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RESUMO

PEIXOTO, M. M. Prospeccdo de propriedades fisicas e quimicas e da atividade
antioxidante do fermentado de noni (Morinda citrifolia) Itapetinga — BA: UESB, 2017.
71p. (Dissertagcdo — Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos).*

O Noni é uma fruta que foi recentemente introduzida no Brasil como uma matéria-prima com
forte apelo comercial devido a todas as caracteristicas benéficas a ele atribuidas e os
beneficios relacionados ao seu consumo. Diante do exposto o trabalho temos como objetivos
determinar o efeito da fermentacédo e da liofilizacdo sobre as propriedades fisico-quimicas do
fermentado noni (Morinda citrifolia) bem como sua atividade antioxidante. O trabalho foi
conduzido nos Laboratérios de Propriedades Fisicas dos Alimentos e Fisiologia pos-colheita
localizados no Centro de Desenvolvimento e Difusdo de Tecnologias (CEDETEC) da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, campus de Itapetinga, BA. Os frutos de
Noni (Morinda citrifolia) foram adquiridos diretamente com o produtor em uma fazenda no
municipio de Maiquinique - BA e transportados até o laboratdrio onde foi feita pre-selegéo,
higienizacdo e sanitizacdo. O processamento constou de despolpamento para a remocdo das
cascas e sementes, fermentacdo e liofilizacdo. A polpa in natura e o fermentado, depois de
liofilizado foram submetidos a caracterizacdo fisico-quimica sendo analisadas as seguintes
variaveis: atividade de &gua, cinzas, umidade, pH, cor, bem como sua atividade antioxidante,
onde foi observado que o fator tempo ndo influenciou nos parametros e o modelo que mais se
ajustou foi o linear. Assim podemos concluir que o noni é rico em atividade antioxidante,

trata-se de um fruto &cido, alta porcentagem de umidade.

Palavras chave: efeitos de processos, fermentacdo, Morinda citrifolia L.

*QOrientador: DSc. UESB. Modesto Antonio Chaves; Co-orientadores: DSc. UESB.
Marcondes Viana da Silva; DSc. FDA, Robert Smith.



ABSTRACT

PEIXOTO, M. M. Prospecting of physical and chemical properties and antioxidant
activity of noni (Morinda citrifolia). Itapetinga — BA: UESB, 2015. 71 p. (Dissertation —

Master’s in Engineering and Food Science).*

Noni is a fruit that was recently introduced in Brazil as a raw material with strong commercial
appeal due to all the beneficial characteristics attributed to it and the benefits related to its
consumption. In view of the above, the objective of this work is to determine the effect of
fermentation and lyophilization on the physico-chemical properties of noni (Morinda
citrifolia) and its antioxidant activity. The work was carried out in the Post-Harvest
Physiology and Physical Food Properties Laboratories located at the Center for the
Development and Dissemination of Technologies (CEDETEC) of the State University of
Southwest of Bahia - UESB, campus of Itapetinga, BA. The fruits of Noni (Morinda
citrifolia) were purchased directly from the producer on a farm in the municipality of
Maiquinique - BA and transported to the laboratory where pre - selection, sanitation and
sanitation were carried out. The processing consisted of pulping for the removal of the husks
and seeds, fermentation and lyophilization. The pulp in natura and the fermented, after freeze-
dried were submitted to physical-chemical characterization and the following variables were
analyzed: water activity, ash, moisture, pH, color, as well as its antioxidant activity, where it
was observed that the time factor did not Influenced the parameters and the model that fit the
most was linear. Thus we can conclude that noni is rich in antioxidant activity, it is an acid

fruit, high percentage of moisture.

Key words: Process effects, fermentation, Morinda citrifolia L.

* Advisor: DSc. UESB. Modesto Antonio Chaves; Co-advisor: DSc. UESB. Marcondes
Viana da Silva; DSc. FDA, Robert Smith.
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1. INTRODUCAO

O fruto de noni é composto por 90% de agua, e muitos dos seus componentes da
matéria seca sdo de sélidos sollveis, fibras dietéticas e proteinas. A composi¢do proteica do
suco de noni corresponde a aproximadamente 11,3% da matéria seca. Enquanto 0s minerais
correspondem a 8,4% da matéria seca, e se constituem principalmente de potassio, célcio,
fésforo e tracos de selénio (Desai & Gaikwad 2010).

O emprego tradicional do noni pelos polinésios esta atribuido aos efeitos relacionados
com atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, antitumoral, anti-helmintica, analgesica,
antiinflamatdria, hipotensora e imunoestimulante, sendo o fruto usado ha mais de 2000 anos
(Wang et al. 2002). O Noni é considerado fonte de vitamina C e compostos fendlicos,
responsaveis pela atividade antioxidante, os quais contribuem para os efeitos benéficos a
salde (Dussossoy et al. 2011).

A fruta e o suco feito de noni sdo usados em medicinas alternativas para tratar a artrite,
diabetes, pressdo alta, dores musculares, problemas menstruais, dores de cabeca, doencas
cardiacas, AIDS, cancer, Ulceras gastricas, entorses, depressdo mental, senilidade, méa
digestdo, aterosclerose, problemas dos vasos sanguineos, e da toxicodependéncia. Também
tem sido demonstrado que o noni possui atividade anticancerigena, antifingica, neuroprotetor,
ansiolitica e sedativo. Ele pode também beneficiar o sistema imunolégico e ativar o receptor
canabindide 2, enquanto que inibe o receptor de canabindide 1. Infelizmente, muitos
suplementos alimentares diferentes a base de noni ndo sdo bem controlados, entdo ndo ha
nenhuma garantia de que eles sdo genuinos (Smith et al. 2014).

No Brasil, ainda ndo ha diretrizes, ou estimulos, governamentais para estudos sobre
esta cultura. Mundialmente, foi fundada, em 2006, a Word Noni Research Foundation com a
missdo de padronizar e popularizar o cultivo orgéanico de Noni para obter uma producéo
sustentavel criando, assim, seguranca da subsisténcia da comunidade agricola e validando
acOes terapéuticas de Noni e criando a consciéncia de bem-estar entre as pessoas para
fornecer a seguranca da satde em 2020.

O governo australiano financiou um estudo com objetivo de investigar o potencial para
poder agregar valor industrial aos produtos de noni. Os pesquisadores deste estudo
examinaram a literatura existente sobre a planta e seu extrato além do suco e foram avaliadas
as melhores préaticas agrondmicas, o processo de fermentacdo e 0s supostos efeitos
terapéuticos. Um relatério de pesquisa de mercado independente sobre o mercado global de
suco de noni foi incluido indicando oportunidades de mercado e potencial de retorno para 0s
produtores australianos. Os pesquisadores concluiram que mais pesquisas serdo necessarias

para explorar o potencial desta cultura para o sucesso do cultivo e para maior rentabilidade.
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Algumas areas da necessidade de pesquisas futuras, citadas por este estudo incluem: custos de
producdo e retorno e analise das margens brutas; identificacdo da microflora e os mecanismos
de acdo envolvidos no processo de fermentacdo anaerdbica relatados; anélise da composicéao
de macro e micro nutrientes; pesquisa significativa para confirmar a bioatividade dos varios
produtos, incluindo estudos em animais e ensaios clinicos(Macpherson et al. 2007).

Segundo Macpherson et al. (2007), o suco de noni € atualmente produzido
comercialmente diretamente como suco puro ou como uma mistura com outros sucos. Este
suco pode ser engarrafado com, ou sem, a pasteurizacdo. Em conjunto com o seu aumento em
popularidade, o suco de noni foi recentemente aceito pela Unido Europeia (UE) como novo
alimento (Comissdao Europeia, Comité Cientifico da Alimentacdo, 2002). No momento, h&
uma quantidade limitada de literatura cientifica publicada sobre noni, em particular o processo
de fermentacao.

No sudeste da Asia 0 suco de noni fermentado é bastante popular. Para o processo de
fermentacdo natural as frutas de noni maduras séo lavadas, e despolpadas ou inteiras séo
armazenadas em recipientes. Em algumas ocasifes ocorre adi¢cdo de 4&gua. Com o passar do
tempo, 0 suco é separado naturalmente da polpa da fruta. Transcorrido o tempo o suco €
filtrado e engarrafado em recipientes de vidro ou plastico, armazenado em temperatura
ambiente sem pasteurizacdo. Entretanto, ha relatos de casos de fermentacdo em 10 ou 12 dias,
no Havai.

De acordo com Peyrat (2000), antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade
da oxidacdo, através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e
complexacdo de metais. Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em
alimentos, devem ser seguros para a saude. Alguns dos antioxidantes sintéticos mais
importantes sdo hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT), ja entre os
naturais destacam-se acido ascorbico, vitamina E e - caroteno (RICE-EVANS et al., 1996).

Os antioxidantes estdo sendo muito estudados por se associarem a reducao de risco de
muitas doencas. Busca-se cada vez mais o consumo de alimentos que tragam beneficios a
salide e os compostos antioxidantes sdo muito estudados exatamente pelos seus beneficios ao
organismo. Por isso a importancia de estudar os alimentos e conhecer sua capacidade
antioxidante.

Apesar do fato de que o noni tem sido usado como uma planta medicinal ha séculos,
as investigacdes cientificas sobre suas propriedades medicinais comegaram ha mais de 50
anos atras (Dixon et al. 1999). O pequeno numero de pesquisas publicadas é desproporcional
com a enorme popularidade desta planta e sua percepc¢do de beneficios para a saide. Como

resultado, a otimizacdo das praticas de manejo agricola e pds-colheita, e tecnologias de
15



processamento tém sido largamente negligenciados. Este trabalho pretende, portanto,
contribuir para o preenchimento desta lacuna estudando o efeito da fermentacdo sobre as
propriedades fisico-quimicas e da atividade antioxidante do noni (Morinda citrifolia).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O Noni

O noni é uma fruta que foi recentemente introduzida no Brasil, como uma matéria-
prima com forte apelo comercial devido a todas as caracteristicas benéficas a ele atribuidas e
os beneficios relacionados ao seu consumo, o fruto é originario do sudeste da Asia, é uma
pequena arvore do grupo da familia das rubiéceas, seu uso é disseminado em forma de suco,
chas ou em cépsulas sendo utilizado para fins medicinais com pouco estudo conhecido
(Matoso et al. 2013). Apesar dessas propriedades, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) proibiu a comercializacdo de produtos de noni no Brasil, pois segundo a agéncia,
as informacOes sobre a composicdo fisico-quimica e teor nutritivo do produto ndo sdo
suficientes para garantir a seguranca do seu consumo (Porto et al. 2011).

O fruto de noni é de formato ovalado, suculento e apresenta varias sementes por fruto.
Quando verde, tem coloracdo da casca verde, e quando de vez, a cor da casca torna-se amarela
esbranquicada. Possui uma polpa carnuda e amarga de coloracdo esbranquicada, e quando
madura exala um cheiro forte e rancoso (Matoso et al. 2013). E muito comercializado em
varias partes do mundo tanto na forma de suco quanto em cépsulas contendo o p6 da fruta
(Figura 1) (Gupta & Patel 2013).

Ha muita variedade genética dentro das espécies de noni (Nelson, 2013). Existem pelo

menos trés variedades ou cultivares, M. citrifolia var citrifolia, M. citrifolia var bractea e M.
citrifolia cultivar 'Potteri'. O noni pode tolerar uma ampla variedade de solos e ambientes, mas
17



ndo pode tolerar temperaturas abaixo de 12°C (Nelson, 2013), Ele pode crescer em solos
inférteis, acidos e alcalinos e estd ambientado em quase todo local, desde areas muito secas
até muito molhadas. Ou seja, ele cresce naturalmente em locais relativamente secos a
moderadamente umidos, bem como em areas de varzea perto de linhas costeiras. Ele pode até
mesmo sobreviver a secas por seis meses ou mais. E também uma espécie de floresta sub-
bosque importante nas florestas das ilhas do Pacifico e florestas tropicais de baixa elevagdo. O
Noni também pode tolerar condic¢Ges de vento, incéndios, inundagdes, e solos salinos. Embora
ndo seja considerado tdo invasivo que ameace ecossistemas, ele é tratado como uma erva
daninha em alguns contextos e, é muito persistente e dificil de matar. E também uma das
primeiras plantas a colonizar areas duras de residuos ou fluxos de lava (Nelson, 2013).

Todas as partes da planta tém usos tradicionais e/ou modernos, incluindo as raizes e
casca (corantes, medicina), troncos (lenha, ferramentas), e folhas e frutos (alimentos,
medicamentos) (Nelson, 2013), O noni tem sido utilizado na medicina popular a mais de
2.000 anos por polinésios, de onde pode ter se originado (Razafimandimbison, et al., 2010).
As populacdes das llhas Andaman e Nicobar na india, bem como os polinésios e taitianos no
Pacifico tém usado os frutos maduros e verdes, como alimento e medicamento (Rethinam et
al., 2007).

A variedade ou cultivar mais comum de fruta noni € o de frutos grandes M. citrifolia
var.citrifolia (Razafimandimbison, et al., 2010). H& também uma cultivar de frutos pequenos
M. Citrifoliavar. Citrifolia (conhecida como lada em Micronesiano) que parece estar
confinada a Micronésia. Outras variedades de M. citrifolia tém distribuicGes mais restritas: M.
citrifolia var.potteri pode ser encontrada no Pacifico, enquanto M. citrifolia var. bracteata
existe na india e Australia.

De acordo com Joshi et al. (2012), os frutos de noni sdo comestiveis, mas ndo tem um
sabor agradavel ou cheiro. Desta forma, uma variedade de produtos da fruta Noni sdo
processados e preparados por diversos métodos (Figura 2), com adi¢cdo de acUcar, acidos,

especiarias e condimentos, o que ajuda a reduzir o mau cheiro da polpa.

PR

Figura 2.Produtos de noni (suco, fruta seca em po, extrato)
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Um dos produtos mais importantes e populares € o suco de Noni Taitiano que foi
aceito pela Unido Europeia como novo alimento (Rethinam et al., 2007; European Scientific
Commissionon Food, 2002). Trata-se de uma mistura de suco de frutas, que consiste em 89%
de fruta Noni (Morinda citrifolia, L.) e 11% de suco de uva e de mirtilo concentrados,
juntamente com pequena quantidade de aromas naturais (European Scientific Commissionon
Food, 2002). Sugere-se que o nivel adequado de consumo deste produto é de 30 ml/dia
(European Scientific Commissionon Food, 2002). Na producdo deste suco, frutos de noni séo
colhidos manualmente, e as sementes e pele sdo separadas mecanicamente da polpa de fruta.
Apds a pasteurizacao, o puré é embalado em recipientes assepticos para a expedicao. O puré é
reconstituido e misturado com suco de uva concentrado, concentrado de suco de mirtilo e
sabores naturais. Os sucos misturados resultantes sdo pasteurizados (87,7°C durante trés
segundos) e engarrafados (European Scientific Commissionon Food, 2002). Nos EUA, em
2001, uma média de 46603 pessoas por més comprava este suco. 73,7% deles compraram
quatro garrafas por més. Supondo-se que o comprador é o Unico dos consumidores, isto é
equivalente a um consumo diario de 133 mL. Ainda alguns (10,4%) adquirem oito garrafas
(equivalente a 267 ml por dia), 4,2% compraram 12 garrafas e 2,2% compraram 16 garrafas
por més (European Scientific Commissionon Food, 2002). H& também um suco de noni
concentrado feito na Tailandia, chamado BCTY ou suco bioativo concentrado de Yor

tailandés, desde que Yor é o nome tailandés para noni (Nandhasri et al., 2011).
2.2.Liofilizacéo

A liofilizacdo € um processo de desidratacdo em que agua é removida do alimento
previamente congelado e passa diretamente do seu estado sélido para o estado de vapor (Baldi
et al. 2012). A técnica consiste em trés principais estagios (Daraoui et al. 2010): 1-
Congelamento: o produto é congelado a temperaturas inferiores a -18° C . O desempenho e
qualidade da liofilizacdo dependem principalmente desse estagio, uma vez que o tamanho dos
cristais de gelo formados define muitos parametros que caracterizam a transferéncia de calor e
massa do produto; 2- Secagem primaria: a dgua congelada € removida por sublimacéo e é
removido cerca de 90% da umidade inicial do produto; 3- Secagem secundaria: é a retirada da
agua que esta ligada a estrutura do material quando néo existe mais agua na forma de gelo. Ja
que o teor de agua é menor ocorre numa velocidade também menor que a sublimacéo e isso é
devido a se aumentar a temperatura para 20 a 50°C e mantendo a pressao absoluta de 2ZmmHg
isso ira a ajudar a manter a estabilidade do produto por mais tempo.

A liofilizag&o é um processo caro, sendo recomendado para produtos termo sensiveis

obtendo uma melhor qualidade comparada a outras técnicas de secagem (Savo et al. 2012).
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Dados os custos significativos da producdo de produtos liofilizados (equipamento,
utilidades, etc.), e o desejo de reduzir o tempo de desenvolvimento dos ciclos para facilitar a
disponibilidade do produto ao mercado consumidor, a capacidade de reduzir tanto o tempo de
preparo para os ciclos quanto os préprios ciclos de liofilizacdo geram maior expectativa em
relacdo a diminuicdo de custos e menor tempo de desenvolvimento do produto na industria
atual. Baseado no conhecimento da temperatura critica de formulacgdo (transicéo vitrea Tv, ou
temperatura de colapso, Tc) o alvo e controlar o fluxo de calor para o produto, evitando
situacbes onde a temperatura do produto exceda a temperatura critica de formulacdo. Ao
exceder esta temperatura, a estrutura do produto liofilizado podera descongelar ou entrar em
colapso, a qual afetaria diretamente a qualidade do produto liofilizado.

O calor é geralmente controlado através da temperatura da prateleira, e 0 processo
requer que o pesquisador realize pequenas alteracGes da temperatura da prateleira para
analisar o impacto direto na temperatura do produto. Este processo é repetido até que o
pesquisador encontre a temperatura da prateleira que precisamente estabelece a temperatura
critica de formulagdo do produto, comumente controlado entre 3 a 5°C abaixo desta margem
critica como medida de seguranca. Todavia, salientamos a importancia de ndo deixar que esta
margem de seguranca se torne muito grande, sendo que a cada 1°C a mais durante a
liofilizacdo, o ciclo primario poderé ser reduzido em até 13%. Na préatica, as experiéncias
mostram que em média poderdo ser realizados entre oito a dez tentativas (ou até mais) e uma
média de 60 dias para desenvolver o ciclo de liofilizacdo para apenas um produto (Sever,
2010).

Felizmente, existe uma tecnologia mais eficiente e de menor custo (SMART)
disponivel para o desenvolvimento e otimizacdo de ciclos. A tecnologia SMART foi
desenvolvida pela Universidade de Conecticut e a Universidade de Purdue (Searls, et al,
2001) através do Centro de Pesquisa de Processos Farmacéuticos (CPPR) e foi usada neste

trabalho, nos experimentos piloto.
2.3.Fermentacéo

Os produtos que passaram pelo processo de fermentacdo estdo entre os mais antigos
alimentos processados e fazem parte da cultura alimentar de muitos paises sendo ainda hoje,
um dos principais setores da industria de processamento de alimentos. A técnica de
fermentagdo constitui um processo que origina diversas alteracbes quimicas, bioldgicas e
enzimaticas nos alimentos.

Segundo Fellows (2006), as principais vantagens da fermentacdo como método de

processamento de alimentos sdo:
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v" Producdo de alimentos que possuem caracteristicas sensoriais que nao podem ser

obtidos por outros métodos;

v Baixo consumo de energia;

v’ Custo operacional relativamente baixo;

v Tecnologias relativamente simples.

O crescimento da contagem de microrganismos, durante a fermentagédo ocorre em uma
série de fases. Durante a fase exponencial o crescimento celular é constante. A taxa de
crescimento eventualmente declina devido a escassez de nutrientes e/ou acumulo de
metabolitos no meio. O aumento da concentracdo de substrato em geral resulta em um
aumento do crescimento celular e a taxa de formacéo de metabdlitos primérios é determinada
pela taxa de crescimento celular (Fellows, 2006).

Fellows (2006) classifica os microrganismos que produzem um Gnico metabdlito principal
sendo denominados homofermentativos e 0s que produzem metabdlitos diversos sao
denominados heterofermentativos. As fermentacGes séo classificadas de acordo com os
principais produtos fornecidos e as mais importantes sdo as laticas, cujos produtos principais
sdo acidos organicos; e as etilicas cujos produtos primarios sdo etanol e dioxido de carbono.
Muitas fermentacbes envolvem uma grande diversidade de microrganismos diferentes ou
populacGes microbianas que se formam a medida que ocorrem mudancas no meio, como
variagOes de pH, no potencial redox ou disponibilidade de substratos.

No sudeste da Asia o suco de noni fermentado é bastante popular. Para o processo de
fermentacdo espontanea as frutas maduras sdo lavadas, e despolpadas ou inteiras sdo
armazenadas em recipientes. Em algumas ocasides ocorre adi¢cdo de dgua. Com o passar do
tempo, 0 suco é separado naturalmente da polpa da fruta. Transcorrido o tempo 0 suco é
filtrado e engarrafado em recipientes de vidro ou plastico, armazenado em temperatura
ambiente sem pasteurizacdo (Nelson, 2006).

Com a fermentacéo, os agucares no suco do noni sdo convertidos a acidos organicos
que resultam na reducdo do pH e elevacdo da acidez, tornando-se menos doce e mais acido.
Alguns dos &cidos organicos produzidos sdo quimicamente muito interessantes e exoticos.
Estes acidos organicos podem ter algum valor a ser descoberto em pesquisas futuras (Ram,
2003).

Chung et al (2009) avaliaram a viabilidade de noni como substrato para a producao de
suco de noni probiotico para bactérias lacticas (Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
casei) e bifidobactérias (Bifidobacterium longum). As mudancas no pH, acidez, teor de
acucar, a sobrevivéncia da célula e propriedades antioxidantes durante a fermentacdo foram

monitoradas. Todas as cepas testadas cresceram bem em suco de noni, atingindo cerca de 109
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unidades formadoras de colonias/mL apos 48h de fermentagédo. L.casei produziu acido lactico
em menor quantidade do que B.longum e L. plantarum. Ap6s 4 semanas de armazenamento
refrigerado a 4 °C, L. plantarume B.longum sobreviveram em condigdes de baixo pH em suco
de noni fermentado. Em contraste, L.casei ndo exibiram viabilidade das células ao fim de 3
semanas. Além disso, o suco de noni fermentado com B.longum apresentou uma elevada
capacidade antioxidante que ndo diferem significativamente (P <0,05) das bactérias do acido
lactico. Estes autores descobriram que B.longum e L. plantarum sdo os probidticos ideais para
fermentacao com suco de noni.

Extracdo e caracterizacdo de composicdes antioxidantes partir de extratos de suco
fermentado de noni (Morinda citrifolia L.) foram estudados por Liu et al (2005). Os
componentes antioxidantes de extratos liofilizados de suco fermentado naturalmente foram
isolados com sucesso pelo éter de petroleo, AcOEt e solventes n-BuOH e os efeitos
antioxidantes foram medidos de acordo com a atividade de elimina¢do contra hidroxila gerado
no sistema de reacdo Fenton e anion superoxido radicais no sistema de auto oxidacdo
pyrogallol. O extrato de EtOAc exibiu significativamente maior (P <0,01) atividade
antioxidante do que o manitol ou a vitamina C, enquanto que o éter de petroleo e extratos de
n-BuOH apresentaram atividades mais baixas em comparacdo com o manitol. Trés compostos
fendlicos antioxidantes, escopoletinaiso, aesculetin e 3, 3 ', 4', 5, 7-pentahydroxyflavone
(quercetina) foram isoladas, pela primeira vez, a partir do extrato de EtOAc através de varias
técnicas de cromatografia. Os resultados sugerem que 0s varios compostos, em particular, 0s
compostos fendlicos, contribuem separadamente ou em sinergia com a atividade antioxidante
de suco de noni fermentado.

No método de fermentacédo tradicional, o fruto é colhido quando esta comecando a
amadurecer, o que é determinado pela mudanca de cor de verde para amarelo péalido e
parcialmente transltcido, fase em que o cheiro forte caracteristico comeca a se desenvolver.
Uma vez que o fruto é colhido, ele amadurece muito rapidamente geralmente dentro de 12 a
36 horas (Russell, 2000). Qualquer fruta que estiver danificada ou doente deve ser rejeitada.
Os frutos imaturos verdes sdo geralmente rejeitados, pois, utilizando-os, parece resultar em
um sabor mais aspero e amargo no produto (Newton, 2003). O fruto ¢ lavado e secado entéo
colocado em recipientes de fermentagéo (por exemplo, vidro, aco inoxidavel ou plastico), por
um periodo minimo de 8 semanas até cerca de 6 meses (Newton. 2003; Russell, 2000). Em
algumas operacfes comerciais € extraida a polpa do fruto antes da colocagdo em vasos de
fermentagdo. Os recipientes sdo entdo selados para manter um ambiente anaerobico.

No final do periodo de fermentacdo uma grande percentagem da fruta desaparece no

suco. O fruto restante é pressionado para separar a polpa restante, e 0 suco € muitas vezes
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deixado para descansar antes de decantacdo. De outro modo, dependendo dos requisitos de
mercado, 0 suco pode ser filtrado para remover qualquer sedimento restante. O suco de noni
ultima prateleira estavel puro é muitas vezes referido como suco fermentado. Quanto mais
tempo o fruto € envelhecido quanto mais escuro o suco torna-se (por exemplo, marrom escuro
ao preto), e o sabor torna-se mais suave e mais moderado, um processo que Newton (2003),
compara com o envelhecimento de um vinho fino.

Uma ligeira variagdo para o método anterior envolve a adigdo de agua ao fermentador,
antes de selar e deixar no sol por alguns dias (Mc Clatchey ,2000). Posteriormente, o liquido €
drenado e a polpa de fruta e agua remanescente sdo prensados. De acordo com Ram (2003)
este processo de fermentacdo, é mais uma putrefaccdo (decomposi¢do) e o suco de noni é
geralmente comercialmente produzido desta maneira. No entanto, este liquido ndo é um suco
de noni puro ja que foi adicionado agua. A cor do suco varia do branco ao amarelo claro.

Ram (2003) relata que a fermentacdo do suco de noni € uma fermentacao bacteriana
com nenhuma levedura aparentemente envolvida. Este autor sugere que, no meio de
fermentacdo, os aglcares no suco do noni sdo transformados em &cidos organicos, causando
reducdo no pH para cerca de 3,5 ou menos. Ram (2003) também indica que ndo existe uma
quantidade significativa de alcool produzido pela fermentacdo. Dixon et al. (1999), por outro
lado, relatam que o suco de noni fermentado contém alcoois metilicos e etilicos.

Ja a putrefacdo € uma decomposicdo microbiana complexa, geralmente por via
anaerébia de alimentos ndo acidos ou levemente acidos, em geral, ricos em proteinas
(Kyzlink, 1990). O material que € afetado por putrefacdo tem um odor repulsivo, sofre
descoloracdo marrom e outras mudancas de cor, e, finalmente, se deteriora. O material é
alcalinizado e produz gases, tais como o amoniaco, o didxido de carbono e sulfureto de
hidrogénio sdo produzidos. Todos os alimentos naturalmente acidos, tais como a maior parte
dos frutos com um pH inferior a cerca de 4, sdo protegidos contra a putrefaccdo (Kyzlink,
1990). Alimentos ndo- &cidos podem ser protegidos contra a putrefaccdo por acidificacéo
artificial, preventiva com acidos organicos; tal acidificacdo € usada, por exemplo, em vegetais
em conserva.

A fermentacdo do 4&cido butirico, também € um processo anaerobio. Os
microrganismos sdo responsaveis por utilizar agucar, pectina, amido, proteinas e acido lactico
em baixas concentracfes e produzir grandes quantidades de gases (Kyzlink, 1990). Os
organismos podem tolerar acidez bastante elevada, gama de pH de 4,2 a 4,7, e converter 0
acido lactico em &cido butirico, que é muito menos eficaz na inibicdo de microrganismos
causadores de deterioracdo, especialmente os mofos (Kyzlink, 1990). Na fermentac&o normal,

a fermentacdo butirica € dificultada pela rapida ascensdo de acidez, mas pode aparecer a
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qualquer momento que o pH do produto (especialmente vegetais) subir acima de 4,2, por
exemplo, devido a atividade de varios microbios acidificantes.

De acordo com Mcpherson (2007), h& muito pouca literatura cientifica disponivel
sobre o processo de fermentacdo do suco de noni. A literatura mais recente disponivel sobre
noni é impulsionada pelo potencial comercial de noni entre o crescente numero de
"medicamentos naturais” e "alimentos saudaveis". Ainda segundo este autor, € dificil
determinar a partir da pouca literatura disponivel e relatos conflitantes, se 0 método de
‘envelhecimento tradicional’ de processamento de suco de noni, relatado como um processo
de fermentacdo anaerobia € realmente uma fermentacdo do acido lactico ou um processo de
putrefacéo.

Outras investigacOes cientificas sdo necessarias para identificar as micro floras
envolvidas no processo de fermentacdo anaerdbica e seus mecanismos de agdo, a fim de
determinar os processos bioldgicos envolvidos. Isto pode permitir o desenvolvimento de
pardmetros de processamento significativamente melhorados e refinados, incluindo o
desenvolvimento de uma cultura potencial de arranque, que pode ser usada como um auxiliar
do processamento na fabricacdo de sucos de noni. Posteriormente, um produto com uma
qualidade consistente tem mais potencial para produzir novos negocios em um mercado
competitivo proporcionando mais oportunidade para o sucesso do negécio. Alternativamente,
poderia ser prensado o suco fresco da fruta noni, sem fermentacdo. Este produto envolveria
muito menos processamento, menores custos de producdo e melhoraria 0 sabor e cheiro
devido ao &cido butirico reduzido. Uma proposta para resolucdo do problema do sabor estaria

no consumo do produto em po.

2.4.Propriedades do noni

O efeito da temperatura sobre as propriedades fisicas do suco de noni com trés
concentragOes diferentes de solidos soltveis (5, 10 e 15 °Brix) foi investigada por Kumoro et
al. (2011). Encontrou-se que o indice de fluxo e a condutividade térmica aumentaram com o
aumento da temperatura. Por outro lado, a densidade do suco e o coeficiente de consisténcia
diminuiram com o aumento da temperatura. O aumento da concentracao de sélidos levou ao
aumento a densidade do suco e do coeficiente de consisténcia, mas reduziram o indice de
fluxo e condutividade térmica.

Lee et al. (2012), estudaram os efeitos antidiabéticos, no diabetes Melituls tipo 1l
(DM2), de Morinda citrifolia (MC) e MC fermentado por pasta de soja em camundongos de
seis semanas de idade. Seus resultados sugerem que a FMC pode ser utilizado como um

alimento funcional para de gestdo de DM2. O fermentado utilizado foi obtido aquecendo-se o
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po seco de M. citrifélia a 83°C por 4 horas com 1% de pasta de soja (utilizada para iniciar a
fermentacdo) inoculados com Bacillus sp. (KCTC 11351BP), Bacillus subtilis (KCTC
11352BP), Bacillus sonolensis (KCTC 11354BP), Bacillus circulans (KCTC 11355BP), e
agua (40% w / w).

Liu et al. (2005) estudaram a extracéo e caracterizacdo de composicdes antioxidantes
dos extratos fermentados de suco de Noni (Morinda citrifolia L.). O extrato apresentou
atividade antioxidante mais significativamente (P < 0,01) que a do manitol ou da vitamina C.
Os resultados sugerem que 0s varios compostos, em particular, os compostos fenolicos,
contribuem separadamente ou em sinergia com a atividade antioxidante do suco fermentado
de noni.

Hafiza et al. (2013) realizaram um estudo para observar o processo de fermentacdo de
extrato de noni por Saccharomyces cerevisiae. O extrato de Morinda (M) foi fermentado com
diferentes combinacdes de concentracdo do substrato (40; 50; 60; 70 e 80%p/p), tamanho de
inéculo (0; 1,5; 3; 4,5 e 6%v/v), temperaturas (30; 33,5; 37;40,5 e 44°C) e tempo de
fermentacdo (0; 1,5; 3;4;5 e 6 dias). Cinco caracteristicas fisico-quimicas: pH, acidez
titulavel, turbidez, solidos soluveis totais e teor de polifendis totais foram medidas. Para o pH,
apenas o tempo de fermentacao foi considerado nao significativo, enquanto que para a acidez
titulavel e contetdo total de polifendis, os efeitos de concentracdo do substrato e tempo de
fermentacdo foram significativos. No caso dos sélidos sollveis totais, apenas o efeito da
concentracdo de substrato e tamanho do indculo foram considerados significativos.

Estudos das andlises de vitamina C da polpa “in natura” e dos produtos, com excecao
do suco fermentado, mostram que 0 noni pode ser considerado uma fonte elevada de vitamina
C, pois segundo Andrade et al. (2002), as fontes de &cido ascérbico sdo classificadas em:
fontes elevadas contendo de 100 a 300 mg/100g, fontes médias contendo de 50 a 100
mg/100g e fontes baixas contendo de 25 a 50 mg/100g. A ingestdo diaria recomendada (IDR)
pela FAO (2001), que é de 45 mg. Com relagdo ao teor de proteinas, o noni tem revelado
valores superiores a maioria dos frutos que apresentam uma quantidade aproximada de 10
mg/g de proteinas e pesquisas anteriores tém encontrado no noni 12,58 mg/g.

Em muitos artigos cientificos existem referéncias a capacidade antioxidante do noni e
alguns produtos (LIU, et al, 2005; YANG et al, 2007; ZIN, et al. 2006).Kuskoski et al. (2005)
em seu estudo com polpas de frutas encontrou valores significativos, tidos como referéncia da
capacidade antioxidante para uva (9,2 uMTrolox/g), acerola (67,6 uMTrolox/g), manga (13,2
uMTrolox/g) e maracuja (2,7 uMTrolox/g). O coeficiente de correlacdo entre a atividade
sequestradora de DPPH e o teor de fendlicos totais do M. citrifolia L. microparticulas é 0,85.

Este resultado sugere que aproximadamente 85% da capacidade antioxidante da Morinda
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citrifolia atomizada a partir do extrato de fruta pode ser atribuido a contribuicdo de compostos
fendlicos. De fato, o conteddo fendlico total ndo abrange todos os antioxidantes presentes no
extrato (Djeridane et al., 2006).

Segundo CORREIA et al, (2011) a polpa do noni cultivada no estado do Ceard mostra
que o fruto possui um baixo teor de proteina e lipideo, sendo composto predominantemente
por carboidratos e a pectina € o polissacarideo presente em maior quantidade.

De acordo com Smith et al (2014) uma amostra de suco de liofilizado de noni
brasileiro tinha 27531, 1632, 1219 e 1441 mg/kg, de potassio, de magnésio, de célcio e de
fosforo, respectivamente. Portanto, € uma excelente fonte de potdssio para as pessoas
saudaveis, mas pode causar hipercalemia em pessoas com doenca renal cronica avangada. No
trabalho de Smith et al (2014), os efeitos de toxicidade e de salude do noni sdo revistos e
novos dados com base em espectros de RMN sédo apresentados.

O Noni contém uma variedade de minerais e compostos organicos, incluindo potéassio,
acido ascarbico, carboidratos, alcaloides, triterpendides, polifendis, iriddides e anthraquinonas
(Akihisa et.al., 2007); Basar e Westendorf, 2012). Um grupo de pesquisadores analisaram
frutos e folhas de noni de 42 locais diferentes na Polinésia Francesa e 16 sucos comerciais
(Basar e Westendorf, 2012). As concentracdes médias pareciam ser normais, em comparagao
com outras frutas, mas a variacdo foi bastante grande. As frutas cultivadas em solos
vulcanicos apresentaram maior concentragcdo. Ainda assim, a média de sédio (Na), potassio
(K), magnésio(Mg), célcio (Ca) e concentracBes de manganés (Mn) em folhas secas foram
4811, 4938, 17876, 16991 e 92 mg/kg, respectivamente.

A médias das concentracfes de Na, Mg, Ca e K em frutos secos foram 1206, 1685,
16771, 3381 e 19 mg/kg, respectivamente. As concentragdes de magnésio (Mg), manganés
(Mn), zinco (Zn) e germanio (Ge) nos sucos comerciais se correlacionaram bem com a
concentracdo de potassio (K), sugerindo que estes elementos sdo Uteis para detectar uma
diluicdo no suco de noni (Basar e Westendorf, 2012).

Estes resultados podem ser comparados com o suco de noni havaiano, que tem sido
referido como tendo 10,5 e 10,1 mg de Na e de Ca por 100 g de suco com 96% de agua
(College of Tropical Agriculture and Human Resources, 2005).

Em 100 g de noni Havaiano havia 15 calorias totais; menos que 0,1% de gorduras; 3,4
g de hidratos de carbono; 1,49 g de agucares; 0,43 g de proteina; 34 mg de acido ascorbico;
0,54% de cinzas; 1,17 g de dextrose e 0,32 g de frutose. Também foi relatada a descoberta
dos seguintes &cidos graxos: butanoico, hexandico, octanoico. hexadecandico (palmitico),
octadecandico (estearico), octadecanodico (oleico, elaidico e/fou vacénico) e acido

octadecadiendico (linoleico e/ou linoelaidico) (Collegeof Tropical Agriculture and Human
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Resources, 2005). No entanto, 0 método utilizado para analisar os acidos graxos do suco ndo
foi mencionado, de modo que ndo fica claro se eram realmente &cidos graxos livres em vez de
acidos graxos que sdo parte de mono-, di- e/ou trigliceridios. Ou seja, quase todos os 6leos
vegetais contém principalmente triglicérides e acidos ndo graxos (Jensen et al. , 2001), mas
grande parte da literatura sobre quimica dos alimentos abusa dos termos acidos graxos livres e
vinculados. Ou seja, se costuma usar termos como acidos saturados, insaturados e acidos
graxos 6mega-3, mesmo que estes ndo estejam presentes em Gleos vegetais ou gordura animal
a menos que tenham ficado rancosos.

Por outro lado, os bioguimicos, quimicos medicinais e a maioria dos médicos utilizam
o0 termo &cido graxo para se referir a acidos graxos que sdo ligados de modo néo covalente a
um receptor ou enzima. Isto os diferencia de gorduras insaturadas, gorduras omega-3 e acidos
graxos que sdo uma parte de triglicérides (Seabra, et al., 2010).

O Noni também tem muitos compostos organicos importantes, incluindo ndo apenas
vitamina C, acUcares e carboidratos, mas também iriddides e compostos fenolicos que sdo
antioxidantes (Huang et al. 2009) . Iridéides s&o monoterpenos que sdo biosintetizados a
partir de isopreno. Eles ttm um anel de ciclopentano, que estd fundido a um anel de seis
membros heterociclico. Eles sdo nomeados ap6s bioquimica defensiva feita por plantas no
género Iridomyrex. e sdo, muitas vezes, glicosilados. H& também glicosideos de &cidos graxos
que sdo surfactantes naturais com aplica¢des potenciais nas industrias farmacéutica, cosmética
e industrias de alimentos (Lee et al, 2012).

Segundo Smith et al. (2014) mais de 200 compostos de noni foram isolados e
identificados incluindo antraquinonas, cumarinas, flavonoides, esterois, glicosideos, iridoides,
lignanos e triterpendides, Note-se que os lignanos, os quais sdo compostos fendlicos sollveis
e phytoestrogeus, ndo devem ser confundidos com as legninas, que sdo polimeros complexos
de alcoois aromaticos e se assemelham as celulose lectinas que sdo proteinas que se ligam a
hidratos de carbono.

Os compostos fenolicos ddo ao noni um pouco do seu potencial antioxidante. No
entanto, poucos dos artigos que descrevem a analise de noni indicam se os sucos eram frescos
ou fermentados. Um deles diz que, "o suco comercial de noni é tradicionalmente feito pela
fermentacdo de frutos de noni em recipientes fechados durante 2 meses a temperatura
ambiente” (Kite et al., 2013). Este artigo citou dois relatorios para apoiar esta declaracdo
(Dulf et al., 2013; Stransky et. al., 2001).

Os autores relataram que 0 suco era fresco encontraram compostos que poderiam

eliminar os radicais livres que podem levar a doencgas de inflamacéo, tais como doencas
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cardiovasculares, acidente vascular cerebral, doencas neurodegenerativas e cancer (Seabra,
2010).

A atividade de sequestro de radicais livres (RSAS) de frutas e vegetais é muitas vezes
medida pelo 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), um composto de cor escura que é um radical
livre. O acido ascérbico é um bom eliminador de radicais livres, de modo que é usado como
padrdo no ensaio de RSA. A RSA de suco de noni fresco € equivalente a 140 mg de &cido
ascorbico por 100 ml de suco de noni (Kite et al., 2013).

A quantidade de compostos fendlicos totais em frutas e vegetais é geralmente medida
por uma reacdo com um reagente colorimétrico chamado reagente Folin-Ciocalteu. O &cido
gélico é usado como o padrdo. Foi relatado que o suco de noni tem o equivalente de acido
gélico de 210 mg por 100 ml de suco de noni (Kite et al., 2013).

No entanto, depois de ter sido fermentado, durante 3 meses, cerca de 90% de RSA foi
perdido, enquanto a desidratacdo causou uma perda de 20% (Kite et al., 2013).

Assim, para manter as propriedades antioxidantes substanciais de produtos a base de
noni, a transformacdo de noni em pd ou suco de noni fresco congelado em vez de suco de

noni fermentado foi recomendada (Kite et al., 2013).
2.5 Antioxidantes

O organismo humano é composto por d&tomos, que normalmente ndo participam de
reacOes quimicas, a menos que possuam elétrons livres nos seus orbitais, tornando-se
instaveis. Esses atomos sdo os chamados radicais livres, que tendem a se mover com 0
objetivo de captarem elétrons livres de outras moléculas, que, por consequente, tornam-se
novos radicais livres. Um dos tipos mais comuns é o radical oxigénio, que quando em excesso
pode levar ao estresse oxidativo e causar danos nas moléculas biolégicas (YOUNG &
WOODSIDE, 2001).

O desenvolvimento de radicais livres é desencadeado por diversas atividades
essenciais para a vida como a alimentacgéo, respiracdo ou qualquer atividade que cause algum
tipo de estresse. Além disso, fatores ambientais como poluicdo do ar, presenca de fumaca ou
alimentos inadequados também séo fatores que predispGe o aparecimento desses radicais. O
estresse oxidativo € um dos fatores desencadeantes de doencas cronicas, como doencas
cardiovasculares (DIAZ et al., 1997), cancer (AMES et al., 1995).

Assim, para reduzir os efeitos nocivos dessas moléculas, devem-se incluir elementos
que doem espontaneamente os elétrons que estdo faltando nos seus orbitais, impedindo a acdo

do radical oxigénio e a reacdo em cadeia da formacdo de novos radicais livres. Esses
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elementos sdo chamados de antioxidantes, presentes em frutas, nozes e vegetais (SILVA E
SA, 2008).

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1998), os mecanismos de acdo antioxidante
incluem (a) suprimir a formacdo de espécies reativas tanto pela inibicdo enzimatica ou por
quelar elementos-traco envolvidos na producdo de radicais livres, (b) eliminar espécies
reativas de oxigénio e, (c) manter o mecanismo antioxidante de defesa regulado e protegido.

Os antioxidantes podem ser classificados em: antioxidantes priméarios sdo aqueles que
interrompem a cadeia de reacGes envolvidas na oxidacdo lipidica através da doacdo de
elétrons ou hidrogénio aos radicais livres convertendo-os em produtos mais estaveis
termodinamicamente, e antioxidantes secundarios, aqueles compostos que reduzem ou
retardam a taxa de iniciacdo da oxidagdo por decompor hidroperéxidos (SHAHIDI e NACZK,
2004).

2.5.1 Métodos de Determinacdo da Capacidade Antioxidante in vitro

A medida de capacidade antioxidante reflete a acdo acumulativa de todos os
antioxidantes presentes em um extrato proporcionando, desta forma, uma analise de
parametros integrados (GHISELLI et al., 2000).

Existem inimeras metodologias para a determinacdo da capacidade antioxidante e
podem estar sujeitas a interferéncias, por isso, atualmente preconiza-se a utilizagéo de duas ou
mais técnicas, ja que nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a capacidade
antioxidante ird refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra
(HUANG et al., 2005). Baseado nas rea¢des quimicas envolvidas, a maior parte dos métodos
empregados para avaliar a capacidade antioxidante pode ser dividida em duas categorias: (1)
baseados na reacdo de transferéncia de elétrons, representados pelo método de Folin-
Ciocalteu e sequestro de radicais livres, tais como o DPPH e (2) baseados na reacdo de
transferéncia de &tomos de hidrogénio, representado pelo ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) ¢ sistema f-
caroteno/acido linoléico (HUANG et al., 2005).

A seguir sdo descritos alguns dos principais métodos para a determinacdo da atividade

antioxidante utilizadas nesse trabalho:
DPPH'

E um método bastante utilizado na avaliacdo da capacidade antioxidante, envolvendo
0 sequestro de radicais livres. Ele se fundamenta na habilidade de antioxidantes, presentes na

amostra, se ligarem com DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), um radical orgénico estavel. E
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um metodo tecnicamente rapido e ndo detecta agentes pro-oxidantes, sendo que determina
apenas o poder redutor dos compostos analisados (BRAND-WILLIAMS et al.,1995). O
DPPH ¢é um radical livre que pode ser obtido diretamente por dissolugdo do reagente em meio

organico (Figura 3).

O,N ON
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cor: violeta escuro cor: violeta claro

Figura 3. Estabilizacéo do radical livre DPPH
Fonte: RUFINO et al., 2007

ABTS™

Além do método DPPH, a determinacédo da atividade antioxidante pelo método ABTS
(2,2- azino — bis — 3- etil — benzotiazolina — 6- &cido sulfénico) é bastante utilizado. O ABTS
pode ser solubilizado em meios organicos e aquosos nos quais a atividade antioxidante pode
ser determinada, dependendo da natureza dos compostos antioxidantes, enquanto que o DPPH
somente pode ser solubilizado em meios organicos, especificamente alcodlicos (ARNAO,
2000).

O método baseia-se na geragdo do ABTS™, de cor azul esverdeado, por meio da reagio
do ABTS com perssulfato de potassio que possui absorcdo maxima em 645, 734 e 815 nm.
Com a adi¢do de um antioxidante ocorre a reducéo do ABTS™ ABTS promovendo a perda da
coloragdo do meio reacional (figura 4). Com a extensdo da perda de cor, a porcentagem de
inibicdo do ABTS.+ é determinada em funcdo do Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid), um padrdo submetido as mesmas condicBes de
analise do antioxidante. O método é aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossolUveis e
lipossolUveis, compostos puros e extratos vegetais (RE et al., 1999).
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Figura 4. Reducéo do radical ABTS por um antioxidante
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2.5.2 Compostos Fendlicos Totais

A determinacéo de fendlicos totais atraves do método de Folin-Ciocalteu € muito bem
aceita, além de ser simples e reprodutiva. O reagente de Folin-Ciocalteu consiste do acido
fosfotungstico-fosfomolibdico e quando reage com os compostos fendlicos, e em condicGes
alcalinas, ocorre dissociacdo de um proton fendlico levando a formacdo do anion fenolato.
Esse anion € capaz de reduzir o reagente, formando o complexo azul de molibdénio (HUANG
et al., 2005). Este é um dos métodos preconizados para avaliar a capacidade antioxidante

através do poder redutor de extratos de amostras vegetais (PRIOR et al., 2005).
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3. OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da fermentacdo sobre as propriedades fisico-quimicas do noni

(morinda citrifolia) liofilizado.
3.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Entre os objetivos especificos temos: determinar o efeito da fermentagdo sobre a
atividade de &gua do noni liofilizado; o efeito da fermentacdo sobre as cinzas do noni
liofilizado; o efeito da fermentacdo sobre a umidade do noni liofilizado; o efeito da
fermentacdo sobre o pH do noni liofilizado; o efeito da fermentacdo sobre os compostos
fenolicos totais do noni liofilizado; o efeito da fermentacao sobre a cor do noni liofilizado; o
efeito da fermentacdo sobre a atividade antioxidante do noni liofilizado; agrupar as variaveis
fisico-quimicas estudadas em funcéo de sua correlagéo.
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nos Laboratdrios de Propriedades Fisicas dos Alimentos e
Fisiologia pos-colheita localizados no Centro de Desenvolvimento e Difusdo de Tecnologias
(CEDETEC) e no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LAPRON) da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, campus de Itapetinga, BA.

Os frutos de Noni (Morinda citrifolia) foram adquiridos diretamente com o produtor
em uma fazenda no municipio de Maiquinique - BA e transportados até o laboratério. Foi
feita uma pré-selecdo descartando os frutos verdes, danificados e em fase de senescéncia
avancada. Para sanitizacdo e higienizacdo, os frutos foram lavados em agua contendo 200mg
de cloro ativo por litro em imersé&o.

Os frutos selecionado foram pesados e em seguida despolpados em uma despolpadeira
bonina modelo 0.25 df ITAMETA para a remocéo das cascas e sementes. A polpa extraida foi
pesada para calculo de rendimento, e parte foi embalada em sacos de polietileno, que foram
selados em uma seladora a vacuo Sulpack SP-350, e congelada a -80°C em ultra freezer até a
realizacdo das analises. A outra parte da polpa sera destinada a liofilizacdo e fermentacao.

A polpa in natura serd submetida a caracterizacdo fisico-quimica conforme sera

descrito posteriormente.

4.1.Liofilizacdo

Experimentos pilotos foram realizados permitiram definir que para a liofilizacdo, a
polpa foi acondicionada em bandejas de aco inoxidavel e congelada a -80°C em ultra freezer
por 48 horas. Em seguida, as placas foram dispostas na prateleira do liofilizador da marca
TERRONI FAUVEL modelo L2000. O processo de liofilizagdo se deu a -35°C por 30 horas
sequidas de 4 horas da 45°C. O suco liofilizado foi pesado para calculo de rendimento e
acondicionada em embalagens de vidro hermeticamente fechadas revestidas com folha de
aluminio para impedir a passagem da luz e armazenadas a -18°C em freezer até a realizagéo

das analises (Figura 5).
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Figura 5. .Liofilizador Terroni do Laboratério de Propriedades Fisicas de Alimentos do
CEDETEC/UESB.

4.2.Fermentacao
A fermentacéo se deu em fermentador encamisado de aco inoxidavel, desenvolvido no
CEDETEC/UESB com capacidade para 80 litros e com temperatura controlada de 50+0,5°C.
As amostras de polpa in natura, fermentadas e liofilizadas foram submetidas as
seguintes andlises: atividade de agua, sélidos soluveis, umidade, cinzas, pH, , medicdo de cor

e atividade antioxidante (Figura 6).

Figura 6. Fermentador usado no experimento.
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4.3.Atividade de agua
A atividade de &gua foi determinada pelo método “chilling mirror” usando o medidor
digital de atividade de &gua (Aw) (AQUALAB-4TE), com sensibilidade de 0,001 a
temperatura de (25°C £ 0,2°C) (Figura 7).

Figura 7. Aqualab digital de bancada 4TEV (Decagon Devices) do Laboratorio de
Propriedades Fisicas de Alimentos do CEDETEC/UESB.

4.4.Teor de agua
O teor de agua foi determinado pelo método gravimétrico em estufa a 105 °C até a
obtencdo da massa constante e 0s resultados expressos em porcentagem, conforme a
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Foram pesadas, aproximadamente
2,0g da amostra em cadinhos previamente secos. Os cadinhos com as amostras foram
colocados na estufa a 105°C por 4 horas, em seguida resfriados em dessecador até atingirem
temperatura ambiente e em seguida foram pesados. Esse procedimento foi repetido até que as

amostras atingissem massa constante.

O teor de &gua foi calculado pela equacéo 1:

% teorde 4gua= g de amostra seca x 100 Eq.1
g de amostra Umida

4.5.pH
As medidas de pH foram realizadas por potenciometria em pHmetro digital HANNA
modelo Q400A, calibrado com solucdes tampédo de pH 7,0 e pH 4,0. Determinou-se o pH por

imersdo direta dos eletrodos na amostra, conforme Horwtiz & Latimer(2000).
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Figura 8. pHmetro Hanna do Laboratério de Propriedades Fisicas de Alimentos do
CEDETEC/UESB

4.6.Cor
A cor das amostras foi determinada usando colorimetro (Colorquest XE, Hunterlab)
com valores expressos em L *, a * b* do sistema CIElab (Comission Internacional de
d’Eclairage) modificado, onde L* que representa a luminosidade variando do branco (100) ao
preto (0); a* que representa a transi¢do da cor verde (-a*) para a cor vermelha (+a*) e b* que

representa a transicao da cor azul (-b*) para a cor amarela (+b*).

Figura 9. Colorimetro Color Quest Xe do Laboratorio de Propriedades Fisicas de Alimentos
do CEDETEC/UESB.

4.7.Cinzas
A determinacdo do teor de cinzas foi realizada conforme a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008), por incineracdo da amostra em mufla a 550°C. Cerca de 2,09
das amostras foram pesadas em cadinhos identificados e colocados na mufla a 50°C,
elevando-se a temperatura em 50°C a cada 15 minutos até atingir 550°C. Ao atingir 550°C as

amostras foram deixadas por 3 horas para sua completa incineracdo. Posteriormente o0s
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cadinhos foram resfriados em dessecador até atingirem temperatura ambiente e foram

pesados.

O teor de cinzas foi calculado pela equagéo 2:

% Cinzas= g de cinzas x 100 Eqg. 2
gde amostra

4.8.Atividade Antioxidante

4.8.1 Determinacdo da Capacidade Antioxidante

O procedimento foi realizado em triplicata homogeneizando-se cerca de 1g de amostra
em 20 mL de metanol/agua na proporcao de 70:30. Os extratos foram filtrados utilizando-se
papel de filtro Whatman n°® 6 e armazenados em frascos de vidro ambar (HUANG et al.,
2009).

4.8.2 Método de sequestro de radicais livres do DPPHe

O ensaio é iniciado pela adicdo do DPPH e a amostra, em solucdo (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).

A metodologia foi realizada de acordo com Rufino et al. (2007). As amostras foram
preparadas em tubos de ensaio protegidos da luz onde foram adicionados 0,1 mL dos
diferentes tratamentos na concentracdo de 1mg/ mL. Em seguida, foram misturadas com
3,9 mL de solucdo metanodlica de DPPH (0,06mM).A absorbancia, medida a 515 nm,
imediatamente apos a adi¢cdo do DPPH e em intervalos de 15 minutos até completar 1 hora,
sendo o metanol usado como branco. A percentagem de inibicdo do radical DPPH foi
determinada pela Equagdo 3.

% Inibiciio DPPH' = (Abspppre— AbSamostra) X 100 (Equacéo 3)

Abspppie

Onde
Abspppre = absorbancia do DPPH’

E AbSimestra = absorbancia da amostra.
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Os resultados da % inibicdo DPPH" foram plotados em um grafico em funcdo da
concentracdo do extrato e atraves de regressdo linear foi encontrado o ECso, valor que estima
a concentracdo de antioxidante necessaria para inibir 50% do radical DPPH’". As analises
foram realizadas em triplicata.

Utilizou-se nessa analise, nas concentracbes de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 mg/L para
construir uma curva de calibracéo (figura 10). A partir da reta obtida realizou-se o célculo do
teor DDPH.
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Figura 10. Determinacdo de antioxidante pelo método DPPH

4.8.3 Determinacao do Teor de Compostos Fendlicos Totais

Para determinacdo do teor de compostos fendlicos totais por espectrofotometria,
utilizando o reagente de Folin-Ciocauteau (RFC).

O procedimento foi realizado em triplicata pesando-se cerca de 1g de amostra diluindo
em 45mL de metanol 70%, deixando em banho ultrassom por 60 minutos.

Em seguida, adicionados em tubos de ensaio ambar 45 microlitros do extrato
juntamente com 950 microlitros de agua obtendo assim uma concentracdo de 1mg/mL,
adicionando 5 mL de Folin 10% a mistura foi mantida em repouso & temperatura ambiente (28
+ 2°C) por 5 minutos e apds este tempo, foi adicionado 4 mL de carbonato de sodio
(NaHCO3) , ap6s 1 hora foi realizada as leituras. A amostra em branco foi constituida do
diluente. O teor de compostos fendlicos totais foi determinado a 765nm em espectrofotémetro
da Marca Shimadzu Modelo UV 1800. Para obtencdo da curva, foram utilizadas solucdes

estoques, como mostra a tabela 1.
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Tabela 1. Solucbes padréo diluidas com acido galico

Solucéo padrao de acido Volume da solugéo de Concentracdo nominal do
galico reserva de acido galicomL  padréo diluidopg/mL
A 1,0 100
B 2,0 200
C 3,0 300
D 4,0 400
E 5,0 500

Pegou-se 1 mL das diferentes concentracBes da solucdo de acido galico, adicionou 5
mL de Folin 10% e agitou. Ap6s 8 minutos adicionou 4 mL da solugéo de carbonato de sodio
e agitou-se novamente, transcorrido 1 hora realizou-se as leituras no comprimento de onda de
773nm. O total de compostos fendlicos nos extratos obtidos foram expressos em mg de
equivalente de 4cido géalico 100 g™ da amostra e as anélises realizadas em triplicata.

Utilizou-se como padrdo o acido galico, nas concentracdes de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625
mg/L para construir uma curva de calibracdo (Figura 11). A partir da reta obtida realizou-se o
calculo do teor de fenolicos totais, expresso em mg de acido galico/g amostra.

0,8

0,7 y =0,0135x + 0,0243
0,6 R?=0,9981

0,5

Q

0,4

T = 0 w T >

(3 =)

0,3

0,2

0o 3 O

0,1
0 - T T 1
0 &gncentra;ﬁo mé(}\G/ L 60

Figura 11. Determinac&o dos fendlicos totais no extrato etandlico

4.8.4 Determinacdo da atividade antioxidante total (AAT) pelo método ABTS.+

A atividade antioxidante pelo método ABTS.+ [2,2° — azinobis - (3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonicacid)] foi feita conforme a metodologia descrita por Rufino et
al.(2007). O radical ABTS.+ foi formado pela reacdo de SmL da solugdo ABTS.+ 7mM com

88 uL da solugdo de persulfato de potassio 140mM, incubados a temperatura de 25°C e na
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auséncia de luz, durante 16 horas. Uma vez formado, o radical foi diluido com etanol P.A. até

a obtencéo do valor de absorbancia de 0,700+0,020 a 734nm.

Utilizou-se nessa analise, nas concentragdes de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 mg/L para

construir uma curva de calibracdo (Figura 12). A partir da reta obtida realizou-se o calculo da

atividade antioxidante.
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Figural2. Determinacdo de antioxidante pelo método ABTS
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analises fisico-quimicas

A caracterizacdo fisico-quimica do noni in natura, noni fermentado e noni liofilizado

foram avaliadas pelos pardmetros: pH, densidade, Aw e solidos sollveis (Tabela 2)

Tabela 2. Caracterizacdo fisico-quimica do noni in natura.

Parametros Noni in natura
pH 3,66 + 0,007
Atividade de 4gua 0,97 + 0,006
Solidos soluveis 6,32 + 0,000

Valores expressos em média + desvio-padrao.

A determinacdo do pH indica a concentracao de ions hidroxidrilas ou hidrogenidnicos
do alimento. A maioria das hortalicas e frutas apresentam pH &cido, devido a presenca dos
acidos organicos, uma vez que os produtos alcalinos possuem sabor desagradavel.

A polpa in natura apresentou pH de 3,66, caracterizando-se como &cida, como a
maioria das frutas, devido a presenca dos acidos organicos.

O noni in natura apresentou resultado de Aw de 0,97 + 0,006 indicando sua
instabilidade frente a deterioragdo por microrganismos. O crescimento de bactérias que
influenciam na deterioracéo € inibido em valores de atividade de agua inferiores a 0,90. Com
poucas excecOes € possivel afirmar que um alimento sera estavel, em relacdo a deterioracdo
por microrganismo, quando sua atividade de agua for inferior a 0,60, o que nédo foi encontrado
nesse estudo. O crescimento e a atividade metabolica dos microrganismos demandam
presenca de agua em forma disponivel para realizacdo de reacGes de deterioracdo e a medida
mais comumente empregada para expressar a estabilidade de um produto é a determinacédo do
nivel de agua em sua forma livre, que em alimentos, denominada de indice de atividade de
agua (Ordofiez, 2005).

A média para solidos solUveis aqui obtidas foi menor (6,32°Brix) que o valor descrito
por Praxedes et al. (2012) que encontraram média de 7,00 °Brix para o fruto in natura. O teor
de solidos sollveis totais (SST) é alterado conforme o estddio de maturacdo do fruto e
também esta relacionado com as condigdes de cultivo. Correia et al. (2012) citam que altos

teores de SST indicam preferéncia para consumo do fruto in natura bem como para
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industrializacdo por apresentarem altos rendimentos nos processamentos, que necessitam de
menor consumo de agucar.
Na tabela 3 temos os valores encontrados para caracterizacéo fisico-quimica do suco

de noni fermentado e, imediatamente liofilizado em diferentes (dias).

Tabela 3. Caracterizagdo fisico-quimica do suco de noni fermentado e noni liofilizado.

Parametros Dias de fermentacdo Noni fermentado Noni liofilizado
9 3,70+ 0,01 3,92+0,01
12 3,72+0,10 3,56 + 0,02
15 3,56 £ 0,05 3,94 £0,01

pH 18 3,73+0,01 3,04 £ 0,05
21 3,71+0,01 3,72 0,04
24 3,69 +0,01 3,93+0,03
9 0,97 £ 0,07 0,33 £0,02
12 0,92+0,01 0,33+ 0,02

Atividade de 4gua 15 0,92 +0,01 0,31+ 0,07
18 0,97+0,01 0,26 + 0,08
21 0,99+ 0,01 0,26 + 0,08
24 0,96+ 0,01 0,33 +0,08

Valores expressos em média + desvio-padréo.

Todas as amostras do noni em diferentes tempos tanto para o fermentado como para a
liofilizacdo apresentaram pH &cido (Tabela 3), sendo que a polpa liofilizada apresentou-se
mais acida do que a polpa fermentada. Esses valores foram também encontrados por Barros et
al. (2008) e Chunhieng (2003) que obtiveram valores de 3,85 e 3,72 respectivamente.

O noni quando comparado a outros frutos, apresenta valores de pH proximos ao bacuri
(3,0 - 3,5), caju (4,0), jaboticaba (3,5) e mais acido que o acai (4,5 —5.5) (RUFINO, 2008).

A atividade de agua encontrada para o noni fermentado variou entre 0,92 — 0,97, o
que caracteriza o produto como um alimento de alta umidade. Valores de atividade de agua
maiores que 0,6 representam menor estabilidade das amostras durante o armazenamento,
nesta faixa geralmente ocorre o desenvolvimento de microrganismos, portanto, deve-se ter

cuidado na colheita, no transporte e no processamento do noni, pois elevada umidade e Aw
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favorece a perecibilidade, afetando assim a qualidade e composi¢do do produto (FELLOWS,
2006).
Jé para a atividade de &gua do noni liofilizado encontramos valores entre 0,26 — 0,33
0 que caracteriza o produto como um alimento de baixa umidade. Produtos com baixa
quantidade de agua na sua composicao representam maior estabilidade das amostras durante o
armazenamento, nesta faixa geralmente ndo ocorre o desenvolvimento de microrganismos
(FELLOWS, 2006).
A Figura 13 mostra o efeito do pH sobre o tempo, observa-se que essa interacdo nédo
foi significativa (P> 0,05), mostrando que ndo houve diferenca significativa e que o tempo
n&o influenciou no processo do noni. Observa-se que durante o tempo de fermentacéo tendem

a diminuir a umidade da polpa de noni.
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Figura 13. Relacao entre tempo e pH fermentado

A equacdo da reta que relaciona pH e tempo é estimada como: pH=(3.8792)+(-0.0120)
*tempo usando as 42 observacOes neste conjunto de dados. O intercepto y, o valor estimado.
De pH quando tempo é zero, é 3,8792 com um erro padrdo de 0,1042. O valor de R, a
proporcdo da variacdo no pH que pode ser explicada pela variagdo na tempo, € 0,0777. A
correlagéo entre pH e tempo é -0,2788. Desde 0,0738> 0,0500, a hipotese de que a inclinagdo
é zero, portanto néo rejeitado.
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A Figura 14 mostra o efeito do pH liofilizado sobre o tempo. Observa-se que essa
interacdo ndo foi significativa (P> 0,05), mostrando que ndo houve diferenca significativa e

que o tempo n&o influenciou no processo do noni.
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Figura 14. Relacéo entre tempo e pH do noni liofilizado

A Figura 15 mostra o efeito do Aw sobre o tempo. Observa-se que essa interacdo nédo
foi significativa (P> 0,05), mostrando que ndo houve diferenca significativa e que o tempo
n&o influenciou no processo do noni.

Observou-se que a atividade de &gua permaneceu constante com o tempo de
fermentacao, isto pode ser explicado pelo fato de ndo ter ocorrido aumento no teor de acgucar,
sendo assim ndo houve interferéncia na agua ligada e ndo houve mudanca na atividade de

agua.
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AW vs. TEMPO

1.0
e o
[ e e o
I °
0.5
05
Z
0.4
] =
8 % s
n_z-I e
0.0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
TEMPO

Figura 15. Relacao entre tempo e Aw do noni fermetado

A equacdo da reta que relaciona Aw e tempo € estimada como: Aw = (0,6288)+(-
0.0002)* tempo usando as 42 observacOes neste conjunto de dados. O intercepto y, o valor
estimado. O valor de R, a proporc¢édo da variacdo na Aw que pode ser explicada pela variacdo
na tempo, é 0,0000. A correlacdo entre Aw e tempo é -0.0039. Um teste de significancia de
que a inclinacédo € zero resultou em um valor t de -0,0247. O significado Nivel deste teste t é
0,9805. Desde 0.9805> 0.0500, a hipotese de que a inclinacdo é zero é ndo rejeitado.

Observou-se que a atividade de agua ficou estavel com o tempo de fermentacdo. E
possivel que isso tenha ocorrido devido ao teor de aglcar que tenha ligado agua.

A Figura 16 mostra o efeito do Aw liofilizada sobre o tempo, observa-se que essa
interacdo ndo foi significativa (P> 0,05), mostrando que ndo houve diferenca significativa e
gue o tempo ndo influenciou no processo do noni.

A equacdo da reta que relaciona Awlio e tempo é estimada como: Awlio = (0.2961)
+(0,0005) tempo usando as 21 observacOes neste conjunto de dados. A inclinacdo, estimada
em Awlio por unidade de mudanca em tempo, é 0.0005 com um erro padrdo de 0.0017. O
valor de R, a proporcdo da variagdo em Awlio que pode ser contabilizada por variagédo em

tempo, € 0.0054. A correlagdo entre Awlio e tempo é 0,0734. Um teste de significancia que a
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inclinacdo é zero resultou em um valor t de 0,3209. O significado Nivel deste teste t € 0,7518.

Desde 0.7518> 0.0500, a hipotese de que a inclinagdo € zero é ndo rejeitada.

E possivel observar que a atividade de 4gua no noni liofilizado permaneceu constante

com o tempo. Isto pode ser explicado pelo fato de ndo ter ocorrido aumento no teor de agucar,

sendo assim ndo houve interferéncia na agua ligada e ndo houve mudanca na atividade de

agua.

AWlio

AWlio vs. TEMPO

0.40 -
®
0.35 1 ® ® ® ®
® ®
° o
° o
e o
0304 __ ———— @
0.25
®
0.20 °
°
0.15 . . . . . ]
0 5 10 15 20 25 30
TEMPO

Figura 16. Relacéo entre tempo e Aw do noni lifoilizado

5.2. Composigao centesimal

A composicdo centesimal do noni in natura, noni fermentado e do noni liofilizado foi

avaliada quanto ao seguinte parametro: teor de agua e cinzas. As médias dos valores obtidos

para 0s parametros estdo descritas na Tabela 4 e 5.
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Tabela 4. Caracterizagdo centesimal do noni in natura.

Parametros Valor
Teor de agua(%) 64,32 £ 0,330
Cinzas(%) 0,960 + 0,061

Valores expressos em media + desvio padréo.

Observou-se que os frutos in natura apresentaram meédia de 64,32% de teor de agua,

trata-se de uma fruta com baixo teor de agua, portanto, com longa vida de prateleira. Devido

ao alto valor de atividade de agua encontrado, pode-se observar que grande parte do teor de

agua desse alimento possivelmente encontra-se distribuido na forma de &gua livre,

caracterizando menor estabilidade.

O teor de agua, da polpa do noni in natura (64,32) foi inferior ao encontrado por

Oliveira (2006) que foi 93,96. Esta diferenca pode estar associada a uma série de fatores,

como época da colheita, quantidade de agua disponivel no solo, etc.

Com relacdo a quantidade de cinzas, também denominada por alguns autores como

residuo mineral fixo, foi encontrado valor de 0,96 % sendo proximo dos valores de cinzas

encontrados para as frutas frescas, que estdo em média entre 0,3 e 2,1% (Chaves et al., 2004).

Tabela 5. Caracterizacdo centesimal do noni(morinda citrifolia) fermentado e liofilizado.

Parametros

Dias de fermentacao

Noni fermentado

Noni liofilizado

Teor de 4gua

Cinzas

9

12
15
18
21
24
9

12
15
18
21
24

87,91 +0,1519
68,05 + 0,1917
69,94 + 0,0660

56,83 +0,3378

59,26 +0,5892
88,18 + 0,4385
0,86 + 0,013
2,66 + 0,058
0,36 + 1,5451
0,05 +0,5087
1,35+1,091
0,20 +0,4285

77,91 +0,1519
58,05+ 0,1917
59,94 + 0,0960
86,73+ 0,3378
79,26 + 0,5892
86,68 + 0,5385
2,29 +0,0971
0,11 + 0,8096
0,47 +1,1037
2,16 £ 0,8624
0,04 +0,0305
0,06 +0,0151

Valores expressos em média + desvio padrao.
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Os teores de agua encontrados para o noni fermentado variaram entre 56,83% -
88,18%, e 58,05% - 86,73% para o noni liofilizado. O teor de &gua de um alimento esta
relacionado com sua estabilidade, qualidade e composic¢do. De acordo com os dados colhidos
nesse trabalho, observaram-se valores baixos para esse parametro, caracterizando o fruto
como de baixa umidade, ndo favorecendo assim a deterioracdo por microrganismos, nao
afetando assim a estabilidade, a qualidade e a composic¢ao do produto.

Analisando a polpa quando triturada junto a semente ocorre uma diminuicdo de
aproximadamente 10% (80,64%) do teor de umidade, pois a semente do noni, como a
maioria dos vegetais, apresenta um valor bem inferior de umidade (28,34%),ndo estando de
acordo com os teores divulgados na literatura, 0s quais apresentam a agua como 0 maior
componente desse fruto, variando entre 90 e 92%. Para o noni liofilizado os valores
encontrados foram entre 9,48% - 15,98%, favorecendo a deterioracdo por microrganismos e
afetando assim, a estabilidade, a qualidade e a composicdo do produto, esta diferenca pode
estar associada a uma série de fatores, como época da colheita, quantidade de agua disponivel
no solo. (Canuto, 2010).

As cinzas variam de 0,05 a 2,66% para o noni fermentado e 0,04% - 2,29 % para 0
noni liofilizado. Isso se deve ao fato do fruto apresentar no peso total uma concentracdo bem
maior de sementes do que de polpa, além de que a cinza obtida quando ha interacdo entre os
constituintes da amostra ndo € necessariamente da mesma composi¢do que a matéria mineral
presente pura no alimento, podendo haver perda por volatilizacdo e representam 0s minerais
contidos nos alimentos que podem estar em grandes quantidades como o K, Na" e Ca" e
pequenas, como o ferro, Mn e Zn. O contetdo de cinzas esta de acordo com o encontrado por
West et al 2011., que foi de 0,84% e sugeriu que durante 0 processo possa ter ocorrido
reducdo da proporcao dos minerais.

A Figura 17 mostra o efeito das cinzas sobre o tempo, observa-se que essa interacdo
ndo foi significativa (P> 0,05), mostrando que ndo houve diferencga significativa e que o

tempo ndo influenciou no processo do noni.
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CINZAS vs. TEMPO
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Figura 17. Relacdo entre tempo e cinzas do noni fermentado

Observou-se um teor de cinzas mais elevado no noni “in natura” e um valor mais
baixo e, praticamente invariavel, com o tempo de fermentacdo, para o noni fermentado.
Efetivamente, o processo de extracdo do suco de noni, por centrifugacao, levou a um material
mais “fibroso”, explicando este maior teor de cinzas. Era esperado que a fermentagdo ndo
mudasse o teor de cinzas, exceto se houvesse lixivia¢do intensa do material, 0 que ndo parece
ter sido o caso.

A equacdo da reta que relaciona cinzas e tempo é estimada como: cinzas = (1.5536)+
(-0,0354) tempo usando as 42 observacOes neste conjunto de dados. O intercepto y com um
erro padrdo de 0.3303. O valor de R, a proporcdo da variacdo no cinzas que pode ser
contabilizada por variacdo em tempo, é 0,0685. A correlacdo entre cinzas e tempo € -0,2616.
Um teste de significancia que a inclinacdo é zero resultou em um valor t de -1,7144. O
significado nivel deste teste t € 0,0942. Desde 0,0942> 0,0500, a hipdtese de que a inclinagédo
é zero é ndo rejeitado.

A Figura 18 mostra o efeito da cinzas liofilizada sobre o tempo, observa-se que essa
interacdo ndo foi significativa (P> 0,05), mostrando que ndo houve diferenca significativa e
que o tempo ndo influenciou no processo do noni. Observa-se que durante o tempo de

fermentacdo tendem a diminuir a umidade da polpa de noni .
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A equacdo da reta que relaciona Cinzalio e tempo é estimada como: Cinzalio
=(1.8990) + (-0.0640) tempo usando as 21 observacGes neste conjunto de dados. O intercepto
y, 0 valor estimado de Cinzalio quando tempo é zero, ¢ 1.8990 com um erro padrdo de
0.4258. O valor de R, a proporcdo da variacdo em Cinzalio que pode ser explicado pela
variacdo no tempo, é 0,2331. A correlacdo entre Cinzalio e tempo € -0,4828. Um teste de
significancia de que a inclinacéo é zero resultou em um valor t de -2.4031. O significado nivel
deste teste t € 0,0266. Desde 0,0266 <0,0500, a hip6tese de que a inclinacdo é zero é rejeitada.
Assim o melhor modelo que se adequa a esse processo seria o linear.

O teor de cinzas ndo apresentou variacao significativa, como era de se esperar, afinal

ndo foi acrescentado nenhum mineral.
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Figura 18. Relac&o entre tempo e cinzas do noni liofilizado

A Figura 19 mostra o efeito da umidade sobre o tempo. Observa-se que essa interagao
ndo foi significativa (P> 0,05), mostrando que ndo houve diferenga significativa e que o
tempo ndo influenciou no processo do noni. Observa-se que durante o tempo de fermentacao a
umidade da polpa de noni tende a diminuir.

A equacdo da reta entre umidade e tempo é estimada como: umidade =(47.4977) + (-
0.0698) tempo usando as 42 observacBes neste conjunto de dados. O intercepto y é 47.4977

com um erro padrdo de 11.3242, o declinio na variacdo estimada na umidade por unidade de
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mudanga no tempo, € -0,0698 com um padrdo Erro de 0,7080. O valor de R a proporcdo da
variacdo na umidade que pode ser contabilizada pela variacdo no tempo, é de 0,0002. A
correlacdo entre umidade e tempo € -0,0156, ndo h& evidéncia suficiente para fazer este
pressuposto parecer irrazoavel. Esta falta de evidéncia pode ser porque o tamanho da amostra
é muito pequeno, as suposicdes, assim, 0,9220> 0,0500, a hipotese de que a inclinacdo é zero
e, portanto rejeitado.

Observou-se que a umidade permaneceu constante com o tempo de fermentacdo, isto
pode ser explicado pelo fato de néo ter ocorrido aumento no teor de agucar, sendo assim nédo

houve interferéncia na agua ligada e ndo houve mudanca na atividade de agua.
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Figura 19. Relagéo entre tempo e umidade do noni fermentado

Analisando os resultados da comparacdo realizada, percebe-se que a simulacdo dos
dados de previsdes realizadas com o NCSS, obtiveram resultados insatisfatorios, ou seja,
resultados de Pseudo R abaixo de 0,75.

A Figura 20 mostra o efeito da umidade sobre o tempo. Observa-se que essa interagéo
ndo foi significativa (P >0,05), mostrando que ndo houve diferenca significativa e que o
tempo nao influenciou no processo do noni.
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A equacdo da reta que relaciona umidade liofilizada e tempo € estimada como: Umilio
= (16.6895) + (-0.1438) tempo usando as 21 observacdes neste conjunto de dados. O valor de
R, a proporcéo da variacdo em Umilio que pode ser contabilizado Por variagdo em tempo, é
0,0257. A correlacdo entre Umilio e tempo é -0.1603. Um teste de significancia que a
inclinacdo é zero resultou em um valor t de -0.7079. O significado Nivel deste teste t é
0,4876. Desde 0.4876> 0.0500, a hipotese de que a inclinacdo é zero ndo rejeitado.

O mesmo pode observar que a umidade no noni liofilizado sofreu uma leve queda com
0 tempo, isto pode ser explicado pelo fato de ndo ter ocorrido aumento no teor de agUcar,
sendo assim ndo houve interferéncia na agua ligada e ndo houve mudanca na atividade de

agua.
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Figura 20. Relacdo entre tempo e umidade do noni liofilizado.

5.3.Cor

A Tabela 6 apresenta parametros de cor resultantes das caracteristicas do produto. O
valor de L* é um pardmetro que indica luminosidade e no suco fermentado é compativel com
a coloracdo escura caracteristica que o produto adquire apds a fermentacdo. A cor de
determinado alimento ou qualquer outro objeto é representada por um ponto no espaco

tridimensional. As coordenadas representativas das cores estdo assim distribuidas:
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= L* que varia do preto (0) ao branco (100) representa luminosidade, ou seja, a
capacidade de refletir a luz incidida;
= a*varia do vermelho (+100) ao verde (-80);

= e 0 b*variando do azul (-70) ao amarelo (+70).

Figura 21. Escala de cor CIELAB.

Tabela 6. Pardmetros de cor CIELab para o noni(morinda citrifolia) in natura submetido a

diferentes tratamentos.

Tratamento L* ax b*
Noni in natura 26,75+ 0,21 426 +0,16 459 +0,15
Noni in natura liofilizado 11,28 £ 0,04 1,67 £0,04 18,67 +£ 0,08

Valores expressos em média + desvio padrao.

O valor de L € um parametro que indica luminosidade e tanto no suco fermentado
(26,75), quanto no noni liofilizado é compativel com a coloracéo escura caracteristica que o
produto adquire apds a fermentacdo. O parametro a corresponde a faixa de cor que vai do
vermelho ao verde e o b, do amarelo ao azul. Todos os valores do pardmetro b foram

positivos, desta forma as amostras estdo na faixa de cor proxima ao amarelo.
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5.4 Fenolicos totais

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pela adstringéncia, cor e estrutura, sendo as
antocianinas, os taninos e os &cidos fendlicos, os mais importantes (MIELLE et al., 1990).

De acordo com Falcdo et al. (2007) o contetdo de compostos fendlicos que prevalece
nos produtos elaborados com uva pode ser dependente de varios fatores, como a variedade da
uva, o método aplicado na extracdo destes compostos e as condi¢fes de armazenamento.

Na figura 22 é possivel visualizar os tubos contendo concentragfes para dosagem de

fenolicos totais.

Figura 22. Curva de calibracao para dosagem de fendlicos totais

A curva de calibracdo para determinacdo dos fendlicos totais, foi definida pela equacéo y
=0,013x + 0,024 (R? =0,998). A tabela 7 resume os resultados.

Tabela 7: Teores de fendlicos totais (expresso em equivalente de &cido galico) presente no
extrato etanolico da polpa do noni (Morinda citrifolia).

Extrato Amostra In In liofilizado 24 dias 24 dias
fermentado fermentado liofilizado

Etandlico Polpanoni 17,46 0,015 6,26 +£0,003 5,77 +0,005 5,28 + 0,009

* valores correspondem a média * desvio padréo, n=3

Roesler et al. (2007), analisando frutos do cerrado quanto ao contetdo de fenolicos
presente em extrato etandlico da banha galinha, foi encontrado para a polpa (4,68mg/ 100g),
araticum (20,31mg/100g) e para casca, valor de 18,31mg/100g, tanto para o extrato etandlico
da polpa como da casca, em estudos com o noni foram encontrados valores de 17,466
mg/100g (noni inatura), 6,268mg/100g (noni liofilizado), 5,744mg/100g (noni com 24 dias
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fermentado) e 5,281 mg/100g (noni com 24 dias liofilzado). Pode-se inferir de acordo com
esses resultados que o extrato etandlico do noni possui teor consideravel de fendlicos totais
quando comparados a frutos do cerrado.

5.5. Atividade antioxidante utilizando o radical DPPH-

Souza et al., 2011, afirmam que atualmente, ndo existe um método oficial para a
determinacédo da atividade antioxidante em alimentos de origem vegetal e seus subprodutos,
tendo em vista 0s varios mecanismos antioxidantes que podem ocorrer, bem como a
diversidade de compostos bioativos. A literatura descreve varios métodos antioxidantes, cada
um com um principio distinto que utilizam radicais livres e/ ou padrdes diversos. Dessa
forma, os estudos que visam a avaliar propriedades antioxidantes de extratos vegetais utilizam
mais de uma metodologia para inferir, com maior segurancga, se 0s extratos analisados
poderdo apresentar, também, alguma atividade em combater os radicais livres formados no
interior do organismo humano.

Entre as metodologias que tém sido utilizadas, destacam-se as que utilizam os radicais
DPPH ¢ ABTS+, além do método de cooxidagdo do P-caroteno &cido linoleico, pela
facilidade de execucdo e pela boa correlagdo com as demais metodologias antioxidantes.
Villafio et al. (2006) constataram que os acidos fendlicos siringico, vanilico e p-cumarico, e a
procianidina B3 ndo reagem com o radical ABTS+; entretanto, apresentam elevada atividade
antioxidante pelo método DPPH.

N&o existe sistema de extracdo com solventes que seja satisfatorio para o isolamento
de todos ou de classe especifica de antioxidantes naturais, devido a diversos fatores. A
natureza quimica desses compostos nos alimentos varia do simples ao altamente polarizado, a
grande variedade de compostos bioativos nos vegetais (como os é&cidos fendlicos,
antocianinas e taninos) e diferentes quantidades presentes, além da possibilidade de interacéo
dos compostos antioxidantes com carboidratos, proteinas e outros componentes dos alimentos
(SHAHIDI; NACZK, 2004; SOUSA et al., 2011). Portanto, neste estudo, foram utilizados os
solventes mais citados na literatura como mais eficientes na extracdo de compostos com
atividade antioxidante.

A intensidade da cor varia de acordo com a concentragdo, conforme mostra figura 23.
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Figura 23. Atividade antioxidante avaliada pelo método do DPPH

Podem existir trés tipos de comportamento cinético entre compostos com atividade
antioxidante: substancias que reagem rapidamente com o DPPH, chegando ao final da reacédo
em menos de um minuto (cinética rapida); substancias que finalizam a reacdo em até 30
minutos (cinética intermediéria) e substancias de cinética lenta que demoram mais de uma
hora para completar a reacdo (cinética lenta) (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER, BERSET,
1995).

Nas Figuras de 24 a 27 pode-se visualizar a atividade antioxidante dos extratos na
polpa do noni, em distintas concentracfes, nos tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos.
Percebe-se que o0s extratos possuem comportamento diferenciado de acordo com a
concentracdo usada nos testes, mas de uma forma geral, o decaimento na absorbancia é mais
evidente nos primeiros quinze minutos de reacdo, demonstrando que os extratos de noni
possuem compostos antioxidantes de acdo répida, caracteristica importante para um bom
extrato antioxidante.

A partir das figuras seguintes, pode-se observar que, de uma forma geral, a degradacgéo
do controle quase totalmente aos 60 minutos de reagdo, ou seja, nesse intervalo de tempo 0s

radicais gerados degradam-se praticamente todo durante o sistema.
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Figura 27: Absorbancia do noni com 24 dias, pelo método DPPH.

O é&cido galico apresentou atividade antioxidante superior em relacdo aos outros

padrdes. O BHA foi um dos compostos que apresentou atividade antioxidante mais baixa

entre 0s compostos analisados.
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A cinética do acido galico, alfa-tocoferol, acido ascorbico e BHA estdo de acordo com
a cinética encontrada por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995). A cinética da quercetina
estd de acordo com a encontrada por Peyrat-Maillard, Bonnely e Berset (2000).

Na avaliacdo da atividade antioxidante por este método, as substancias antioxidantes
presentes nos extratos reagem com o DPPH, que é um radical estavel, convertendo-o na sua
forma reduzida 2,2-difenil-1-picril hidrazina. O grau de descoloracdo vai indicar o potencial
antioxidante de cada extrato, a habilidade do antioxidante em sequestrar radicais livres serd
inversamente proporcional ao valor do ECsp, que é a quantidade de antioxidante capaz de
sequestrar metade dos radicais livres DPPH presentes em solucdo. Quanto menor o valor de
ECso , maior a atividade do antioxidante, menor quantidade de extrato serd necessaria para
reduzir em 50% do radical livre DPPH.

Neste estudo, a capacidade em sequestrar os radicais DPPH foi avaliada utilizando
concentracdes distintas para cada extrato, variando de acordo com a resposta antioxidante de
cada um. Uma curva linear foi obtida entre a concentracdo do antioxidante e o seqliestro do
radical, calculando-se a partir disso 0 ECsy.

Lima (2008), avaliando a capacidade antioxidante do extrato etanolico da polpa e
améndoa do pequi, pelo método DPPH, determinou valor de ECs, para a polpa (820,37)
menor que o encontrado para a 0 noni neste trabalho, variando entre 0,4090 até 0,4697.
Roesler et al.,(2007), avaliando a capacidade antioxidante de frutas do cerrado brasileiro,
encontrou valores de ECsg , para 0s extratos aquosos e etanolicos da polpa, respectivamente,
de 879,93ppm e 387,47ppm para cagaita, 1.321,93ppm e 148,82ppm para o araticum e
1328,98ppm e 182,16ppm para lobeira. Jorge et al.,(2009), analisando o extrato etanolico da

semente do maracuj, obtiveram ECs, de 113,41ppm.

Tabela 8. Concentracdo de ECsy encontrado no fruto do noni

EC 50 mg/mL Fruto g/g DPPH
InF 0,4697 0,04
InL 0,4090 0,03
24 F 0,431 0,04
24 L 0,4131 0,04

Os extratos alcodlico, tanto da polpa liofilizada quanto da polpa fermentada, somente
apresentaram atividade antioxidante em baixas concentragfes (0,4131 a 0,4697 mg/mL),

apresentando baixos valores de ECso (0,03- 0,04).
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5.6. Atividade antioxidante pelo método ABTS™

Segundo Van Den Berg et al.,(1999) o resultado da avaliacao da atividade antioxidante pelo

método ABTS geralmente é expressa como valor TEAC (Atividade Antioxidante Total

Equivalente ao Trolox), o qual é definido como a concentracdo de Trolox que apresenta o

mesmo percentual de inibicdo que uma concentracdo de 1mM do composto de referéncia.

Muitos trabalhos divergem quanto aos tempos usados para medir a reacdo. Tempos mais

longos s&o mais utilizados do que os tempos mais curtos, iSso porque os antioxidantes

alimentares ndo reagem téo rapidamente com o radical, a medida em um tempo muito curto

poderia subestimar o valor de TEAC.

Tabela 9. Concentracdo de Trolox encontrado no fruto do noni

1000mcM Trolox

g de extrato/ mcM de Trolox

InF
InL
24 F
24 L

19,67
39,11
24,63
81,00

0,0197
0,0391
0,0246
0,0810

Constatou-se que tanto os extratos liofilizados quanto os fermentados do noni

continuam reagindo com o radical ABTS™ ao longo do tempo de reacdo, apresentando

valores absolutos de Trolox maiores com o tempo. Observou-se que a reagdo, de uma forma

geral, tende a estabilizar aos 60 minutos.
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6. CONCLUSAO

Embora ndo se tenha muitos estudos e conhecimentos no Brasil, 0 noni (morinda
citrifolia) ja € um fruto bastante utilizado devido suas caracteristicas benéficas a satde. A
realizacdo da caracterizagdo fisico-quimica do fruto liofilizado mostrou se tratar de um fruto
acido, com alta porcentagem de umidade devido a agua ser seu maior constituinte. E que se
encaixa dentro dos padrdes dados pela literatura de acordo com as analises realizadas.

Apresentando desta forma um grande potencial para seu aproveitamento comercial,
como beneficiamento de sucos. A analise da capacidade antioxidante concluiu que o noni é
rico em antioxidante o que contribui para os efeitos benéficos a saude. Esta pesquisa
proporcionou uma melhor compreensdo da composicéo quimica e de propriedades funcionais

do noni.
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