UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO W%E
SN
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA S’ 2
£
UFRPE \ §

AN

{3

DISSERTACAO DE MESTRADO

COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS DOS
DIFERENTES TECIDOS DE Morinda citrifolia Linn

RUBIACEAE

Luis Eduardo Gomes de Holanda

Recife

Julho/2017



Luis Eduardo Gomes de Holanda*

COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS DOS
DIFERENTES TECIDOS DE Morinda citrifolia Linn

Orientador: Prof.Dr. Clécio Sousa Ramos

*Bolsista Capes

RUBIACEAE

Recife

Julho/2017

Dissertacao de Mestrado
apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacdo em  Quimica
como parte dos requisitos para
obtencado do Titulo de Mestre em
Quimica pela Universidade

Federal Rural de Pernambuco.



Dados Internacionais de Cataloga¢&o na Publicacdo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Central, Recife-PE, Brasil

H722c

Holanda, Luis Eduardo Gomes de
Composigdo quimica e atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais dos diferentes tecidos de Morinda citrifolia Linn.

(Rubiaceae) / Luis Eduardo Gomes de Holanda. — 2017.
79f1. il

Orientador: Clécio Souza Ramos.
Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal Rural de

Pernambuco, Programa de Pés-Graduacdo em Quimica, Recife,
BR-PE, 2017.

Inclui referéncias.

1. Atividade antimicrobiana 2. Caracterizagao quimica

3. Hidrodestilagado 4. Tecidos vegetais |. Ramos, Clécio Souza,
orient. Il. Titulo

CDD 540




Luis Eduardo Gomes de Holanda

COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS DOS
DIFERENTES TECIDOS DE Morinda citrifolia Linn

RUBIACEAE

BANCA DO EXAME DE DEFESA

DEFESA AVALIADA EM: /12017

Prof. Dr. Clécio Souza Ramos
Orientador (DQ-UFRPE)

Dra. Fabiana da Silva Aquino
12 Examinadora

Dr. Marcilio Martins de Moraes
2% Examinador

Profa. Dra. Lourinalda Luiza Dantas da Silva S. de Oliveira
Suplente (DQ/UFRPE)

Prof. Dr. Jodo Rufino de Freitas Filho
Suplente (DQ-UFRPE)



DEDICO

Aos meus pais pelo imenso apoio, minha esposa e meu filho que sempre me
acolheram com sorrisos nos momentos dificeis dessa caminhada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por ter me dado forca para seguir nessa dificil

caminhada.

Ao meu orientador Prof. Dr. Clécio Souza Ramos, pela paciéncia e

ensinamentos que contribuiram para minha formacao académica.

Ao Prof. Dr. Claudio A. G. Camara pela colaboracgdo, instrucdo e pelo

espaco concebido em seu laboratorio.

Ao aluno de Po6s Doc. Marcilio Martins pelos ensinamentos e dicas que

ajudaram na elaboracédo deste trabalho.

A Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), ao Centro de
Apoio a Pesquisa (CENAPESC) e ao Programa de Pés-Graduacdo em

Quimica e a CAPES pelo fomento.

Aos amigos do LEQSO em especial Gisele Barbosa, Marcilio Wagner e

Leonardo Alexandre pelo apoio técnico e tedrico.

Aos demais amigos que passaram pelo curso de PoOs-Graduacdo em

Quimica.



Quem nunca errou nunca experimentou nada novo.

“Albert Einstein”



RESUMO

Ao longo dos séculos as plantas véem sendo utilizadas e estudadas por
conterem diversas substancias que sao responsaveis por acles
farmacoldgicas. A planta é amplamente usada na medicina popular devido as
propriedades bioldgicas de seus frutos € a Morinda citrifolia L., conhecida
popularmente como noni. A Morinda citrifolia pertencente a familia Rubiaceae é
uma planta nativa do sudeste Asiatico tem recebido atencéo no Brasil devido
as suas atividades biolégicas, sendo difundidas na populacdo e em estudos
relatados previamente. Inserido neste contexto, o presente trabalho foi
direcionado para caracterizacdo quimica dos 6leos esséncias dos diferentes
tecidos vegetais da planta e avaliacdo do seu potencial antimicrobiano. Os
Oleos esséncias da Morinda citrifolia foram obtidos por hidrodestilacdo e a
identificacdo de seus constituintes quimicos determinada por CG-EM. No 6éleo
essencial dos caules foi identificado a p-Menta-1-(7),8-dieno como composto
majoritario com percentagem relativa de 9,64%, seguido pelo composto
decanoato de alila (7,50%). No 6leo das folhas o fitol foi identificado como
composto majoritario com 49,32%. No 6leo essencial dos frutos foi identificado
0 acido octanéico com 38,68%, o acido hexandico (20,00%) e o octanoato de
metila (16,98%). Oleo essencial dos frutos, apds reacdo de esterificacdo para
confirmacédo dos acidos carboxilicos, apresentou como compostos majoritarios
0s ésteres hexanoato de metila (12,15%), octanoato de metila (83,38%) e o
decanoato de metila (4,46%). O 6leo essencial dos frutos mostrou atividade
antimicrobiana de forte a moderada, sendo observada uma maior atividade
frente aos fungos Candida albicans e Candida utilis com CMI de 39 ug/ml a
78,1 pg/ml, respectivamente. O 6leo essencial dos frutos mostrou atividade
frente a todas as bactérias testadas, com menor CMI de 156 pg/ml observada
para a Bacillus subtilis e a maior de 625 pg/ml para a Pseudomonas
aeruginosa. Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento quimico e
biolégico da M. citrifolia, que € amplamente divulgada na populagdo como uma

excelente planta para fins terapéuticos.
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ABSTRACT

Throughout the centuries, plants have been used and studied because
they contain several substances that are responsible for pharmacological
actions. The plant are widely used in folk medicine due to the biological
properties of its fruits, is the Morinda citrifolia L., popularly known as noni. The
Morinda citrifolia is member of the family Rubiaceae. It is a plant native to
Southeast Asia and has received good acceptance in Brazil due to its biological
activities. Morinda citrifolia has exploded in population and use; and because of
it, carefully studied. Inserted in this context, the present work has the objective
to present the chemical characterization of the essential oils of the different
plant tissues and the evaluation of its antimicrobial potential. The essential oils
of the Morinda citrifolia were obtained by hydrodistillation and the identification
of their chemical constituents is determined by GC-MS. In short, the stem oil p-
Menta-1- (7), 8-diene was identified as the major compound with a relative
percentage of 9.64%, followed by the compound allyl decanoate (7.50%). In the
leaf oil, phytol was identified as the major compound with 49.32%. In the
essential fruit oil, octanoic acid was identified with 38.68%, hexanoic acid
(20,00%) and methyl octanoate (16.98%). After the esterification reaction used
by the carboxylic acids, the essential oils were methyl hexanoate (12.15%),
methyl octanoate (83.38%) and methyl decanoate (4.46%). The essential oil of
the fruits showed moderate to strong antimicrobial activity, being observed a
greater activity against the fungi Candida albicans and Candida utilis with MIC
from 39 pg/ml to 78.1 pg/ml, respectively. The essential oil of the fruits showed
activity against all the bacteria tested, with a lower MIC of 156 ug/ml observed
for Bacillus subtilis and the highest of 625 ug/ml for Pseudomonas aeruginosa.
The results obtained contribute to the chemical and biological knowledge of
Morinda citrifolia, which is widely reported as an excellent plant for therapeutic

purposes.

Key words: Antimicrobial activity, chemical characterization, hydrodistillation,

plant tissues.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia tem sido utilizada desde a antiguidade, a utilizacdo das
plantas, como medicamento, é provavel que seja tdo antiga quanto o préprio
homem, o primeiro relato escrito do uso de plantas como remédio foi
encontrado na China 2800 a.C (ELDIN; DUNFORD 2001). As plantas
medicinais sdo importantes fitoterapicos e fonte de novos medicamentos.
Devido a essa importdncia ha uma crescente revalorizacdo do uso de
preparacdes de fitoterapicos em alternativa aos medicamentos sintéticos, que

em sua maioria, apresentam efeitos colaterais indesejaveis (SANTOS, 2015).

A investigacdo de plantas como fonte de substancias capazes de inibir o
crescimento e desenvolvimentos de micro-organismos associados a patologias
humanas (como bactérias, fungos, virus e parasitas) vem crescendo ao longo
dos anos (KNAAK; FIUZA, 2010). Inserido neste contexto, os 6leos essenciais
tém se destacado como uma fonte alternativa no controle de micro-organismos
patologicos. Os 6leos essenciais sdo caracterizados como compostos volateis
oriundos do metabolismo secundéario de diversos organismos, principalmente
de plantas, sendo estes obtidos por diversos métodos de extracdo como:
esmagamento do pericarpo de frutas citricas, extracdo por solvente e
hidrodestilacdo, sendo o método da hidrodestilacdo o mais utilizado. A
biossintese destes metabdlitos presentes nos 6leos essenciais, geralmente é
associada a presenca de estruturas especializadas, e influenciados por fatores
biéticos e abidticos ao qual o organismo produtor é submetido. Os 6leos
essenciais possuem compostos responsaveis pelo aroma ou odor de muitos
organismos e tém se mostrado promissores na busca por substancias com
diferentes atividades bioldgicas (SIMOES, 2007).

Alguns micro-organismos como bactérias e fungos, sdo os principais
agentes de doencas causadas pela ingestdo de &gua e alimentos
contaminados, conhecidas como Doengas Disseminadas por Alimentos
(DTASs), que vem aumentando de modo significativo em nivel mundial o que a

torna questdo de saude publica acarretando problemas para os consumidores
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e agéncias reguladoras (FORSYTHE, 2013). Devido a capacidade dos
microorganismos desenvolverem resisténcia aos antibioticos convencionais, 0s
Oleos essenciais podem constituir uma alternativa no controle de micro-
organismos que causam a deterioragdo alimentar e toxinfecgbes em
mamiferos, pois atuam de forma efetiva na inibicio do seu crescimento
(ANDRADE, 2013).

Apesar da ampla utilizacdo dos Oleos essenciais, alguns de seus
constituintes apresentam propriedades citotoxicas, hepatotoxicas, genotdxicas
e carcinogénicas, 0 que torna importante sua ampla caracterizacdo, visando a
uma melhor compreensdo de sua acdo em diferentes sistemas bioldgicos,
possibilitando a indicacdo de aplicacbes seguras tanto na saude quanto na
alimentacdo humana (BAKKALI et al., 2008).

Estudos prévios com a Morinda citrifolia L. (noni) revelaram que esta
planta apresenta diversas propriedades terapéuticas, por exemplo, atividade
antioxidante, antiinflamatoria, analgésica, antibacteriana e antitumoral. Estes
estudos aumentam a demanda e oferta da planta no mercado informal ndo sé
nos paisesprodutores como Taiti, Polinésia e Malasia, mas também nos

Estados Unidos, Japéo, Europa e América Latina (ASSI, 2015).

A espécie Morinda citrifolia contém varios compostos quimicos
biologicamente ativos. O nimero de compostos relatado em Morinda citrifolia
aumentou consideravelmente a medida que o seu uso na medicina popular tem
sido altamente difundido (PAWLUS; KINGHORN, 2007). Os compostos
produzidos por Morinda citrifolia podem ser explorados como medida

alternativa no controle microbiano.

Apesar da importancia dessa planta para usos terapéuticos tradicionais os
relatos quanto a atividade biolégica dos derivados de Morinda citrifolia
remetem-se aos extratos de varias partes da planta, ndo existindo trabalhos
qgue relatam a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais dos diferentes
tecidos da planta cultivada em Pernambuco. Desta forma, o objetivo deste

trabalho foi determinar a composicédo quimica dos 6leos essenciais nos caules,

16



folhnas e frutos de Morinda citrifolia, assim como determinar a atividade

antimicrobiana destes 6leos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais podem ser definidos como uma mistura de
compostos volateis originados principalmente de metabolismos secundarios de
plantas (BASER; DEMIRCI, 2007; BURT, 2004). Estas substancias sé&o
encontradas em diferentes partes do vegetal como casca, folhas, flores e frutos
de aromas variaveis (BURT, 2004).

Na natureza os constituintes quimicos de 6leos essenciais exercem um
papel importante para protecdo das plantas, podendo atuar como agentes
antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e contra ataque de
herbivoros. Eles podem agir como sinoménio na interacdo entre insetos
polinizadores e plantas, ou como aloménio contra herbivoros, além de agirem
como inibidores de germinacao (alelopatia), no controle de perda da agua e de
temperatura (PICHERSKY; GANG, 2000).

A caracterizagcdo quimica total talvez seja umas das partes mais
complexas nos trabalhos com 6leos essenciais, devido a complexidade para a
identificacdo dos compostos e existéncia de varios métodos para identificar
cada volatii (CASTRO et al, 2004). Os Oleos essenciais apresentam
diversidade variadaem constituintes quimicos. S&8o comuns 6leos nos quais sdo
identificados mais de 60 compostos de diversas classes quimicas (BURT,
2004; CASTELO et al., 2010). As classes mais encontradas sdo 0s
fenilpropandides, terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos) e seus derivados
oxigenados (ISMAN et al., 2011; SANGWAN et al., 2001). Uma caracteristica
comum entre essas moléculas é o baixo peso molecular e a pouca variedade
de atomos em suas composicdes, basicamente hidrogénio, carbono e oxigénio.
Também sao encontrados alguns compostos contendo atomos de nitrogénio ou
enxofre que conferem aos Oleos odores caracteristicos e geralmente
desagradaveis (CARSON; HAMMER, 2011).

18



2.2 Andlise quimica da composi¢cao dos 6leos essenciais

Os dleos essenciais constituem uma mistura complexa. O conhecimento
da composicao desses 6leos tem avancado muito nos ultimos anos em virtude
do desenvolvimento de diversas técnicas para a identificacdo de compostos
organicos. Os principais métodos sdo: Espectroscopia no Ultravioleta,
Espectroscopia no Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a
técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrdmetro de massa (CG-
EM) (PAVIA, 2009).

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas CG-EM é
amplamente aceita e usada na caracterizacdo quimica dos 0Oleos essenciais,
sendo considerada uma técnica robusta e seletiva para este fim (MARRIOTT et
al., 2001; BROCHINI; LAGO, 2007, JALALIHERAVI; PARASTAR, 2011).

A técnica de CG-EM é uma ferramenta valiosa, pois além de fornecer os
tempos de retencdo dos varios produtos da amostra, ainda fornece
informacdes das estruturas através dos espectros de massas gerados em cada
pico. Espectros obtidos por impacto de elétrons apresentam um grande nimero
de picos e boa reprodutibilidade em razdo de alta energia transferida pelos
elétrons, da ordem de 70 eV, e em virtude a reduzida quantidade de variaveis
envolvidas no processo (apenas temperatura e energia fornecida)
(HUBSCHMANN, 2009). A reprodutibilidade desses espectros permitiu a
construcao de bibliotecas comerciais de compostos como
NIST/WPA/NIH/ADAMS (HUBSCHMANN, 2009; SHELLIE et al., 2002).
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2.3 A planta

Noni € o nome popular havaiano para o fruto de Morinda citrifolia
(Rubidcea). O noni possui varios nomes dentre eles podemos destacar
“‘mulberry Indian”, nuna, ou “ach” no Subcontinente indiano, “mengkudu” na
malasia, e “nhau” no Sudeste Asiatico, (NELSON, 2001). O noni é uma planta
nativa do sudeste asiatico a Australia e é cultivada na Polinésia, India, Caribe,
América Central, Norte e Sul (DIXON et al., 1999).

O povo polinésio utiliza o fruto do noni para a alimentacdo e fins
medicinais por mais de 2000 anos, na farmacologia tradicional, o fruto é muito
utilizado para prevenir e curar varias doencas, como hipertensdo e diabetes
(SINGH, 2012).

Estudos prévios com a Morinda citrifolia mostram que a planta apresenta
propriedades terapéuticas, como: atividade antioxidante, antiinflamatoria,
analgésica, antibacteriana e antitumoral bem como potencialidade para
pesticida (ASSI et al., 2015).

Apesar da grande demanda internacional pelos produtos oriundos desta
espécie, principalmente o suco da fruta, no Brasil € bastante recente a tentativa
de cultivo do noni, realizado principalmente por pessoas que trouxeram
algumas sementes do Caribe ou da Polinésia e se tornaram vendedores de
sementes e mudas. No entanto, no Brasil, nos ultimos 10 anos aumentou o
interesse no seu cultivo (MATTE et al., 2016). Devido a todas as caracteristicas
benéficas atribuidas ao fruto do noni, seus derivados ja sdo comercializados no
mundo todo, incluindo o Brasil. No entanto as informacgdes cientificas
relacionadas a composi¢do quimica e nutricional do fruto ainda sdo escassas,
principalmente ao noni que esta sendo cultivado no Brasil (CORREIA, 2012).
Uma vez que a composi¢cao quimica dos frutos varia em geral de acordo com o
local e condi¢cbes edafocliméaticas como (clima, relevo e temperatura) sendo

fundamental estudar a composic¢éo do fruto cultivado no Brasil.
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Atualmente a ANVISA proibe a comercializagdo de produtos do noni no
Brasil. Segundo a agéncia, ainda nao existem informacdes cientificas
suficientes que assegurem 0 consumo do noni. Independente da
comercializag@o no Brasil, j& existe um mercado externo para o uso de diversas
partes do noni. No entanto, ao contrario da area farmacoldgica, sdo poucos 0s
estudos sobre a composicdo quimica do 6leo essencial dos diferentes tecidos

de Morinda citrifolia, bem como o seu processamento.

2.4Consideracdes Botanicas da Morinda citrifolia

O género Morinda (Rubiaceae), incluindo a espécie em estudo Morinda
citrifolia L., € composta por 80 espécies catalogadas (CHAN-BLANCO et al.,
2006). A Morinda citrifolia, pode ser encontrada a 400m ao nivel do mar, porém
a planta se adapta melhor em regifes costeiras (LUBERCK ;HANNES, 2001).

Figura 1 — Arvore de Morinda citrifolia.
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A Morinda citrifolia é uma arvore de médio porte que pode variar entre 3-
10 m de altura (Figuras 1-2), as folhas séo largas e elipticasvariando entre 5-17
cm de comprimento e 10-40 cm de largura (Figura 3). As pequenas flores séo

brancas (Figura 4) e inseridas no penduculo (CARDON, 2003).

As frutas do Noni podem atingir até 10 cm de comprimento e 6 cm de
largura, apresentam-se ovais, carnosas, ligeiramente enrugadas, semi-
translicidas, com uma coloracdo que varia entre verde ao amarelo e, apés a
colheita, os frutos apresentam-se com um odor forte desagradavel e
contemuma quantidade expressiva de sementes (Figura 5) (CHAN-BLANCO et
al., 2006). As frutas apresentam, aproximadamente, 260 sementes por fruto e
sdo necessarios em torno de 10 kg de fruta para obter 250 g de sementes
secas. Essas sementes apresentam com uma coloragdo marrom e medi¢éo
entre 4 e 9 mm (NELSON, 2005). O periodo de florescéncia da planta
compreende de novembro a fevereiro. As varias partes da planta sédo coletadas
em diferentes épocas do ano, sendo as raizes coletadas no inverno e as folhas
na primavera (WANG et al.,, 2002). Morinda citrifolia € uma planta perene,
sendo normal encontrar frutas em diferentes estagios de maturidade na mesma
planta (Figura 6). Todas as partes da planta; frutos, folhas, cascas, tronco e

raizes sdo usadas para fins terapéuticos (ASSI et al., 2015).

Figura 2 — Arvore de Noni,

entre rochas, Samoa.
Fonte: (NELSON, 2005)

Figura 3 — Folhas de Morinda citrifolia.
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Figura 4 — Flores de Morinda citrifolia

Figura 5 — Semente de Morinda citrifolia
Fonte: (NELSON, 2005)

Figura 6 — Frutos em diferentes estados

de maturacdo de Morinda citrifolia
Fonte: (NELSON, 2005)

23



No Brasil o noni é coletado de duas a trés vezes por ano, no entanto,
durante o inverno, a producdo € reduzida (EMBRAPA, 2016), sendo
considerada uma espécie resistente. Em condicdes de cultivos ideais,
exposicao ao sol e temperatura amena, ndo apresentam patologias ou danos

causados por insetos.

2.5 Estudos quimicos realizados com a espécie Morinda citrifolia L. (Noni)

Cerca de 200 compostos ja foram identificados em diferentes partes da
planta a maioria desses sdo os compostos fendlicos, acidos carboxilicos,
iridoides, lignanas, entre outros (SINGH, 2012). Dos grupos fendlicos
presentes, a sua grande maioria é antraquinonas e seus glicosideos
(damnacantal, morindona, morindina, escopoletina, alizarina, austrocortinina,
rubiadina) (ASSI et al.,, 2015). Estudos indicam que as antraquinonas estao
presentes principalmente nas raizes (DENG et al, 2007b) e caule
(SRIVASTAVA; SINGH, 1993). No entanto, h& relatos de tracos de
antraquinonas nas flores (TIWARI; SINGH, 1977), frutos (LIN et al., 2013;
KAMIYA et al., 2005), e folhas (TAKASHIMA et al., 2007).

A composi¢do quimica total do fruto do noni ainda ndo foi descrita por
completo, porém foram identificados 51 compostos volateis na fruta
destacando-se os acidos hexandico e octandico (ASSI et al.,, 2015). O fruto
apresenta 90,0% de &gua e rico em proteinas, que representa 11,3% da
matéria seca do fruto, os principais aminoacidos encontrados foram o &cido
aspartico, acido glutamico e isoleucina (ASSI et al.,, 2015). Os minerais
representam 8,4% da matéria seca do fruto, e os principais sdo 0 potassio,
calcio e fésforo. Tracos de selénio tém sido descrito também no fruto da
Morinda citrifolia (CHUNHIENG, 2003). As principais vitaminas encontradas no
fruto sdo o acido ascorbico (vitamina C), variando de 24 — 158 mg/100 g
matéria seca (SHOVIC; WHISTHER, 2001) e pr6-vitamina A (DIXON et al.,
1999).

Apoés levantamento bibliografico utilizando as ferramentas de busca

SciFinder®, Scholarrm e Scopus, foi listado trabalhos e apresentados na
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(Tabela 1), contendo as estruturas quimicascom as respectivas acdes

farmacoldgicas e o tecido da planta de onde foram isoladas.

Tabela 1 — Metabdlitos secundarios isolados de M. citrifolia.

Substéncias isoladas de Morinda citrifolia L. que apresentam atividades

biolégicas
Substancia Atividade Parte da Planta Referéncia
@) Antiinflamatéria Fruta (PRATAP, et al.,
9® o
O
9,10-antrancenodiona
OH Antiviral Fruta (PAUL et al., 2015)
oo I
)
OH
OH O
Kaempferol
Ox O Antibacteriano Folha (ZHANG et al.,
2016)
OH
p-hidroxibenzoato de metila
o Antioxidante Folha' (*MASUDA et al.,
o x
HO o Semente?
(3LIN et al., 2007;
HO
Fruta3 SU et al., 2005)

Americanina A

((KONVEDANA et
al., 2014)
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O OH

o
HO

OH O

Morindona

(0] O/ ITI
Cs
e
(0]
Damnacantal

O OH
o
(0]
1-hidro-2-metilantraquinona

O  OCH,

0" \0O OH
I}
0 HO O\Vﬁ;}H
HO
HO "o

Damnacantol-3-O-b-D-primeverosideo

0] OH

O OH
CHZOH
0" \0 OH
H%O\P/ﬁ
0

HO

H OH

Lucidina-3-0-b-D-primeverosideo
\
9 o

OH
H,C \
OH o
o

\
Glc

Acido 9-epi-6-Metoxi geniposidico

Anticancer

Anticancer

Larvicida

Larvicida

Hipoglicemiante

Hipoglicemiante

Atividade
inibitéria de

melanomas

Raiz

Raiz

Caule

Fruto

Raiz

Caule

Raiz

Raiz

Fruta

(KAMIYA et al.,
2010)

(KAMIYA et al.,
2010;
WITAYASINTHAN;
; SHOTIPRUK,
2009; ABU, 2014)

(EE et al., 2009;
PING et al., 2009)

(SIDDIQUI et al.,
2007)

(KAMIYA et al.,
2008)

(KAMIYA et al.,
2008)

(AKIHISA et al.,
2007)
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Quercetina-3-0O-D- glucopiranosideo

OHOH

Kaempferol-3-O-R-L-ramnopiranosil-(1-6)-
D- glucopiranosideo

OHOH

Quercetina-3-0-R-L-ramnopiranosil-(1-6)-

D-glucopiranosideo

Escopoletina

Atividade
inibitéria de

melanomas

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antiinflamatoério

Fruta

Folha

Folha

Folha

Raiz

Fruta

(AKIHISA et al.,
2007)

(SANG et al.,
2001)

(SANG et al.,
2001)

(SANG et al.,
2001)

(LIU et al., 2007)

(YU et al., 2008;
MAHANTHESH et
al., 2013)
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Antiinflamatorio Semente (MASUDA et
al., 2009)
Antinefropético Folha (TAKASHIMA et
Antifingico al., 2007)
(KUREK et al.,
Antileishmanial 2010)
Acido ursélico Antiplasmodial (SILVA FILHO et
al., 2009);
Antitubercular Semente (SALUDES et al.,
2002)
Folha (SALUDES et al.,
2002)
Estigmasterol
Antitubercular Semente (WEST etal.,
2008)
Folha (SALUDES et al.,
_ 2002)
B-sitosterol
Antitubercular Folha (SALUDES et al.,
2002)
Epidioxisisterol
OH O Atividade Fruta (AKIHISA et al.,
* OH inibitoria de 2010)
\ melanomas
O
~ o o
0 0 Atividade
\ e eg ey s =
Glc inibitoria de Raiz (LIU et al., 2001)
. células tumorais
Acido asperulosidico

(ASSI, 2015; PRATAP, 2017)

Na (Tabela 2) estéo listados as estruturas dos metabdlitos secundarios

isolados da planta de acordo com a classe a que pertencem.

28



Tabela 2 — Outros metabdlitos secundarios isolados da Morinda citrifolia, separados

por grupos.

ANTRAQUINONAS

Substancia Parte da Referéncia
Planta
o o~ Fruta (SIDDIQUI et al., 2007b)

o
\

1,3-dimetoxiantraquinona

O OH Fruta (KIM et al., 2006)
Coo
O OH

Austrocortinina

O OH
OH Folha (*DENG et al., 2009)
O‘O °Fruta (3SIDDIQUI et al., 2007b)
“Raiz (3DENG et al., 2007a)
o
Alizarina
O OH Raiz (EE et al., 2009)
o9k
HaC
OH O

Morindona-6-metiléter

O OH Folha e fruta (DENG et al., 2009)

Lucidina
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Fruta! (*DENG et al., 2009)

(0] OH
_ Semente? (’YANG et al., 2009)
O‘O o Folha® ((ZHANG, et al., 2016)
HO
/O (0]

5,15-dimetilmorindol

O OH Raiz (SANG E HO, 2006)

I l OH

0]
Rubiadina

o o~

OH

0]

Damnacantol

O OH
LI
OH

(0]
Ibericina

Raiz (SANG E HO, 2006)

0]

‘O N Caule (SIDDIQUI et al., 2006)

o)

2 - metoxiantraquinona

0]

O‘O OH Caule (SIDDIQUI et al., 2006)

0]

2-hidroxiantraquinona
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O O
409
O/
O

o o~
4098
o)

Alizarina -1 metileter

O OH
90e%
OH
@)

Antragalol-2-metileter

o o~

9094
HO o~

0]

6-hidroxi-antragalol-1,3-dimetileter

O OH
HO g‘g
o_ O

Morindona-5-metileter

O OH
LI L,
O

1,3-diidroxi-2-metilantraquinona

Fruta

Fruta

Fruta

Fruta

Fruta

Folha

(KAMIYA et al., 2005)

(KAMIYA et al., 2005)

(KAMIYA et al., 2005)

(KAMIYA et al., 2005)

(KAMIYA et al., 2005)

(DENG et al., 2007a)
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3-hidroxi-2-hidroximetil-antraquinona

O OH

CH;

HO g'g OH
o)

1,3,6-triidroxi-2-metilantraquinona

o o~
909
HO OH
o_ O

1,5,15-trimetil morindol

O OH
HO OH
o_ O

1,6-diidroxi-5-metoxi-2-
metoximetilantraquinona

O OH

o\

\Og'gOH
OH O

1,3,5-triidroxi-2-metoxi-6-
metoximetilantraquinona

Folha

Folha

Folhat!
Semente?

Fruta

Fruta

(DENG et al., 2007a)

(DENG et al., 2007a)

(*YANG et al., 2009)
(TAKASHIMA et al., 2007)

(LIN et al., 2007)

(LIN et al., 2007)
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~o o o~
(0]
Morindicinona

O OH

l ] CH,Oprimeverose

0]
Digiferruginol-11-O-B-primeveroside

o o~

l ! CH,Ogentiobiose

0]

Digiferruginol-1-metileter-11-O-B-gentiobioside

O OH

CH,Oprimeverone
O‘O o

0]

1-hidroxi-2-primeverosiloximetil-
antraquinona-3-olato

Caule

Raiz

Raiz

Raiz

(SIDDIQUI et al., 2006)

(KAMIYA et al., 2009)

(KAMIYA et al., 2009)

(KAMIYA et al., 2009)

BENZOFENONAS

oH 0 OO 0oH
‘ ‘ OH

CH,OH

Morintrifolina A

Raiz

(DENG et al., 2007 a)

33



0. _O
OH O ~"0OH

- O O

HO HO

Morintrifolina B

Raiz

(DENG et al., 2007 a)

FLAVONOIDES

Quercetina-3-0O-L-ramnopiranosil-(1-6)-
D-glucopiranosideo

5,7-dimetil apigenin-4'-O-
D-galactopiranosida

Semente

Flor

(YANG et al.,2009)

(SINGH E TIWARI, 1993)

TRITERPENOS

Acido clétrico

Folha

(TAKASHIMA et al., 2007)
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Folha

(TAKASHIMA et al., 2007)

HO™
Acido oleandlico
IRIDOIDES
| Folha (SANG et al., 2001)
0] 0]
= O
0o
\ O \\\‘
| OH
OH OGilc
Citrifolinina A
OH o Frutal* (*AKIHISA et al., 2010)
‘ OH Semente? (’YANG et al., 2009)
HO Raiz® ((KAMIYA et al., 2008)
\ (“AKIHISA et al., 2007)
OGlc
Acido deacetilasperulésidico
Folha (SUZUKI, 2015)
Molucidina

35



LIGNANAS

O "o
HO_ A o OH
0
OH

Acido isoamericanoico A

Americanina D

0]
A 8OWs:
/@\x‘ (0]
O O
HO oK OH
OH

Isoprincepino

HO
1. 3
HO & OH
X
OH

3,3' - bisdimetilpinoresinol

3,3' - bisdimetiltanegool

HO
.3
o] o}
X
OH

Pinoresinol

Folha

Semente?
Fruta?

Semente?
Fruta?

Fruta

Fruta

Fruta

(LIN et al., 2007)

(*YANG et al., 2009)
(?LIN et al., 2007)

(*YANG et al., 2009)
(CKAMIYA et al., 2004)

(DENG et al., 2007b)
(KAMIYA et al., 2004)

(DENG et al., 2007b)

(DENG et al., 2007b)
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OH Caule (SIDDIQUI et al., 2007 a)
2608
6]
0]

Morindicona

(ASSI, 2015; ZHANG, 2016).

2.6 Atividades biologicas de Morinda citrifolia L. (Noni)

2.6.1 Atividade antimicrobiana

Estudos apontaram resultados para atividade antimicrobiana do dleo
essencial extraido do fruto frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphlococcus aureus, Salmonella typhimurium and Pseudomonas aeruginosa
(BROPHY et al., 2008).

A atividade antimicrobiana do noni foi uma das primeiras atividades a ser
relatada. Em relato prévio, o extrato etandlico dos frutos do noni inibiu o
crescimento das bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomas aeruginosa,
Proteus morganl, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Salmonella sp. e Shigella sp. (ATKINSON, 1956). O efeito antimicrobiano do
noni foi associado a presenca de alguns compostos fendlicos destancando-se
acubina, L-asparulose, alizarina, escopoletina (Figura 7) e algumas
antraquinonas (AKIHISA, 2007). Em outro estudo um extrato de acetonitrilo do
fruto seco inibiu o crescimento de Pseudomas aeruginosa, Bacillus subtilis,

Escherichia coli e Streptococcus pyogene (LOCHER et al., 1995).

O extrato metandlico do fruto de Morinda citrifolia coletado no Taiti inibiu
“in vitro” o crescimento da Escherichia coli, Candida albicans e Staphylococcus
aureus (WEST et al., 2012).

Extratos de etanol e hexano do fruto do noni mostraram atividade contra a
bactéria Mycobacterium tuberculosis com inibicdo de 89-95% do seu
crescimento que esta associado a tuberculose (SALUDES et al., 2002). Os
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principais componentes identificados no extrato de hexano foram o E-fitol,
cicloartenol, estigmasterol, B-sitosterol, campesta-5,7,22-trien-3-6-ol, e o0s
cetoesteroides, estigmata-4-en-3-ona e estigmata-4-22-dien-3-ona (SALUDES
et al., 2002).

Outros estudos com o noni oriundo de Samoa tém relatado um efeito
antimicrobiano significativo do extrato metandlico do fruto em diferentes
estirpes de Salmonella sp., Shigella sp. e E. coli (DITMMAR, 1993). Estudos
mostraram que o efeito antimicrobiano esta diretamente ligado ao estagio de
maturacdo do fruto, logo a atividade € mais pronunciada em fruto maduro e
fresco (DITMMAR, 1993).

Figura 7 — Escopoletina substancia com atividade antimicrobiana.

Pesquisas demonstraram que o extrato cloroférmico das folhas de
Morinda citrifolia interfere na conversao morfologica da C. albicans e podem ter
potencial terapéutico frente a candidiase (USHA et al., 2010).

Foi relatado que ensaios “in vitro” com o extrato metanodlico da fruta de
Morinda citrifolia coletada na india inibiu o crescimento do fungo de pele
Trichophyton mentagrophytes (JAYARAMAN et al., 2008)

2.6.2 Atividade antitumoral

Em uma triagem na busca de compostos naturais que induzem a
morfologia normal das células precursoras do Cancro Tumoral K-ras-NRK, a
antroquinona damnacantal (Figura 8) isolada do extrato de cloroférmio da raiz

de Morinda citrifolia apresentou atividade inibidora da fungao ras, induzindo a

38



morfologia normal e estrutura do citoesqueleto nas células K-ras-NRK
(HIRAMATSU et al., 1993). O acido ursélico composto isolado das raizes inibiu
o crescimento de células causadoras de cancer pulmonar induzindo a apoptose

(morte celular programada) dessas celulas (LV, 2011).

Em outro estudo foi relatado que doses diarias do suco de noni comercial
(Tahitian Nonis Juice) inibiram a formacao de adutos carcinogénicos — DNA em
ratos com diversos 6rgdos com tratamento de inducdo de cancer. As taxas de
reducdo foram em fémeas: coracdo 30%, figado 42%, pulmdes 41% e rins
80%; em machos: cora¢édo 60%, figado 70%, pulmdes 50% e rins 90% (WANG
E SU, 2001).

Uma fracdo rica em polissacarideos compostas por acido glucurénico,
galactose, arabinose e ramnose obtida do precipitado em etanol do suco de
noni apresentou efeitos imunomoduladores e antitumorais contra carcinoma de
pulmédo Lewis (LLC), em modelos celulares. O precipitado também mostrou
propriedade estimuladora na producdo de células T, timdcitos e macrofagos
que sdo responsaveis pela producao de citoquininas, que sdo mediadores
importantes da citostase tumoral e da citotoxicidade (HIRAZUMI et al., 1996,
HIRAZUMI; FURUSAWA, 1999).

Em testes “in vivo” em ratos com leucemia linféide crbnica, e dieta diaria
de 15 mg de suco de noni apresentaram uma sobrevida de 119% quando
comparados com os animias doentes sem dieta a base de noni. Além disso, a
ingestao de noni combinada com quimioterapia convencional no tratamento em
camundongos com Cancro resultou no aumento de sobre vida dos animais
(HIRAZUMI et al., 1994).

o o7 H
(UL,
OH
0]
Figura 8 — Damnacantal substancia com atividade anticancer.
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2.6.3 Atividade anti-inflamatoéria

A atividade anti-inflamatéria do extrato aquoso do suco de noni foi
observada em edema inflamatorio local agudo, induzido por um agente
inflamatorio (bradicinina). Foi demonstrado que a administracéo oral de extrato
aguoso do suco de noni (200 mg) inibiu rapidamente a formacédo de edema de
pata de rato. Este efeito pode estd relacionado com a interferéncia do
mecanismo mediado, pelo receptor B2, pelo qual a bradicinina induz o edema
da pata de rato (MCKOY et al., 2002).

O  2-O-(D-glucopiranosil)-1-O-octanoil-D-Glucopiranose  (Figura  9)
encontrado no extrato metandlico dos frutos de Morinda citrifolia, apresentou-se
como potente anti-inflamatério sobre a inflamacdo induzida por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em ratos (AKIHISA et al., 2007).

Estudos com o oleo fixo das sementes de Morinda citrifolia coletadas no
Thaiti mostraram efeitos inibitérios no mecanismo de acdo das enzimas COX-2
e LOX-5, enzimas que possuem papel fundamental na inflamacdo e na
percepc¢ao da dor (PALU, 2012).

H
OH WOH
O .

HO

Figura 9 — Estrutura quimica do 2-O-(D-glucopiranosil)-1-O-octanoil-D-Glucopiranose.
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2.6.4 Atividade analgésica

As propriedades analgésicas do suco do noni foram testadas em ratos e
os resultados mostraram que os ratos alimentados com 10% e 20% de suco de
noni apresentaram maior tolerancia a dor (162% e 212%, respectivamente) em
comparacao com o grupo placebo (WANG et al., 2002). Os efeitos analgésicos
e sedativos em camundongos através dos testes de contorcdo (contagem de
contor¢des da parede abdominal) e de placa quente (avalia o tempo em que o
animal permanece sobre uma chapa metélica aquecida) mostrou que extrato
etandlico da raiz de noni (1600 mg/kg) possui atividade analgésica significativa
nos animais, semelhante ao efeito da morfina (75% e 81% de protecdo com
extrato de noni e morfina, respectivamente), sem apresentar toxicidade
(YOUNOS Et al., 1990).

2.6.5 Atividade cardiovascular

Pesquisas demonstraram os efeitos do noni na prevencdo da
arteriosclerose, uma doenca relacionada a oxidacao de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). Os extratos metandlico e acetato de etila mostraram inibigdo
da oxidacdo de LDL induzida pelo cobre com 88% e 96% de inibicéo,
respectivamente, através do método da substancia reativa do acido
tiobarbiturico. Este efeito benéfico foi associado a presenca de lignanas e
dimeros de fenilpropandides (KAMIYA et al., 2004).

Foi isolado do fruto a lactona (+)-3,3’bisdimetiltanegool (Figura 10)
responsavel pela inibicdo da 5- ou 15-lipoxigenase (DENG et al., 2007).
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Figura 10 — Estrutura quimica do (+)-3,3’bisdimetiltanegool

2.7 Bactérias

S80 0s principais micro-organismos responsaveis pelos processos de
contaminagao dos alimentos, devido a sua abundancia e patogénese. Atuam
sob numerosos tipos de substratos, sob vérias faixas de temperatura e pH,
assim como diversas condicdes do meio ambiente. Estes micro-organismos
sdo agentes importantes na etiologia das DTAs de origem microbiana, sendo
responsaveis pelo maior nimero de doencas e de mortes, sejam causadoras
de infec¢Bes, toxinoses ou toxiinfecgdes (SOUSA, 2003; JAY, 2005).

Dentre as bactérias que causam patogenias em humanos destacaremos
nesse trabalho: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, e
Pseudomonas aeruginosa, por se tratarem das bactérias utilizadas nos

experimentos.

2.7.1 Staphylococcus aureus

As enterotoxinas estafilocécicas (SE) excretadas nos alimentos por
estirpes enterotoxigénicas de Sthaphylococcus coagulase positivo (CPS), e
Stapphylococus aureus, sdo responsaveis por um grande numero de doencas

por ingestao de alimentos contaminados em todo o mundo (PIRES, 2011).

S.aureus € uma das bactérias mais importantes entre os estafilococos.
O transporte nasal é considerado uma fonte primaria de contaminacao de

alimentos manipulados manualmente, bem como uma fonte de transmissao de
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S. aureus entre humanos. Cerca de 20% de seres humanos saudaveis séo
estimados como colonizados persistentemente por S. aureus, enquanto que
60% podem ser colonizados intermitentemente (KLUYTMANS et al., 1997).

A ingestao de toxinas produzidas e liberadas pelas bactérias durante sua
multiplicacdo pode causar intoxicacdo alimentar, ocasionando risco a saude
humana. As enterotoxinas produzidas por algumas cepas de S. aureus foram
reconhecidas como agentes causadores da intoxicacdo alimentar por
estafilococos (SFP). A sua termoestabilidade e resisténcia relativamente
elevada a protedlisesugerem que podem suportar tanto o tratamento térmico
dos alimentos como a digestdo no estdbmago. O consumo de produtos
contendo enterotoxina provoca vomitos em seres humanos, freqientemente
acompanhados de gastroenterite (BALABAN; RASOOLY, 2000; LE LOIR et al.,
2003).

O tempo de incubacdo da doenca pode variar de 30 minutos até 8 horas,
todavia, na maioria dos casos, 0s sintomas aparecem entre 2 e 4 horas logo
apos a ingestao do alimento contendo este patégeno (FISHER et al., 2007). Os
sintomas tipicos variam de nauseas a dor abdominal, vdmitos, mialgia, diarréia,
tontura, febre, prostracéo e cefaléia (HENNEKINE et al., 2012).

2.7.2 Bacillus subtilis

O Bacillus subtilis € pertencente a familia Bacillaceae, é um bastonete
Gram-positivo, aerdbio facultativo, ndo patogénico, produtor de acido acético,
formados de esporos, podendo ser constantemente encontrado no solo
(MAZZA, 1994). E uma das muitas bactérias encontradas no corpo humano,
podendo também ser encontrada em plantas e no solo. Este tipo de bacilo s6 é
prejudicial ao ser humano quando as colbnias crescem de modo desordenado
causando infecgbes, infeccbes essas que sao chamadas de infeccOes
alimentares, a pessoa contaminada pode sentir os efeitos em torno de 10
minutos, podendo durar até dois dias (LANNA et al., 2010).
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O B. subtilis € uma bactéria utilizada para estudar caracteristicas de
coloénias. Ela cresce rapidamente sobre Agar em praticamente qualquer
condicdo, possuindo caracteristicas proprias (LANNA et al.,, 2010). Esta
bactéria largamente encontrada no solo, pelo fato de crescer em uma vasta
gama de temperaturas e alta velocidade de crescimento, ainda apresenta
capacidade de deslocar-se. Além disso, podem produzir enddsporos
(estruturas néo reprodutivas, com funcdo de garantir a sua sobrevivéncia a
periodos de estresse ambiental), enzimas hidroliticas e antibioticos
(SLEPECKY; HEMPHILL, 2006).

2.7.3 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli € um micro-organismo patégeno do trato
digestério do homem e dos animais de sangue quente. Apresentam-se na
forma de bacilos Gram-negativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
nao esporulados, aerdbicos ou ndo anaerdbicos facultativos, capazes de

fermentar a glicose, produzindo acido e gas (CROXEN, 2013).

E. coli possui cepas ndo patogénicas que tem como habitat o trato
entérico de humanos e animais sadios, e cepas altamente patogénicas,
responsaveis por provocarem surtos de doencas em humanos e animais com
consideravel taxa de mortalidade. Na ocorréncia de cepas ndo patogénicas em
alimentos e agua indica contaminacdo direta ou indireta de origem fecal, sendo
considerado o indicador classico da possivel presenca de micro-organismos
patogénicos (JAY, 2005).

Dentre as cepas de E.coli, existe um grupo capaz de provocar doencgas
em individuos humanos, dentre elas: a E. coli enteropatogénica (EPEC); a E.
coli enteroinvasora (EIEC), a E. coli enterotoxigenica (ETEC) e a E. coli
enterohemorragica (EHEC) (CVE, 2010).
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2.7.4 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa pode causar infeccdo nosocomial grave
(doenca adquirida pela estadia em estabelecimentos de saude), com alta taxa
de mortalidade (OSMON, 2004). Esta espécie é uma bactéria Gram-negativa
sendo causadora das principais infecgdes hospitalares, existem varios estudos
publicados de diminuicdo da susceptibilidade de P. aeruginosa aos
antimicrobianos no Brasil e demais paises (ANDRADE, 2003; VAN, 2003).
Podemos destacar a diminuicdo da sensibilidade aos antibidticos de maior
espectro como os carbapenémicos e as cefalosporinas anti-pseudomonas
(NICOLETTI et al., 2006).

P. aeruginosa pode ser encontrada no solo, agua, plantas e mesmo
animais, incluindo seres humanos (GALES et al., 2001). Em ambientes
hospitalares torna-se um agente infeccioso importante, principalmente em
pacientes predispostos, que apresentam quebra de barreiras fisicas e
imunossupressao (PAVIANI et al., 2004).

2.8 Fungos

S&80 micro-organismos que convivem cONOSCO, estes organismos sao
encontrados praticamente em qualquer local do ambiente que nos cerca,
podendo causar doencas de origem alimentar, todavia sdo bem menores que

as doencas causadas por bactérias (MURRAY, 2015).

Alguns fungos possuem a capacidade de produzir toxinas, chamadas de
micotoxinas. Grande parte dessas micotoxinas afeta Orgdos e tecidos,
ocasionando diversas patologias cronicas. Os principais efeitos registrados séo
inducdo a neoplasias, lesdo renal e depressdo do sistema imune (MURRAY,
2015). Estdo descritas as leveduras Candida albicans e Candida utilis, por

serem utilizadas nos experimentos desse trabalho.
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2.8.1 Candida albicans

E a espécie mais isolada de infeccdes superficiais e invasivas em
diferentes sitios anatémicos de todas as partes do mundo. E uma levedura com
potencial patogénico muito conhecido. Apresenta como principais fatores de
patogenicidade e viruléncia a capacidade de aderéncia a diferentes mucosas e
epitélios. O dimorfismo com producao de estruturas filamentosas, que auxiliam
a invaséo tissular, a termotolerancia significativa, e a producdo de enzimas
como proteinases e fosfolipases. C. albicans é sensivel a todas as drogas

antifingicas de uso sistémico (DIGNANI et al., 2003).

2.8.2 Candida utilis

Levedura geralmente empregada na industria, principalmente em reacfes
de fermentacdo né&o alcodlica, resultando assim em diversos compostos
organicos (aminoacidos e enzimas), como por exemplo, o acetaldeido. Este
microorganismo é capaz de utilizar alcodis como fonte de carbono. Como
patbgeno € extremamente rara em fungemias (de baixa viruléncia, ndo
acomete individuos com imunidade alta, podendo ser encontrada no trato
digestivo de pacientes hospitalizados). Em cultura gera um distinto aroma que
se assemelha ao de péra (BOUGNOUX, 1993).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

e Determinar a composi¢cdo quimica e avaliar a atividade antimicrobiana

dos 6leos essenciais de Morinda citrifolia.

3.2 Objetivos especificos:

e Obter por hidrodestilacdo os 6leos essenciais das diferentes partes do
noni;

e Identificar por CG-EM a composicdo quimica dos Oleos essenciais
extraidos dos diferentes tecidos de Morinda citrifolia;

e Determinar via CMI a acdo antibacteriana do 6leo essencial do fruto
frente as bactérias: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli e Pseudomonasaeruginosas;

e Determinar via CMI a acéo antifungica do 6leo essencial do fruto frente
aos fungos: Candida albicans e Candida utilis;

e Obter o 6leo essencial esterificado dos frutos do noni.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do material vegetal

O material vegetal foi coletado em agosto de 2016 as 8h da manh&no
Campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco (8°00°54.5"S;
34°57°05.2"0). Uma amostra vegetal da espécie foi identificada e prensada
para montagem de exsicata que foi incorporada ao acervo do Herbario

Professor Vasconcelos Sobrinho da UFRPE com o nimero de registro 53466.

4.2 Extracdo dos 6leos essenciais e calculo do rendimento

Os oOleos foram obtidos por hidrodestilacdo usando um aparelho de
Clevenger modificado (Figura 11) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).

Figura 11 — Aparelho de Clevenger maodificado
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Foram utilizados folhas, caules e frutos frescos. Utilizando-se 500g de
cada material vegetal. As folhas foram trituradas, e o material vegetal foi
colocado em um baldo de 5 L e preenchido com 3,5 L com agua destilada e
submetidas a hidrodestilacdo por 2h, a fim de calcular os rendimentos. O

mesmo procedimento aplicou-se para os caules e frutos.

Apos 2h o hidrolato foi recolhido e os 6leos esséncias foram extraidos trés
vezes com diclorometano (25 mL, 15 mL e 5 mL). As solucbes contendo
diclorometano foram tratadas com sulfato de sodio anidro (Na2SOa4) com o
intuito de remover toda a agua da solucdo, em seguida foram filtradas e
concentradas em rotaevaporador. Os Oleos foram pesados em balanca

analitica.

Material vegetal 5009,
trituradas e adicionadas ao
baldo com 3,5 L de 4gua
destilada.

Hidrodestilag&o por 2h,
separagao em funil de
decantacdo.

Oleo + Agua

Oleo + CH2C|2 Fase aquosa

Na,SO., filtracdo e
rotaevaporacao.

|
Oleo

CG-EM

\ 4

Figura 12 — Esquema da extra¢é@o do 6leo essencial
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O rendimento dos 6leos foi calculado utilizando a equacgéo:

o]
R(%) = —2°°_ x 100
Mplanta

Onde:

R(%) = rendimento da producao de Oleo essencial.

Msieo= massa de 6leo obtida (em g).

Mplanta = Massa das partes aéreas folhas, caule e frutos (em Q).

Depois da pesagem, as amostras foram mantidas em refrigerador e ao

abrigo da luz, para futuras analises cromatograficas e testes biolégicos.

4.3 Obtencao dos ésteres metilicos do fruto do noni

Uma aliquota de 350 mg do 6leo essencial do fruto foi dissolvida em 30
mL de metanol. Em seguida adicionou-se 1 mL de &cido sulftrico (H2SO4), em
seguida a reacdao refluxada por um periodo de 2h. Apés o resfriamento foram
adicionados 20 mL de solucédo saturada de cloreto de sédio (NaCl) em seguida
a mistura foi extraida trés vezes (25 mL, 15 mL, 5 mL) com hexano
(CAVALCANTE, 2015). A solucdo hexanica obtida foi tratada com Na2SO4
anidro, filtrada e evaporada em rotaevaporador e forneceu 315 mg (90%) de
uma mistura oleosa marrom escuro denominada de ésteres metilicos, os quais
foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas CG-EM.

4.4 Analise da composicdo quimica dos 6leos essenciais

A identificacdo dos constituintes quimicos dos oOleos essenciais foi feita

por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas CG-EM, na
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qual utilizou-se um Autosystem equipado com uma coluna de silica fundida DB-
5 (30m x 0,25 mm x 0,25 pum) ligado a um Perkin-Elmer turbomass. A
temperatura do forno foi programada de 60°C a 246°C, com aumento de
3°C/min. Os compostos foram identificados por comparacdo dos indices de
retencdo, em relagcdo aos dos n-alcanos Cs-C26 € comparagcdo com banco de
dados da literatura (ADAMS, 2007).

4.5 Atividade biol6gica

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
Agroindustria da Universidade Federal Rural de Pernambuco — Lotado no
Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) — Dois irmaos/Recife-PE.

Para a atividade antimicrobiana do 6leo essencial do fruto foram utilizados
06 (seis) micro-organismos provinientes da Cole¢do de Micro-organismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (Tabela
3). A suspensdo dos micro-organismos foi padronizada pela turvacdo
equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mcfarland em agua destilada,
correspondente a uma concentracdo de 1,5 x 108 UFC/mL para bactérias e 1,5
x 107 UFC/mL para fungos. A solucéo estoque foi preparada utilizando 20 mg
do dleo, diluido em 1 mL de de etanol, em seguida foi retirada uma aliquota de
25 uL e realizada a diluicdo para obter uma solucdo com concentracédo de 2500

pg/mL.
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Tabela 3 — Micro-organismos testes utilizados na atividade antimicrobiana

Bactérias Gram-Positivas  Bactérias Gram-Negativas Fungos Leveduriformes
Staphylococcus aureus Escheria coli Candida albicans
UFPEDA 02 UFPEDA 224 UFPEDA 1007
Bacillus subtilis Pseudomonas aeruginosa Candida utilis
UFPEDA 86 UFPEDA 416 UFPEDA 1009

4.6 Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

O teste de CMI foi realizado através da técnica de microdiluicdo, em
multiplacas com 96 pocgos, conforme o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CSLI, 2010). Cada multiplaca foi padronizada conforme mostrado na
(Figura 13) abaixo.

0090000900 O®O®S =
00000000000 e 1o
coe®eecCoe®0e0C 00O -
"eeeeceeece® P o
‘e®eec@®®O0C OO ®
"e®se®Cc 0000 O®®O ©
‘oeo@0e@®@OO®@OOOO®® | 399
Heeeeoeee®eOce®e®® | 15
M|S |MI|P Al A2

M= Meio, S= Solvente+Meio, MI= Microrganismo+Meio, P= Padrdo+Meio, Amostra 1, Amostra 2.
Fonte: (AQUINO, 2016).

Figura 13 — Padronizagéao das multiplacas
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As multiplacas foram preparadas de acordo com o micro-organismo a ser
testado. Foram utilizados meios de cultura liquidos Saubouraud (Sab) para
Fungos Leveduriformes; e meio liquido Mueller Hinton (MH) para Bactérias
Gram-Positivas e Gram-Negativas. Nos pocos da solugcdo teste, (Linha A,
Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12), foram distribuidos 175 pL de meio liquido e
adicionado 25 pL da solucédo estoque (Amostra), totalizando nesta primeira
linha 200 pL. Nas demais linhas (B, C, D, E, F, G e H, Colunas 6, 7, 8 e 10, 11,
12), adicionou-se 100 pL de meio. Na coluna 2 - Solvente (S), além dos 75 pL
de meio, sendo acrescentado 25 pL de solvente. Na coluna 3 - Microrganismo
(MI) foi distribuido 100 pL de meio e acrescentado 10 pL dos indculos
microbianos padronizados. Por final, na coluna 4 — Padrao (P) foram colocados
97,5 uL de meio e acrescentados 2,5 pL da solucdo Padrao de Metronidazol 10
pg/mL para as Bactérias e Fluconazol 50 pg/mL para os Fungos.

Terminado a etapa anterior iniciou-se o0 processo de microdiluicao
seriada, que foram retiradas com uma micropipeta 100 uL da Linha A - Colunas
6, 7, 8 e 10, 11, 12, e depositados na Linha B (Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12),
sendo misturados e retirados novamente 100 pL, seguindo este processo
sucessivamente até a Linha H, obtendo-se concentracdes decrescentes que
variam de 2500 até 19.5 pg/mL. Apds a diluicdo das amostras, adicionou-se 10
puL dos in6culos microbianos padronizados, exceto nos pocos da Coluna 1 -
Meio (M), Coluna 2 - Solvente (S) e Coluna 4 — Padrdo (P). As microplacas
foram cultivadas em estufas distintas: a 37°C por 18 a 24 horas para as
bactérias, e 30°C por 48 a 72 horas para Fungos Leveduriformes.

4.7 Leitura das Microplacas

Apos o periodo de cultivo, as microplacas foram reveladas com uma
solucdo indicadora de Resazurina soédica, em agua destilada estéril, na
concentracéo de 0,01% (p/V), do qual 10 pL foi adicionado em cada poco das
microplacas aos testes antimicrobianos. No decorrer de 2 horas foram

incubadas ao abrigo da luz para que ocorra a mudanca de coloragcdo nos
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pocos. O teste de CMI define como a menor concentracdo de um produto
testado é capaz de inibir o crescimento de micro-organismos, evidenciado pela
cor azul inalterada. Também sera utilizado o método de turbidez para a
determinacdo do crescimento ou inibicdo das linhagens fungicas. Tais
resultados sdo mostrados, quando apresenta turvacdo dos pogcos em

decorréncia ao crescimento dos fungos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos dos 6leos essenciais de Morinda citrifolia

Como apresentado na tabela 4 os rendimentos dos 6leos essenciais dos
caules e folhas foram baixos, quando comparado ao rendimento do Oleo

essencial dos frutos.

Tabela 4 — Rendimentos das extragdes dos 6leos essenciais

Massa do material Massa do 6leo
vegetal (g) essencial (g) Rendimento (%)
Caules 500 0,002 0,0004
Folhas 500 0,005 0,001
Frutos 500 0,570 0,114

5.2 Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Os constituintes quimicos identificados nos 6leos essenciais dos caules,
folhas e frutos estdo listados nas tabelas 4, 5 e 6, na ordem de eluicdo em

coluna DB-5. .

O perfil quimico do Oleo essencial do caule mostrou um pico majoritario
em 7,75 min. (Figura 14) e identificado como p-menta-1-(7),8-dieno com
percentagem relativa de 9,64%, seguido pelo composto, alil decanoato
(7,50%), também foram identificados hexadecanol (2,10%) e o L-eicoseno
(2,37%) (Figura 15), compostos identificados anteriormente no 6leo essencial
das folhas. No total foram identificados 23 compostos com percentual de

(78,81%) como apresentado na tabela com (Tabela 5).
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Tabela 5 — compostos identificados no éleo essencial do caule de Morinda citrifolia.

SUBSTANCIA IR Al (%)
Hexanoato de metila 917 918 3,88
Tricicleno 926 921 1,56
p-Mentha-1(7),8-dieno 1004 1003 9,65
p-Cimeno 1022 1020 5,05
o-Tolualdeido 1040 104 2,79
Dihidrotagetona 1046 1046 1,34
y-terpineno 1051 1054 1,76
Dehidro sabina cetona 1100 1117 1,69
trans-Hidrato depineno 1122 1119 2,63
Virideno 1156 1163 2,01
p-metil acetofenona 1179 1179 1,31
Decanol 1254 1266 1,21
2-etil mentona 1266 1269 3,92
Cipereno 1388 1398 7,17
Alil decanoato 1477 1476 7,51
Liguloxido 1523 1534 1,55
Epi-longipinanol 1564 1562 1,25
y-asarona 1593 1572 4,76
Z-asarona 1619 1616 4,98
Mustakona 1673 1676 6,56
2-pentadecanona 1688 1697 1,75
Hexadecanol 1857 1874 2,10
L-eicoseno 1951 1987 2,37
Total = 78,81%

*(IR) - Indices de rentenc3o calculados nos tempos de renteng¢3o em comparacdo com uma série de n-alcanos em

coluna de capilaridade DB-5. (Al) indices de rentencéo da literatura. IR = indice de retengdo. Al = Arithmetic Idex.

caule none_05_04
100+ 7.75

8.50 j 13750 j 18750 j 23/50 j 28/50 j 33/50 j 38/50 j 4350

Figura 14 — Cromatograma do 6leo essencial do caule de Morinda citrifolia obtido por
CG-EM.
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Figura 15 — Estruturas quimicas da p-menta-1-(7),8-dieno (1), alil decanoato (2),
hexadecanol (3) e o L-eicoseno (4).

A porcentagem de identificacdo dos componentes volateis do Oleo
extraido do fruto foi de 85,55% do total, referente a nove compostos
identificados (Tabela 5). Os principais compostos identificados foram o &cido
octandico (38,68%) o acido hexandico (20%) e o octanoato de metila (17,17%),
os dois primeiros componentes foram relatados anteriormente por (SARDJONO
et al., 2016), apresentando proporcdes diferentes (61,91% e 21,17%). De
acordo com Arctander (1969), os acidos hexandico e octandico (Figura 16) sao
0s responsaveis pelo odor pronunciado dos frutos maduros do nonie
semelhante a de “queijo putrefato”. Podemos destacar também a presencga de
outros ésteres no Oleo essencial dos frutos, como o hexanoato de metila
(6,11%) e isobutanoato de pentila (1,48%), sendo que estes ésteres foram
relatados previamente nodleo essencial dos frutos por (PINO et al., 2010).

Figura 16 — &cidos carboxilicos identificados no fruto de Morinda citrifolia acido
hexandico (1), acido octandico(2).
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Tabela 6 — Composi¢do quimica do 6leo essencial do fruto

SUBSTANCIA IR Al (%)
Hexanoato de metila 916 927 6,11
Acido hexandico 980 967 20,00
Hexanoato de etila 993 997 0,15
Isobutanoato de pentila 1058 1049 1,48
Nonan-2-ona 1086 1087 0,27
Octanoato de metila 1119 1123 17,17
Acido octandico 1191 1175 38,68
Acido decandico 1350 1363 0,98
Octanoato de isoamilo 1446 1442 0,69
Total= 85,55 %

*(IR) - Indices de rentenc3o calculados nos tempos de rentengdo em comparacdo com uma série de n-alcanos em

coluna de capilaridade DB-5. (Al) indices de rentencéo da literatura. IR = indice de retengdo. Al = Arithmetic Idex.
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Figura 17 - Cromatograma do 6leo essencial do fruto do noni obtido por CG-EM.

Os espectros de massas dos compostos majoritarios do 6leo essencial
dos frutos apresentaram um padrdo de fragmentagéo caracteristico de acidos
carboxilicos, que confirma a identificacdo dos acidos no 6leo essencial nos
frutos (Figuras 18-19).
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Figura 18 — Espectro de massas do &cido hexandico
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Figura 19 — Espectro de massas do acido octandico

Os acidos carboxilicos que possuem hidrogénio-y sofrem fragmentagao
pelo rearranjo McLafferty (Figura 20) representado pelo *ion m/z 60. A
ramificacdo do carbono a aumenta a massa desse fragmento.
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Figura 20 — Rearranjo de McLafferty em acidos carboxilicos
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O espectro de massas do éster identificado como um dos compostos
majoritarios apresenta um padrao de fragmentacdo caracteristico dos ésteres,

gue confirma a identificacéo do éster no 6leo (Figura 21).
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Figura 21 — Espectro de massas do octanoato de metila

O *ion 74 m/z é caracteristico de ésteres metilicos e geralmente € ion
mais intenso (pico base) de ésteres carboxilicos de cadeia linear na faixa de Cs
a Cze. Este ion é devido ao rearranjo de McLafferty, devido a quebra da ligacédo
B em relagdo ao grupo C=0 e migracao do hidrogénio (Figura 22).
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Figura 22 — Rearranjo de McLafferty em ésteres

O dleo essencial dos frutos foi submetido a reacdo de esterificacdo com
metanol e foram obtidos os ésteres hexanoato de metila (12,15%), octanoato
de metila (83,38%) e o decanoato de metila (4,46%), O perfil quimico do oOleo

essencial dos frutos esterificado (Figura 23) mostrou picos majoritarios em 5,35
60
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min. (hexanoato de metila), 12,33 min. (octanoato de metila) e 20,7 min.

(decanoato de metila).

Os espectros de massas dos ésteres identificados apos

esterificacdo estao apresentados abaixo (Figuras 24, 25 e 26).
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Figura 23 — Cromatograma do 6leo essencial do fruto esterificado
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esterificacdo do 6leo essencial do fruto.
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Figura 25 — Espectro de massas do octanoato de metila (CoH150>) identificado apds

esterificacdo do 6leo essencial do fruto.
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Figura 26 — Espectro de massas do decanoato de metila (C11H220-) identificado apds

esterificac@o do 6leo essencial do fruto.

A percentagem de constituintes quimicos identificados das folhas de M.
citrifolia foi de 93,22%, referente a 20 compostos listados na Tabela 6. O 6leo

essencial das folhas apresentou pico majoritario em 49,32 min. (Figura 27), que
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foi identificado como o diterpeno trans-fitol (49,32%) (Figura 28), composto
relatado por (KOUAME et al., 2010) apresentando proporcao diferente (28,4%).

Os demais compostos majoritarios foram n-tetradecanol (6,76%) e 3-
metoxiacetofenona (4,1%).
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Figura 27 — Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Morinda citrifolia.
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Figura 28 — Espectro de massas e estrutura quimica do trans-fitol identificado no 6leo
das folhas de Morinda citrifolia.
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Tabela 7 — Compostos identificados no 6leo essencial das folhas de Morinda citrifolia.

SUBSTANCIA IR Al (%)
fS-citroneleno 954 950 1,28
Cumeno 957 - 0,80
Mesitileno 990 994 1,48
2E,AE- heptadienal 1007 1005 0,80
Limonemo 1015 1024 1,30
1,2,4 - trimetilbenzeno 1016 1021 0,38
Nerol 1212 - 0,82
Citronelol 1221 1223 0,65
Timol 1292 1289 1,50
3 —metoxiacetofenona 1300 1298 4,10
Tetradecano 1392 1400 0,86
Italiceno 1409 1405 0,76
n-dodecanol 1451 1469 0,73
Jasmolactona 1489 1487 1,87
2E-Tridecen-1-al 1551 1568 1,90
L-hexadeceno 1584 1588 2,94
n-tetradecanol 1683 1671 6,76
Pentadecanol 1780 1773 2,81
Octadec-1-eno 1785 1789 2,53
Ciclopentadecanolide 1815 1833 1,11
Hexadecanol 1875 1874 2,51
L-eicoseno 1971 1987 2,40
Geranil linalol 2039 2026 1,13
Trans-fitol 2073 - 49,32
n-octadecanol 2139 2077 0,50
n-docosano 2163 2200 1,98
Total = 93,22%

*(IR) - Indices de renteng&o calculados nos tempos de rentengdo em comparagdo com uma série de n-alcanos em

coluna de capilaridade DB-5. (Al) indices de renteng3o da literatura. IR = indice de retengdo. Al = Arithmetic Idex.

5.3 Atividade antibacteriana

Os valores das Concentragcbes Minimas Inibitérias (CMIs) dos 6leos

essenciais obtidos para as bactérias em estudo estdo mostrados na (Tabela 8).

O oleo essencial do fruto apresentou atividade inibitéria para todos os
microorganismos testados, o 6leo essencial do fruto apresentou CMI que variou
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de 156 pg/mL a 625 pug/mL, com a menor CMI para o B. subtilis e a maior CMI
para P. aeruginosa, respectivamente. De acordo com trabalho realizado por
Aligiannis et al., (2001) com 06leo essencial, valores de concentragbes < 500
pg/ml sdo considerados ativos para a inibicdo de microorganismos, e moderada
nas concentragdes entre 600 e 1200 pg/mL.

Em levantamento bibliografico, ndo foi encontrado trabalhos que
pudessem colaborar com o0 estudo realizado, mostrando assim relevante

importancia na utilizacdo do 6leo essencial dos frutos de Morinda citrifolia.

Tabela 8 - Concentracdo Minima inibitéria dos 6leos essenciais de Morinda citrifolia

frente as bactérias S. aureus, B. subtilis, E.coli e P. aeruginosa.

CMI (ug/mL)

Bactérias Gram FRUTO FOLHA CAULE
S. aureus + 312,5 NT NT
B.subtilis + 156,2 NT NT
E.coli - 312,5 NT NT
P.aeruginosa - 625 NT NT

*NT: ndo testado

Em uma andlise comparativa entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, associando a sensibilidade a antimicrobianos, Burt (2004) confirma
gue na maior parte dos estudos envolvendo a acéo dos 6leos essenciais frente
a microorganismos patogénicos concorda que, no geral, os Oleos sédo
levemente mais ativos nas bactérias Gram-positivas do que as bactérias Gram-
negativas, isso se deve ao fato das espécies Gram-negativas serem menos
sensiveis a acdo dos 0Oleos essenciais devido a existéncia de uma membrana
exterior que cerca a parede celular, o qual restringe a difusdo dos compostos

hidrofobicos através da parede externa.
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5.4 Atividade antifungica

Os valores das Concentracdes Minimas Inibitérias (CMIs) dos Oleos

essenciais obtidos para os fungos em estudo estdo expressos na (Tabela 9).

O oOleo essencial do fruto apresentou atividade inibitéria para os fungos
testados, com CMI que variou de 39 pg/mL a 78,1 pg/mL, com a menor CMI

para C. albicans e maior para C. utiilis.

Tabela 9 - Concentracdo Minima inibitéria dos 6leos essenciais de Morinda citrifolia

frente aos fungos C. albicans e C. utiilis.

CMI (pg/mL)

Fungos FRUTO FOLHA CAULE
Candida albicans 39,0 NT NT
Candida utilis 78,1 NT NT

*NT: ndo testado

O mecanismo de acdo Interferéncia/lnibicdo nos fungos pode ser

explicado devido aos seguintes fatores:

e Interferéncia na transferéncia de elétrons nas células;
¢ Inibicdo do metabolismo e diviséo celular;

e Inibicdo das enzimas de sintese da parede celular;

e Alteracdo da permeabilidade da membrana celular;

e Formacéo de poros e perda de pequenas moléculas.

Saad et al.,, (2013) descreveram que a acdo dos Oleos essenciais
resulta na modificacdo do gradiente de ions e consideram tal efeito a
capacidade dos compostos quando desprotonado, de se ligar a cations e
transporta-los através da membrana. O mecanismo de acédo toxica dos acidos

graxos contra fungos ndo envolve quelagdo de cations, mas sim um aumento
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da permeabilidade da célula por meio de alteracBes na sua parede (SAAD, et
al., 2013). Segundo Andrews et al., (1980) os acidos graxos destroem a
integridade da parede celular dos fungos, inibindo a respiracdo e 0S processos

de transporte dos ions, ocasionado assim a morte celular.

67



6 CONCLUSOES

Foram identificados no 6leo essencial dos frutos nove compostos que
apresentou como majoritarios: o acido hexanoico (20,00%), acido octandico
(38,68%) e o octanoato de metila (17,17%). ApoOs, reacao de esterificacdo do
Oleo essencial dos frutos foi obtido trés ésteres metilicos o hexanoato de metila
(12,15%), octanoato de metila (83,38%) e o decanoato de metila (4,46%)

No O6leo essencial das folhas foram identificados 26 compostos,
apresentando como composto majoritario o trans-fitol 49,32%. No Oleo
essencial do caule foram identificados 23 compostos apresentando como
compostos majoritarios com percentagem relativa de 9,64% para o composto
p-menta-1-(7),8-dieno, seguido pelo composto o alil decanoato (7,5%), além
dos compostos hexadecanol (2,1%) e o L-eicoseno (2,37%) ambos
identificados no oOleo essencial das folhas.

O dleo essencial do fruto de Morinda citrifolia apresentou atividade
inibitéria para todos os microorganismos testados, com CMI que variou de 156
pg/mL a 625 pg/mL, para bactérias, com a menor CMI para o B. subtilis e a
maior CMI para P. aeruginosa, respectivamente, sendo que para nosSsO
conhecimento ndo ha dados na literatura referentes aos valores de CMI para o
Oleo essencial de Morinda Citrifolia. Para os fungos testados, o 6leo essencial
do fruto apresentou forte atividade inibitéria, com CMI que variou de 39 pg/mL a
78,1 pg/mL, com a menor CMI para C. albicans e maior para C. utilis,

respectivamente.
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