1 refere-se ao extrato concentrado, o poco E2 ao controle positivo, 0 po¢o E3 ao extrato diluido e
0 poco E4 o controle negativo.
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Figura 5: Avaliacdo da atividade antifungica do extrato de acerola em placa inoculada com
fungo isolado do ambiente

E3: Suco
Diluido

positivo

E4: Controle
Negativo

Fonte: Propria (2019).
Obs.: O poco E1 refere-se ao extrato concentrado, 0 poco E2 ao controle positivo, o pogo E3 ao extrato diluido e
0 E4 o controle negativo.

Os fungos ndo apresentaram sensibilidade frente ao suco concentrado e diluido, ndo
apresentando halos de inibicdo nos pogos que correspondiam aos extratos. Acredita-se que
como os fungos necessitam de um tempo de crescimento longo na placa é possivel que os
compostos tenham se perdido por volatilizacdo ou outros motivos antes que os fungos

atingissem a area de difusdo destes compostos e assim 0s mesmos ndo poderiam causar inibigdo
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ao crescimento dos microrganismos. Segundo Curtis (2018) a aplicacdo do método de difusdo
se limita a microrganismos de crescimento rapido, o que parece ndo se adequar a esses fungos.

Ap0s o periodo de 72 horas, a placa com A. brasiliensis apresentou crescimento do
fungo por toda sua superficie com excec¢do da pequena zona de inibicdo causada pelo controle
positivo (Fig. 3).

J& os fungos isolados do ambiente, mesmo apds 72 horas, ndo apresentaram crescimento
satisfatorio para o estudo, ndo havendo crescimento por uma extensao consideravel da placa.
Porém foi possivel perceber a zona de inibi¢éo causada pelo controle positivo presente no pogo
E2 (Fig. 4).

O controle negativo presente no poco E4 apresentou contaminacdo mesmo apds ser
filtrado para o preparo das placas (Fig. 4 e 5). Os poc¢os E1 e E3 que continham os extratos
concentrado e diluido respectivamente ndo apresentaram zonas de inibicdo. Mesmo com o
pouco crescimento do fungo nas areas proximas aos pogos, foi possivel perceber que o
microrganismo apresentou pouca ou nenhuma sensibilidade aos compostos do extrato que
haviam se difundido na placa (Fig. 3,4 e 5).

Nas figuras 4 e 5 ndo foi observado crescimento em areas proximas dos pocos que
continham o extrato concentrado, o controle positivo e negativo. Por isso 0 presente ensaio ndo
foi considerado satisfatério para avaliagdo da acdo antifingica frente ao respectivo
microrganismo.

Caso o resultado fosse positivo 0 que se esperaria para 0s trés testes realizados com os
fungos filamentosos, era que o fungo em estudo crescesse por toda a extensdo da placa, com
excecdo das areas proximas aos poc¢os contendo os extratos e o controle positivo. Formando
assim um halo ou zonas de inibi¢do visiveis no meio de cultura.

Né&o foram encontrados outros estudos com a analise da atividade antimicrobiana de
extratos de frutas frente a outros fungos filamentosos, como no caso do presente ensaio para

comparacao.

5.2.2 Acao do extrato de acerola frente a C.albicans

No presente ensaio foi encontrado sensibilidade das leveduras frente ao extrato
concentrado da acerola e o extrato diluido (1:5). As leveduras ndo mostraram sensibilidade
frente aos residuos provenientes do bagago (prensa) e borra (decanter). Apenas 0 suco
concentrado e o diluido apresentaram zona de inibicdo visivel afim de que fosse possivel medir

(Fig. 6). O controle positivo infelizmente ndo apresentou zona de inibig&o.
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Figura 6: Avaliacdo da atividade antifingica do extrato da acerola em placas inoculadas com
C.albicans

Suco
concentrado

ntrole
sitivo

Suco Diluido

Fonte: Prépria (2019).
Obs.: O poco E1 é referente ao extrato concentrado, E2 ao extrato diluido, E3 ao controle positivo e E4 ao controle
negativo.

As zonas de inibicdo das amostras foram medidas e comparadas com a zona de inibigéo
encontrada em outros estudos feitos com o extrato da acerola frente 0 mesmo microrganismo.
O diédmetro do halo de inibicéo referente ao extrato concentrado foi de 30 mm em comparagéo
com o ensaio realizado por (Motohashi et al., 2004) onde os didmetros dos halos de inibicao
das amostras variaram entre 12 mm e 13 mm. Os autores preparam 0s extratos a partir da fruta
fresca utilizando diferentes solventes. A partir do resultado obtido nesse trabalho, considerou-
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se que o extrato concentrado apresentou alta inibigdo do crescimento da C.albicans na regido
onde a amostra estava difundida no &gar.

O extrato diluido apresentou um halo de inibicdo de 20 mm de didmetro. O resultado
aponta que o extrato de acerola pode ser eficiente na inibicdo do microrganismo e varia com
sua concentragéo.

Comparando os resultados obtidos com o trabalho de Motohashi et al. (2004), o extrato
da acerola apresentou zonas de inibicdo consideraveis frente a levedura. Os halos de inibicédo
maiores podem ser explicados pelo suco estar concentrado e ter maior contelido de compostos
fendlicos. O extrato seco do suco concentrado foi de 411 mg/mL enquanto a extrato de acerola
usado por Motohashi et al., (2004) foi de 10 mg/mL.

Em oposicao aos resultados obtidos com o extrato da acerola, os ensaios realizados com
0s extratos dos residuos provenientes da borra e bagaco ndo apresentaram nenhum resultado
positivo (Fig. 7). Acredita-se que o principal motivo do residuo da acerola ndo ser eficaz contra
0 crescimento dos microrganismos decorre da diferenca de concentragdes presentes no suco
concentrado e nos residuos 0s quais apresentaram extrato seco igual 411mg/mL e 13,5mg/mL

para a borra e bagaco, respectivamente.
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Figura 7: Avaliacdo da atividade antifungica do extrato da acerola em placas inoculadas com
C.albicans.

Residuo
concentrado

> ‘-’ i . -
Contrgl.e ‘ E o SZ ntrole
poﬁitgo . ‘ B S hecativo

Residuo
diluido

Fonte: Propria (2019).
Obs.: O poco E1 é referente ao extrato concentrado, E2 ao extrato diluido, E3 ao controle negativo e E4 ao controle
positivo.

5.2.3 Acéo do extrato de acerola frente ao S.aureus.

O presente ensaio apresentou resultado positivo. O microrganismo em estudo
apresentou sensibilidade frente ao extrato concentrado e diluido da acerola. Com o residuo os
resultados ndo foram satisfatérios, o microrganismo ndo apresentou sensibilidade frente aos
extratos dos residuos da borra e bagago da fruta.

A Figura 8 mostra o resultado da inibi¢éo do suco concentrado e diluido (1:5) frente ao
crescimento de S. aureus. A placa utilizada possui 10 cm de diametro, foi possivel medir 6 cm
de extensdo da placa em que ocorre a inibicdo do crescimento do S.aureus e 4 cm de
crescimento, englobando a area do controle negativo. A distancia (raio) da zona de crescimento
até o centro do poco contendo o extrato concentrado foi de 15 mm e referente ao pogo E2,

contendo o extrato diluido foi de 10 mm.
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Figura 8: Avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato da acerola em placas inoculadas com
S.aureus.

Controle

negativo

Fonte: Propria (2019).
Obs.: O poco E1 é referente ao extrato concentrado, E2 ao extrato diluido, E3 ao controle positivo e E4 ao controle
negativo.

Analisando e comparando o ensaio com outros estudos o resultado foi considerado
satisfatorio. Segundo Delva e Goodrich-Schneider (2013) em ensaio também realizado através
da técnica de difusdo em placas para 0 microrganismo S.aureus, apresentou resultados positivos
para a porcdo liofilizada da fruta, tanto das regiGes comestiveis e ndo comestiveis e também
para os diferentes estagios de maturacdo da mesma. A porcdo comestivel liofilizada da fruta
apresentou atividade antimicrobiana moderada para a fruta madura com uma zona de inibigéo
de 3-4 mm, o extrato da fase intermedidria de maturacdo ndo apresentou atividade
antimicrobiana e o extrato liofilizado da fruta verde apresentou consideravel atividade
antimicrobiana com uma zona de inibigdo de 4-10 mm. O extrato liofilizado da porgdo néo
comestivel da fruta, como semente e casca também apresentou zona de inibicdo de 4-10 mm.
O estudo citado mediu a zona de inibicdo causada pelo controle positivo (ampicilina) e
comparou com o tamanho das zonas de inibi¢do causada pelos extratos e avaliou em moderada,

satisfatdria ou forte zona de inibicéo.
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Outro estudo que realizou um ensaio similar também com S.aureus foi Motohashi et al.
(2004), citado anteriormente. O resultado do ensaio foi positivo para a S.aureus com zonas de
inibicdo que variam de 8 até 12mm na placa para as diferentes concentracdes do extrato
preparado com solventes organicos.

Para o presente estudo ndo foi possivel medir a zona de inibicdo de acordo com o
controle positivo, mas foi possivel avaliar a forte inibi¢cdo dos extratos e do controle positivo
impedindo o crescimento do microrganismo por quase toda a extensao da placa. Observou-se o
crescimento do S.aureus apenas na regido da placa que continha o controle negativo.

Conclui-se que o extrato concentrado e diluido apresentaram forte inibicdo ao
crescimento do S.aureus na regido da placa onde as amostras estavam difundidas e revelaram-
se efetivas na inibi¢cdo do microrganismo.

Em contrapartida os ensaios realizados com os residuos da fruta provenientes das partes
ndo comestiveis, borra e bagaco, ndo se mostraram eficazes na inibi¢do do microrganismo (Fig.
9). Foi possivel visualizar apenas o halo de inibicdo causado pelo controle positivo. As regides
onde as amostras do residuo concentrado e diluido estavam difundidas na placa nao presentaram

halos visiveis e possiveis de serem mensurados.
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Figura 9: Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato da acerola em placas inoculadas
com C.albicans.

Extrato do residuo

Residuo diluido

Fonte: Propria (2019).
Obs.: O poco E1 é referente ao extrato concentrado, E2 ao extrato diluido, E3 ao controle positivo e E4 ao controle
negativo.

A placa de didmetro de 9 cm apresentou inibigdo apenas na regido do pogo que continha
o0 controle positivo difundido. Foi possivel medir um raio de inibi¢do de 45 mm.

Em comparacdo com o ensaio realizado por Delva e Goodrich-Schneider (2013) para a
amostra proveniente da por¢do ndo comestivel da fruta liofilizada frente ao mesmo
microrganismo, a utilizagdo do extrato com concentracdo de 25 mg/mL apresentou clara zona
de inibicdo com variacdo de 4-10 mm. Os extratos utilizados nesse trabalho apresentavam
concentragdes abaixo disso, entre 20 e 13 mg/mL. Esta € uma possibilidade do presente ensaio
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ndo ter apresentado zona de inibicéo para o residuo, além de diferencas nos compostos presentes
nos extratos em funcdo dos métodos de extracao realizados.

5.3 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DOS EXTRATOS DA ACEROLA

Poucos trabalhos avaliaram o efeito antimicrobiano da acerola. Os resultados apontados
nesse trabalho, bem como os resultados reportados na Tabela 4, indicam que a composi¢do da
acerola apresenta compostos com potencial interessante para aplicacdo na industria de
alimentos, e outros microrganismos podem ser testados a fim de avaliar, principalmente o efeito

inibitorio sobre bactérias deteriorantes.

Tabela 4: Atividade antimicrobiana de extratos de frutas contra S. aureus e C. albicans

Microrganismo Extrato Concentracdo  Halo de inibigdo Referéncia
(mg/mL) (mm)
Staphylococcus Acerola 411 - 215 10-15 Presente trabalho
aureus
Acerola 25 4-10 Delva et al (2013)
Acerola 100 8-12 Motohashi et al.( 2004)
Matricaria 250-1000 5-8 Carvalho et al.,( 2014)
chamomilla L.
Metaplexis 2-64 17 Wei et al. (2019)
japonica
Residuos de noni 0,39 14,0 Santos et al. (2019)
Frutos silvestres 0,125 14,8 Radovanovi¢ et al. (2013)
Black chokeberry 10 Denev et al.( 2019)
Candida albicans Acerola 411 30-20 Presente trabalho
Acerola 100 12-13 Motohashi et al.( 2004)
Black chokeberry NAE Denev et al.(2019)
Brochotrix Acerola 8 24 Tremonte et al (2016)
thermosphacta
Pseudomonas spp. Acerola 8 17,5 Tremonte et al (2016)
L.monocytogenes Acerola 0,5 75-9 Tamara et al.,( 2017)
E.coli Acerola 0,5 85-9,5 Tamara et al.,( 2017)
P.aeruginosa Acerola 0,5 9,3-10,5 Tamara et al., (2017)

Fonte: Propria (2019).
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No que diz respeito a inibigdo a C. albicans, a atividade de extratos de plantas contra
essa espécie tem sido relacionada com os compostos fendlicos dos extratos, sendo que diversos
compostos como kaempferol, quercitina, rutina, acido galico, &cido ferulico, entre outros
apresentaram propriedades antifangicas (MARTINS et al.). No trabalho de Denev et al (2019)
0S compostos quercitina e epicatequina foram avaliados contra C.albicans e apresentaram halos
de inibicdo de 12 e 9 mm, respectivamente. Dentre os compostos fendlicos ja identificados no
extrato de acerola podem ser citados a quercitina, epicatequina, luteolina e kaempferol e os
acidos p-cumarico, cafeico e feralico (BATAGLION et al., 2015; BELWAL et al., 2018), os
quais provavelmente contribuiram com atividade bioativa apresentada contra C.albicans.

Motohashi et al. (2004) realizou 0 mesmo ensaio para 0S mesmos microrganismos,
porém para os extratos foram produzidos com solventes organicos, como acetona, hexano e
metanol. Seu estudo apresentou resultados positivos frente aos mesmos microrganismos, porém
para comparagdo suas amostras apresentavam concentracfes muito inferiores (10 mg.mL) as
utilizadas no presente estudo (411mg/mL, 215 mg/mL, 2,73mg/mL).. Acredita-se que o fato do
estudo apresentar resultados positivos frente a concentracGes tdo baixas do extrato sofre
influéncia dos solventes organicos que podem extrair composto diferentes daqueles extraidos
com agua e que estes possam interferir na atividade antimicrobiana.

O presente estudo utilizou apenas a amostra bruta do suco concentrado e residuos, as
amostras ndo foram testadas em solugdo com nenhum tipo de solvente.

Denev et al. (2019) analisou o efeito antimicrobiano da fruta Black chokeberry frente a
C.albicans. Apresentou resultados satisfatorios, porém este apresentou concentracdes para cada
um dos compostos fendlicos, quercitina, epicatequina e outros presentes na fruta. Assim néo foi
possivel comparar as concentragdes dos extratos testados com o presente trabalho. Apenas foi
possivel o estudo comparativo em relacdo aos tamanhos do halo de inibicao.

As concentragdes dos extratos também apresentaram efeito sobre o tamanho do halo de
inibicdo como mostrado por Carvalho et al. (2010), para os ensaios de extratos de flores de
camomila onde os extratos mais concentrados apresentaram maior halo de inibi¢do contra
diferentes bactérias (CARVALHO et al, 2014). No referido estudo para concentragdes de 1000
mg/mL, 500mg/mL e 250 mg/mL do extrato de camomila foi possivel medir halos de inibi¢&o
que variaram de 8 mm, 7 mm e 5 mm de didametro respectivamente, frente ao S.aureus.

Para comparacao o presente estudo apresentou halos de inibi¢ao que variaram de 15 mm
e 10 mm de didmetro, frente a0 mesmo microrganismo em concentracdo de 411 mg/mL e
215mg/mL.
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Analisando os resultados com os obtidos por Delva e Goodrich-Schneider (2013) o
microrganismo S.aureus mostrou sensibilidade apenas a amostra de concentragdo de 25 mg/mL
tanto para a o residuo proveniente do bagaco como para o suco da polpa da acerola verde.
Concentracoes abaixo disso ndo foram eficientes.

O presente trabalho utilizou uma concentracdo muito inferior a utilizada por Delva e
Goodrich-Schneider (2013), para o residuo do bagaco, 13,5 mg/mL, logo a amostra utilizada
apresentava teores menores de compostos fenolicos, antioxidantes e vitamina C, e ndo foi o
suficiente para causar sensibilidade frente ao S.aureus.

Radovanovic et al. (2013) apresentou em seu estudo a atividade antimicrobiana de frutos
silvestres frente ao S.aureus. Obteve a inibigdo em uma concentracdo muito pequena do extrato
0,125 mg/mL, muito abaixo da apresentada no presente estudo. Porém por se tratar de outra
fruta, avalia-se que as concentra¢fes dos compostos bioativos podem variar consideravelmente
e também a fruta apresenta outros compostos diferentes da acerola, tornando dificil a
comparacéo dos resultados.

No trabalho de Tremonte et al. (2016), o extrato de acerola foi obtido por extracdo com
fluido supercritico e suspendido em solucdo hidroalcodlica (8% m/v) para os testes de atividade
antimicrobiana. O extrato foi capaz de inibir bactérias da linhagem Pseudomonas spp. e
Brochothrix thermosphacta. S.aureus, Pseudomonas spp. e Brochothrix thermosphacta sdo
bactérias comumente encontradas no processo de deterioracdo de carnes e produtos da inddstria
carnea. O efeito inibitério do extrato da acerola frente a esses microrganismos apresenta a
possivel utilidade do extrato como conservante desses produtos e aditivo da industria.

No trabalho de Tamara et al. (2017), o extrato da acerola apresentou inibicdo frente a
outros microrganismos néo testados no presente trabalho. A concentracdo de 0,5 mg/mL causou
sensibilidade aos microrganismos L.monocytogenes, E.coli, P.aeruginosa. A concentracdo
utilizada pelo trabalho comparativo referente ao bagaco foi menor que a utilizada no presente
estudo (13,5 mg/mL) para o mesmo residuo, porém como sdo utilizados outros microrganismos,
é possivel que estes sejam inibidos em concentragdes menores de compostos bioativos.

Os residuos da borra e bagaco apresentaram concentragdes muito abaixo das
apresentadas pelo suco concentrado e diluido, logo a concentragcdo dos compostos presentes nas
amostras tem relacao direta com a atividade antimicrobiana.

Os resultados atenderam as expectativas do que era esperado, pequenas diferencas nos
valores dos resultados séo esperados por ndo se tratarem de extratos provenientes da mesma

planta.
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Outros métodos e concentracdes dos extratos devem ser testados para avaliar o potencial
da acerola como antimicrobiano, principalmente para os extratos obtidos dos residuos, os quais

ainda ndo encontra-se muitos relatos na literatura.
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6 CONCLUSOES

Os compostos bioativos presentes no extrato concentrado da acerola verde, como
polifendis e vitamina C, mostraram-se efetivos a inibicdo de microrganismos como S.aureus e
C.albicans através do método de difusdo em &gar. Os resultados foram qualitativos,
apresentando halos de inibicdo com didmetros condizentes com os resultados encontrados na
literatura para extratos de acerola e outras frutas frente aos mesmos microrganismos.

Os ensaios realizados com os residuos provenientes do bagaco e borra da fruta ndo
apresentaram os resultados esperados com os encontrados na literatura. Acredita-se que a
divergéncia de metodologias utilizadas entre o presente trabalho e outros ensaios, como a
utilizacdo do residuo em solucéo e néo liofilizado tem influéncia nos resultados obtidos.

O aperfeicoamento da técnica também se faz importante para obtencdo de resultados
satisfatorios. Os poucos artigos e estudos encontrados na literatura utilizando os mesmos
extratos frente aos mesmos microrganismos e com a mesma metodologia, torna dificil a
comparacao dos resultados obtidos.

O tempo de realizacdo do estudo é curto para encaminhar o ensaio para obtencao de
outros pardmetros importantes como a minima concentracéo inibitoria (MIC).

A realizacdo deste trabalho expande as possibilidades de estudo para aplicacdo de
compostos presentes na polpa e residuo da acerola como aditivos e conservantes naturais a

indUstria de alimentos.
6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Liofilizar os extratos dos residuos e testar diferentes concentracdes contra a bactéria

S.aureus, para identificar se o extrato do residuo possui a mesma propriedade contra a bactéria

que o suco da acerola.
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