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RESUMO

A diversidade de plantas das florestas tropicais da Amazbnia verificada
taxonomicamente retune 14.003 espécies das quais 6.727 sdo arvores incluindo o
cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum.) cujo valor agregado esta na polpa e na
améndoa que compfe o fruto usado na industria de alimentos e cosméticos.
Entretanto, com a crescente exploracdo ha um aumento expressivo do volume de
residuos organicos gerados decorrentes do processamento agroindustrial, o que
gera um problema ambiental, principalmente no Pard, principal produtor brasileiro
dos frutos do cupuacu. Os estudos com foco nesses residuos sdo escassos, por iSso
objetivamos analisar os residuos agroindustriais de T. grandiflorum pela via
fitoquimica e das atividades biol6gicas visando produtos bioativos. A caracterizagcéo
fitoquimica foi obtida pela quantificacdo dos compostos fendlicos totais, flavonoides
totais e taninos condensados. Nos ensaios biol6gicos a atividade antioxidante foi
avaliada pelos métodos de DPPH e ABTS e atividade antimicrobiana determinada
pelo método de difusdo em pocos para a determinagdo da Concentracao Inibitoria
Minima (CIM). A caracterizacdo quimica foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de foto-diodos (CLAE-PDA),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um Espectrémetro de Massas
(CLAE-ESI-EM/EM) e anotacdes de compostos quimicos pela rede Molecular
Networking. Os resultados obtidos mostraram o fruto com peso médio de 1146,2 g,
correspondendo a 37,3 % de epicarpo, 36,4 % de mesocarpo, 22,6 % de endocarpo
e 3,7 % de fibra central. Na caracterizacdo fitoquimica as sementes e cascas
obtiveram maior concentracdo de compostos fendlicos sem apresentar diferenca
estatistica, no entanto a semente se destacou por apresentar maiores teores de
flavonoides e taninos condensados, em relacdo as demais partes do fruto. Na
atividade antioxidante a casca apresentou maior captura dos radicais DPPH e ABTS
que as demais amostras, o que conduziu aos extratos etandlico e hidroalcéolico a
partir dos residuos das cascas que na caracterizacdo quimica por CLAE-PDA
apresentou bandas majoritarias no comprimento de onda A=270 nm caracteristico de
taninos condensados. As analises por CLAE-ESI-EM/EM caracterizaram 16
substancias e, apresentaram ions de maior intensidade com m/z 341 caracteristico
do composto acido caféico 3-glucosideo e o ion m/z 289 sugestivo de massa de
catequina para os extratos hidroalcoolico e etandlico, respectivamente. As analises
por redes moleculares anotaram 23 substancias correlacionadas com ambos o0s
extratos correspondentes a classe dos &acidos fendlicos e flavonoides. Ap6s a
caracterizacdo os extratos foram testados frente a atividade antimicrobiana com
resultado positivo para os extratos hidroalcéolicos nas cepas S. aureus, Salmonella
sp, e E. coli. Enquanto o extrato etandlico foi ativo apenas frente a Salmonella sp.
Este estudo inédito identificou compostos fendlicos da casca de cupuagu com
potencial antioxidante e antimicrobiano, e a estratégia de combinacdo das técnicas
de CLAE-ESI-EM/EM e Molecular Networking possibilitou uma interpretacao rapida e
otimizada dos dados gerados da desreplicacdo de extratos das cascas de T.
grandiflorum.

Palavras-chave: Bioprospeccdo. Fitoquimica. Tecnologia de alimentos. Molecular
networking.



ABSTRACT

The taxonomically verified diversity of tropical rainforest plants includes 14,003
species, of which 6,727 are trees including cupuassu (Theobroma grandiflorum
Schum.) Whose added value is in the pulp and almonds that make up the fruit used
in the food and cosmetics industry. However, with the increasing exploitation there is
a significant increase in the volume of organic waste generated due to agro-industrial
processing, which creates an environmental problem, mainly in Para, the main
Brazilian producer of cupuassu fruits. Studies focusing on these residues are scarce,
so we aim to analyze the agro-industrial residues of T. grandiflorum through the
phytochemical and biological activities aimed at bioactive products. Phytochemical
characterization was obtained by quantifying the total phenolic compounds, total
flavonoids and condensed tannins. In biological tests, the antioxidant activity was
evaluated by the methods of DPPH and ABTS and antimicrobial activity determined
by the method of diffusion in wells to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC). Chemical characterization was performed by High Performance Liquid
Chromatography coupled to a photo-diode array detector (HPLC-PDA), High
Performance Liquid Chromatography coupled to a Mass Spectrometer (HPLC-ESI-
MS / MS) and annotations of chemical compounds through the Molecular Networking
network. The results obtained showed the fruit with an average weight of 1146.2 g,
corresponding to 37.3% of epicarp, 36.4% of mesocarp, 22.6% of endocarp and
3.7% of central fiber. In the phytochemical characterization the seeds and peels
obtained a higher concentration of phenolic compounds without showing statistical
difference, however the seed stood out for presenting higher levels of flavonoids and
condensed tannins, in relation to the other parts of the fruit. In the antioxidant activity,
the peel showed greater capture of the DPPH and ABTS radicals than the other
samples, which led to ethanolic and hydroalcoholic extracts from the bark residues
which in the chemical characterization by HPLC-PDA showed major bands in the
wavelength A = 270 nm characteristic of condensed tannins. The analyzes by HPLC-
ESI-MS/MS characterized 16 substances and, presented ions of greater intensity
with m/z 341 characteristic of the compound caffeic acid 3-glucoside and the ion m/z
289 suggestive of catechin mass for hydroalcoholic extracts and ethanolic,
respectively. The analysis by molecular networks noted 23 substances correlated
with both extracts corresponding to the class of phenolic acids and flavonoids. After
characterization, the extracts were tested for antimicrobial activity with a positive
result for hirdroalcoholic extracts in the strains S. aureus, Salmonella sp, and E. coli.
While the ethanolic extract was active only against Salmonella sp. This
unprecedented study identified phenolic compounds from cupuagu bark with
antioxidant and antimicrobial potential, and the strategy of combining HPLC-ESI-
MS/MS and Molecular Networking techniques enabled a quick and optimized
interpretation of the data generated from the de-replication of bark extracts T.
grandiflorum.

Keywords: Bioprospecting. Phytochemistry. Food Technology. Molecular

Networking.
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1. INTRODUCAO

A Amazobnia € mundialmente conhecida pela biodiversidade de sua flora.
Giacometti (1993) descreveu cerca de 250 espécies de frutos comestiveis na regiao,
entre eles o cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum.), espécie da familia
Malvacea. Este fruto tem ganhado destaque no cenario nacional e internacional,
devido possuir alto teor em gordura, valor nutricional e baixo custo, movimentando a
economia da regido com a producéo de polpas, sucos, sorvetes e doces (OLIVEIRA,
GENOVESE, 2013; SOUZA et al., 2011). Outra vertente da exploragdo comercial
desse fruto, que estad em ascensao, é a fabricacdo de cosméticos e fitofarmacos,
gue tem voltado olhares atentos de pesquisadores para geracdo de novos produtos
e tecnologias a partir dessas matérias-primas (LIMA, 2013).

A producgédo de cupuagu no Brasil segundo os ultimos dados levantados pelo
IBGE (2006), foi de 248.710 toneladas em 2006, gerando uma receita média de
363.903 mil, sendo o Para o estado de maior producéo dessas culturas. Em 2017 a
area plantada dessa monocultura no estado do Para foi aproximadamente 9.738
hectares, com producdo média de 29.558 toneladas, com rendimento de producéo
de 3.111 kg/ha (SEDAP-PA, 2017). Em consequéncia da exploracdo comercial desta
espécie, cresce 0 volume de residuos organicos oriundos do processamento
industrial desse fruto, os residuos industriais do cupuacu, no final da escala de
producao, seriam de aproximadamente 111.919 toneladas a nivel nacional, ao passo
que em média 45 % do fruto € constituido por cascas (NAZARE et al.,1990;
GIORDANI JUNIOR; CAVALI; PORTO, 2014). A exploragdo comercial desse fruto
gera expressivas quantidades de residuos na agroindustria, pois apenas a polpa e
as améndoas possuem valor comercial, o que reflete no aumento da producédo de
lixo orgénico oriundo do processamento desses frutos, causando impactos
ambientais em decorréncia do descarte incorreto desses subprodutos (CARVALHO;
GARCIA; AMAYA-FARFAN, 2006; FREITAS et al., 2015; RODRIGUES, 2010). A
conduta mais geral adotada por algumas empresas € emprega-los como adubo
organico, porém estudos promissores mostram que, esses residuos possuem
significativos teores nutricionais, destacando-se o0 potassio, ferro, selénio e
sobretudo compostos antioxidantes (ANWAR, 2013; AVILA-SOSA et al.,, 2019;
ELIANA et al., 2013).
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A busca por novas moléculas bioativas levou pesquisadores a prospectar
novos bioprodutos e tecnologias sustentaveis, a partir de recursos naturais, tendo
como foco a economia circular, onde o subproduto de uma determinada escala de
producdo € empregado na geracdo de um novo produto ou servico, um dos
protagonistas desse novo cenario econdémico-industrial € o fruto de cupuacu onde
estudos demonstram que a espécie possui grande potencial para a prospeccao de
moléculas bioativas (LIMA, 2013; SANTOS et al., 2010; SANTOS et al., 2004,
YUKIKOGYO CO.LTD, 2019). Séo escassos 0s estudos com foco nos residuos
gerados, a partir, dentro desse contexto, os residuos de cupuacu, possuem potencial
para serem utilizados tanto na industria alimenticia, em composicdes de racfes e
alimentos funcionais, quanto na industria farmacéutica, por possuirem compostos
bioativos como os fendlicos, que sdo associados ao tratamento clinico de certas
patologias, possibilitando um emprego econdmico-sécio-ambiental mais eficiente
para esse subproduto, Tendo em vista o grande potencial biotecnolégico desse
subproduto (KATZ, DOUGHTY, & ALI, 2011; WANG ET AL., 2000; WEISBURGER,
2001).

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Theobroma grandiflorum Schum

O cupuacu (Theobroma grandiflorum) é um fruto nativo da Amazénia, no
género Theobroma essa espécie € o fruto de maior representatividade com peso
médio de quatro quilos. As caracteristicas bromatologicas do fruto sdo de
aproximadamente 45% composto de cascas, 35 % de polpa e 20 % de sementes,
sendo o mesocarpo (polpa), a principal fonte de exploracdo econdmica dessa
espécie, convertida pela industria alimenticia em sucos, néctares, licores, geleias,
bebidas fermentadas, sorvetes, entre outros (NAZARE et al.,1990)

Em seu habitat natural, a arvore do cupuacu é de médio porte, podendo
atingir até 20 metros de altura. As folhagens possuem caracteristicas fisiologicas
alongadas com aproximadamente 30 cm de comprimento e 15 cm de largura; a
coloragédo das folhas variando de résea, quando jovens a verde-escuras, quando
atingem o estagio de maturacdo, suas flores sdo grandes e possuem coloracdo
avermelhada (GONDIN et al., 2001).

Estudos de Matos (2007) demonstram que nao ha diferencas significativas em

relacdo as caracteristicas fisico-quimicas do fruto com os diferentes formatos.
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Todavia, o fruto com formato obovado, apresenta maior rendimento de polpa (39,81
%), enquanto o cupuacu eliptico, é caracteristico por apresentar maior rendimento
de sementes (26,46 %) em relacdo aos demais.

As caracteristicas organolépticas descritas em estudos de Roger et al (2004)
relata que a polpa de cupuacu possui carater acido (pH 3,4), a sua composi¢cao
bromatoldgica é encontrado os valores relevantes de proteinas (8,8 %), lipidios (12,7
%), cinzas (5,3 %), fibras (14,3 %) e matéria seca (12,1 %). O estudo fitoquimico
realizado pelo autor descreve a presenca de aminoacidos e &cidos graxos na
espécie, além da presenca de macronutrientes como potassio (34,3 mg/qg), fésforo
(15,7 mg/g), magnésio (13,1 mg/g), calcio (5,5 mg/g) e sbédio (2,5 mg/g) (LIMA,
2013).

Segundo estudos de Franco, e Shibamoto, (2000), o aroma marcante e
caracteristico do fruto é atribuido ao sinergismo de varios compostos volateis,
destacando-se os ésteres, dentre eles, 42 % corresponde ao butanoato de etila e 22
% ao hexanoato de etila, corroborando com os dados relatados por (Alves e
Jennings, (1979), onde esses mesmos componentes foram caracterizados como
majoritarios na polpa do fruto.

Diante dos dados abordados, evidencia-se que a espécie Theobroma
grandiflorum é um importante recurso natural no cenario agroindustrial da Amazénia,
sendo aplicado em diversas vertentes industriais. Na escala de producdo do
cupuacu, tem se estudado algumas aplicacdes aos residuos oriundos do processo
de industrializacdo, no entanto, a maior parcela desse residuo ainda encontra-se
sem aplicacdo utili a sociedade e passivo no meio ambiente, desafiando
pesquisadores a propor uma exploragdo mais sustentavel, buscando uma

bioeconomia circular na escala de producgéo desse recurso natural (FILHO, 2016).

2.2.Potencial biolégico do cupuagu
Espécies vegetais do bioma amazonico sdo mundialmente conhecidas por
possuirem compostos com atividade biolégica frente a diversas patologias,
colocando a Amazbnia como uma das maiores fontes de conhecimento
etnofarmacol6gico contemporaneo das ultimas décadas (RODRIGUES, 2010). Os
estudos voltados para a descoberta de novos bioprodutos e tecnologias sustentaveis

tem ganhado destaque no cenario industrial e uma das matérias-primas com
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potencial para o desenvolvimento de produtos naturais contendo compostos
bioativos é o fruto de T. grandiflorum.

Com a evolugdo da industria farmacéutica e alimenticia, os nutracéuticos e os
alimentos funcionais tém ganhado destaque, tanto no cenario econémico quanto na
difusdo de seu uso pela populacdo. Os avancos na area da fitoquimica atestaram a
alta eficiéncia, baixa toxicidade e biocompatibilidade no uso de produtos naturais de
origem vegetal (SANTOS et al.,, 2011). O género Theobroma apresenta diversas
classes de compostos fendlicos, apresentando uma diversidade quimica que
contribui para versatilidade desses compostos frente as diversas atividades
bioldgicas.

Dentre esses compostos esta o &cido caféico, que apresenta atividade
antioxidante, neuroprotetora, anti-inflamatoéria, antibacteriana, antiviral,
antiaterosclerética e anticancerigena (MAIA, 2015). A Quercetina, um flavonoide
polifendlico, apresenta propriedades anti-inflamatoérias, anticarginogénica, antiviral,
hepatoprotetora, gastroprotetora, melhora o sistema imunolégico sendo utilizada na
medicina convencional em problemas circulatorios e capilares, sobretudo
inflamacdes (DESCHNER et al.,1991).

Outro composto de importancia econémica encontrado em extratos vegetais
do género Theobroma é a Rutina, comumente conhecida como vitamina P, este um
flavonoide glicosilado pertencente a classe dos flavonois. Estudos de Park (2010)
descrevem a importancia farmacologica e terapéutica dessa substancia por ter
atividade inibitoria do processo de formacao de radicais livres. As catequinas sao
substancias bioativas também presentes no género taxonémico Theobroma,
pertencentes ao grupo dos polifendis possui acdo direta nas desordens estéticas,
como o envelhecimento precoce cutaneo ocasionado pela exposicdo aos radicais
livres e pelo processo inflamatério induzido (S&, 2010). Estudos conduzidos por
Manfredini (2004) relata a bioatividade das catequinas frente a diversas patologias,
como: cardiopatias, infeccbes virais, diabete mellitus, inflamacbes e doencas
degenerativas.

Nesse sentido, o grande potencial biotecnolégico das espécies amazobnicas,
mais precisamente o T. grandiflorum, pode-se observar que as biomoléculas
naturais ativas, caracterizadas em estudos de espécies vegetais do género
Theobroma, é de grande interesse clinico/industrial, por estarem associados a

diversas atividades farmacoldgicas, como atividade antioxidante, microbioldgica e
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anti-inflamatéria. Nesse sentido, os extratos agroindustriais demonstram alto
potencial biotecnoldgico, tanto para a industria alimenticia, na elaboracdo de
alimentos funcionais, quanto para industria farmacéutica, na formulacdo de

fitofarmacos para a profilaxia e tratamento de patologias clinicas.

2.3.Compostos antioxidantes

Moléculas que possuem radicais livres instaveis quando presentes em
organismos vivos podem levar a um processo denominado de estresse oxidativo,
essa desordem acontece quando as células ficam susceptiveis ao desenvolvimento
de patologias relacionadas a artrite, cancer, diabetes, doencas cardiacas e
neurodegenerativas, dentre outras (AYRES; CHAVES, 2009). Espécies radicalares
como o radical hidroxila, hidroperoxila e o anion radical superéxido possuem a
capacidade de oxidar lipidios e proteinas, aumentando a probabilidade de
desencadear danos nos processos bioquimicos do DNA e agindo antagonicamente
na oxidacdo de cadeias das moléculas de acidos graxos poli-insaturados dos
fosfolipidios e do colesterol (ELIANA et al., 2013; SANTOS et al., 2010).

Para mitigar esses efeitos no organismo humano, uma alternativa € através
da ingestdo de antioxidantes naturais, que possuem a capacidade de estabilizar ou
inativar os radicais livres antes que iniciem o ataque aos alvos biolégicos nas
células. Essas substancias sdo comumente encontradas em frutas e hortalicas
oriundas da dieta alimentar humana ou pela ingestdo de suplementos alimentares,
onde os principais agentes antioxidantes sdo os tocoferéis (vitamina E), o acido
ascorbico (vitamina C), os polifendis, selénio e os carotenoides (HASLAM, 1996;
VALKO et al., 2004). Dentre os compostos fendlicos com a atividade antioxidante em
plantas, destaca-se os fenois simples, acidos fendlicos derivados de acidos benzoico
e cinamico, cumarinas, flavonoides, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os avangos nas pesquisas em quimica de produtos naturais e quimica
organica demonstram que os antioxidantes podem ser encontrados em plantas de
uso medicinal e nutricional, obtidos, a partir, de extratos vegetais e tinturas de
diversas espécies de plantas, incluindo o género Theobroma. Estudos de Oliveira et
al (2013) descrevem compostos antioxidantes nas espécies T. grandiflorum e T.
cacao, corroborando com os estudos de Freitas et al., (2017) que avaliou a atividade
antioxidante e os compostos fenolicos em extratos vegetais de T. grandiflorum.

comprovando o grande potencial biotecnolégico da espécie.
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2.4.Estudos microbiolégicos

A investigacdo de novas matrizes vegetais, que possuem compostos bioativos
com propriedades antimicrobianas é o alvo de pesquisadores que buscam novas
alternativas terapéuticas para bactérias multirresistentes aos antibiéticos comerciais.
Estudos de extratos vegetais de plantas tem ganhado destaque nesse cenario, uma
vez que, diversas espécies apresentam em seu metabolismo secundario, compostos
antimicrobianos com acentuada biocompatibilidade e com espectro de inibicdo
satisfatorio (LUZ CADIZ-GURREA et al., 2019).

Um dos maiores agravantes de saude publica no mundo sédo as infeccdes
acometidas por fungos e bactérias. Hoje, os principais casos com alto indice de
mortalidade, sdo por infecgbes bacterianas generalizadas denominadas septicemia,
tendo um crescimento exponencial em detrimento a resisténcia bacteriana aos
antibioticos comerciais, fazendo-se necessario a busca por novos tratamentos
alternativos por meio de farmacos efetivos de novas matrizes para 0 sSucesso
terapéutico com maior eficiéncia e menores efeitos colaterais. Nesse ambito,
diversos estudos vém sendo realizados na tentativa de se obter compostos bioativos
de fontes naturais promissoras como agente bactericida e fungicida (DRUMOND et
al., 2004).

O surgimento e a disseminacdo de microrganismos patogénicos resistentes
aos antimicrobianos disponiveis no mercado é um viés da evolucao bioldgica e
constitui um sério problema tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento (DUARTE, 2006). Em estudos, Baquero e Blazquez (2008) relatam
uma probabilidade significativa no surgimento de novas cepas bacterianas
resistentes ao arsenal de antibiéticos presentes no mercado atual, considerando que
a descoberta de novas classes de antibiéticos foi discreta nos ultimos anos, apesar
das intensas pesquisas e avanc¢os das industrias farmacéuticas.

Dentre os inUmeros microrganismos patogénicos ja descritos, as bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella e a levedura Candida albicans
destacam-se dentre as bactérias que mais acometem infec¢cées em seres humanos.
Esses microrganismos sdo agentes patogénicos oportunistas que podem causar
infeccbes do trato géstrico, urinario e no sistema respiratério, também podendo
acometer infeccbes de pele, tecidos moles, infecgcdes oftalmologicas, Osseas e

articulares, dentre outras infecgdes sistémicas (FERREIRA, 2005).
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Os antimicrobianos, conhecidos por terem amplo espectro de acdo ante o0s
microrganismos, estdo tendo sua eficacia comprometida devido a aquisicdo de
resisténcia por parte dos agentes infeciosos, por este motivo se faz necessario a
busca de novas fontes terapéuticas os quais sejam mais eficientes para o tratamento
clinico de infec¢des, como as bacterianas e fungos. Os produtos naturais sdo uma
alternativa, uma vez que, sao utilizados pela etnofarmacologia no controle de
doencas em paises em desenvolvimento, principalmente em regides isoladas, de
dificil acesso (BARBOSA-FILHO JM et al., (2005). Segundo Adongbede (2013)
historicamente, os produtos naturais foram precursores para a descoberta e sintese
de novas drogas, os principios ativos de origem natural sdo uma alternativa para o
tratamento clinico de diversas patologias por serem mais biocompativeis e
possuirem menos riscos de efeitos indesejados no paciente (ANWAR, 2013;
DRUMOND et al., 2004; KOOLEN et al., 2013).

Nesse sentido, a busca por novas fontes de substancias com potencial
antimicrobiano de origem vegetal, tem ganhado destaque no cenario de produtos
naturais, intensificando pesquisas, com viés biotecnologico, nas industrias
farmacéuticas (MENDES et al.,, 2011). Aproximadamente 250 mil espécies
medicinais foram catalogadas pela United Nations Educational Scientific and Cultural
Organization (UNESCO), sendo o territério brasileiro o habitat de uma parcela
expressiva dessa biodiversidade, o que permite um volume consideravel de
espécies com potencial para prospeccdo de novas moléculas bioativas com
atividade terapéutica (DRUMOND et al., 2004).

2.5. Estudos fitoquimicos

2.5.1. CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O termo cromatografia possui sua etimologia oriunda das palavras gregas
chrom e graphie que significa cor e escrita, respectivamente. A cromatografia é
conceituada como um meétodo fisico-quimico de separagcdo de misturas, que possui
como fundamento a migracao diferencial dos analitos de uma amostra, entre duas
fases, onde uma denomina-se fase movel e outra a fase estacionaria que possui
caracteristica imisciveis. A versatilidade no amplo uso das técnicas cromatograficas
€ possivel pelo fato da grande variedade de combinacfes possiveis entre as fases
moveis e estacionarias, deixando-as com alto grau de sensibilidade frente a diversas

matrizes vegetais, animais ou sintéticas (DEGANI et al., 1998).
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A CLAE é um tipo de cromatografia liquida que emprega colunas com
particulas de diminutas granulometrias, sendo estas particulas altamente
comprimidas em uma coluna, responsaveis pela alta eficiéncia da técnica, fazendo-
se necessario 0 uso de bombas de alta presséo para a eluicdo dos analitos da fase
movel interagir com a fase estacionaria (DEGANI et al.,1998). O mecanismo de
separacdo em CLAE pode ocorrer tanto por adsorcdo, quanto por particdo. A fase
estacionaria comummente utilizada nas colunas é silica, toda via, ha possibilidade
de usar modificadores na silica, o que confere a essa fase estaciondria uma
amplitude maior em analises robustas e de alta complexidade. A técnica pode ser
realizada no modo normal, quando a fase estacionaria possui carater polar e a fase
mabvel menos polar; e no modo reverso, quando a fase estacionaria € mais apolar
em comparagdo com a fase mdvel, sendo a Ultima a mais adotada nas analises de

produtos naturais que utilizam essa técnica (MOITA, 2019).

2.5.2. Espectrometria de massas - EM

A espectrometria de massas € uma técnica espectrométrica que possuli
carater analitico de alta precisédo e sensibilidade, utilizada em estudos quimicos para
caracterizar ou identificar estruturas organicas em uma gama diversificada de
matrizes, sendo capaz de mensurar compostos is6topos. Essa técnica é aplicada no
estudo de metabdlitos secundarios por conseguir determinar a medida da razdo
massa carga de um composto, a partir da formacao de ions de uma molécula ou de
seus fragmentos moleculares (HARRIS & LUCY, 2012; MOITA, 2019).

O equipamento de espectrometria de massas € composto por: uma fonte de
ions, um analisador de massas responsavel pela selecao de ions, um detector de
ion e um processador de sinais que através de um software especifico em um
computador realiza os calculos para a obtencdo do espectro de massas. O analito é
injetado na fonte de ion, onde ocorre a conversao do analito em ions através de uma
fonte de ionizacao, os ions podem se formar tanto positivos, quanto negativos, tais
ions sdo acelerados por meio de um campo elétrico e direcionados ao analisador de
massa. Em seguida os ions passam pelo detector, onde sdo convertidos em sinais
elétricos sendo processados e armazenados no computador (HARRIS & LUCY,
2012).

A ionizacdo mais comumente utilizada € a por electrospray - ESI,

principalmente para detec¢do de substancias em estudos de quimica de produtos
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naturais. Um dos principais alvos no uso dessa fonte € a caracterizacdo e
identificacdo de compostos fendlicos, ao passo que nessa fonte ocorre a formacao
de um feixe eletrostético, incidindo na transferéncia de ions existentes presentes em
uma solucdo para a fase gasosa, onde pequenas gotas carregadas e fragmentadas
com a aplicacdo de uma diferenca de potencial, dando origem aos ions de interesse.
Esse método pode ser dividido em trés etapas: nebulizacao, liberacdo de ions e o
transporte de ion da regido de pressdo atmosférica da fonte para a regido de alto
vacuo do analisador (MOITA, 2019; HAM, 2008).

Para a validacdo da massa adquirida é utilizado um analisador de massas, 0
comumente utilizado em experimentos de espectroscopia de massas € o tipo ion
trap (IT) ou armadilha de ions, o seu principio baseia-se em um filtro que tem a
capacidade de aprisionar em um campo elétrico tridimensional os ions de interesse,
esses ions por sua vez sdo gradativamente liberados por ordem de m/z crescente,
gerando um espectro de massas no término da analise. (ALVAREZ-RIVERA et al.,
2019).

2.6.Molecular Networking

A descoberta de novos produtos naturais bioativos com potencial para o
desenvolvimento de novas terapias clinicas foi inspirado pela etnofarmacologia,
esses produtos sdo alcancados, em sua maioria, através da triagem de extratos de
plantas que sdo submetidos a estudos clinicos, quimicos e biologicos usando
métodos in vitro e in vivo (NEWMAN et al., 2012). Todavia, 0s extratos oriundos de
plantas possuem alta complexidade em sua composicdo quimica, esse sinergismo
entre metabodlitos, em alguns casos, € o que confere aos extratos atividades
biolégicas, porém, quando se trata de caracterizar os compostos quimicos através
de técnicas espectrofotométricas, hd um grande desafio, pois a natureza desses
compostos é complexa, induzindo pesquisadores a elaborar métodos de
caracterizacdo e identificacdo cada vez mais sensiveis, precisos e seletivos
(NOTHIAS et al., 2018).

Até recentemente os quimicos de produtos naturais utilizavam-se de uma
ampla gama de analises espectrométricas e espectroscépicas para caracterizar, e
sobretudo identificar substancias organicas de baixo peso molecular como os
alcaloides, esteroides, flavonoides e outros. Esses métodos eram o Infravermelho
(IV) e Ultravioleta (UV) a RMN (Ressonancia Magnética Nuclear de H1 e C13) e a
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EM (Espectrometria de Massas). Em contra partida, com o advento dos big data,
computadores de alta velocidade, estes métodos foram adaptados na metabolémica
para analisar matrizes complexas como os extratos de plantas (RAHEEM et al.,
2019).

Com o desenvolvimento de métodos analiticos mais robustos para analises
de matrizes complexas, a metabolémica tem ganhado destaque na pesquisa basica
para elucidar os efeitos ambientais, compreender as funcdes dos genes, e a
definicdo dos processos biolégicos de organismos vegetais e animais, em busca de
solucionar problemas de diversas vertentes (OLIVEIRA et al., 2017; RAHEEM et al.,
2019). Dito isso, a metaboldmica pode ser definida como uma anélise de amplo
espectro de metabolitos, podendo ser qualitativa ou quantitativa, possuindo como
objetivo principal o agrupamento da maior quantidade possivel de informacdes
metabdlicas, a cerca de um organismo ou sistema biolégico (FOX RAMOS et al.,
2019). O principal interesse nas andlises metabolémicas incide na desreplicacédo de
matrizes complexas, elucidando moléculas de baixa massa molar (< 1000 Da), que
sdo responsaveis por funcdes vitais e atuam na participacdo de reacdes
metabdlicas, auxiliando a compreenséo das vias bioquimicas (ARON et al., 2020).

A desreplicacdo tem por objetivo detectar substancias conhecidas e bioativas
em extratos de origem vegetal ou animal e investiga-los profundamente. Na pratica,
a desreplicacdo é frequentemente realizada quando a matriz a ser analisada possui
alta complexidade quimica (GAUDENCIO et al., 2015). O principio da técnica se
baseia na separacdo dos constituintes moleculares usando cromatografia
(CLAE/CG) e analisando suas assinaturas espectrais obtidas a partir de dados da
espectrometria de massa (EM ou MS)?, ou da espectroscopia de UV? e em seguida,
localizando os compostos com propriedades idénticas (formula molecular ou nicleo
cromoforo) nas bases de dados de produtos naturais (KIND et al., 2017) ou em
ferramentas da quimio-informatica de cédigo aberto como, por exemplo, o Global
Natural Products Social Molecular Networking — GNPS utilizando a Rede de
Interagbes Moleculares - (Molecular Networking) (ZANI et al., 2017; HENKE et al.,
2016).

A rede de interacdo molecular (Molecular Networking) € uma técnica quimio-

informatica inserida na metabolémica. A técnica tem como fundamento a realizacao

1 MS: Mass Spectrometry
2 Ultravioleta
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de anotacbes e desreplicacdo de derivados quimicos estruturalmente relacionados
em uma rede molecular. A rede molecular € desenvolvida a partir das correlacdes
baseadas nos dados de espectro de massas (EM/EM) dos metabdlitos de uma
matriz correlacionando-os uma biblioteca espectral (GNPS). O principio é baseado
na teoria de que metabdlitos de estruturas quimicas semelhantes apresentam
padrées de fragmentacdo semelhantes sob condi¢cdes de ionizacdo idénticas. O
GNPS é uma plataforma de espectros de massas (EM/EM) gratuita online. Dentre
suas funcdes esse banco de dados confere ao usuério o armazenamento e analise
de espectro de massas de alta e baixa resolucédo. A plataforma GNPS permite que
seus usuarios realizem deposito de dados de espectros brutos para o publico,
insercdo de padrbes de referéncia, anotagbes continuas dos dados da biblioteca
espectral, agrupamento e aparelhamento de conjuntos de dados através da
elaboracdo de redes moleculares (Molecular Networking) (AMARAL, 2018). A rede
molecular é complementar a abordagem de desreplicacdo realizadas por métodos
cromatograficos. A rede elaborada € constituida por metabdlitos analisados e
composta por grupos de nodos, que corresponde aos compostos interconectados de
maior similaridade, anotando substancias de forma otimizada e eficiente para
matrizes de alta complexidade e com grandes volumes de dados (OLIVEIRA et al.,
2017; LIN; VIANT; TJIEERDEMA, 2006).

Com o advento da biotecnologia e os estudos das interagcdes dos mais
diversos nichos taxondmicos de espécies vegetais e animais, a ferramenta
Molecular Networking inserido na grande esfera dos estudos metabol6micos,
expande a possibilidade de elucidar o viés quimico das interacfes intraespecifica e
interespécies com uma abordagem mais assertiva e agil, visando uma correlacéo no
que diz respeito as caracteristicas intrinsecas e globais de diversas espécies,
possibilitando a elucidacdo de novas moléculas bioativas, a partir de matrizes
inovadoras (LIN et al., 2006).
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3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo Geral
Avaliar a composigcdo quimica, potencial antioxidante e atividade

microbiolégica de extratos de residuos agroindustriais do fruto cupuacu (Theobroma

grandiflorum Schum).

3.2.0bjetivos Especificos

Quantificar os compostos fendlicos, flavonoides e taninos condensados
das cascas, sementes e polpa de T. grandiflorum;

Avaliar o potencial antioxidante dos extratos pelos métodos de DPPH e
ABTS;

Caracterizar extratos etandlicos e hidroalcéolicos por CLAE-PDA e
CLAE-ESI-EM/EM,;

Utilizar a abordagem de desreplicacdo dos extratos usando redes de
interagcbes moleculares (Molecular Networking) para as anotacdes de
compostos quimicos dos extratos;

Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos frente aos
microrganismos Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Salmonella (ATCC 19196), Candida.albicans
(ATCC 10231), Candida albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis
(ATCC 750), Candida krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis
(ATCC 22019), Candida glabrata (ATCC 2001).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.Coleta da matéria-prima

O residuo agroindustrial (epicarpo) e o fruto inteiro de cupuacu (T.
grandiflorum) foram adquiridos da Cooperativa dos Produtores Rurais de Santarém -
Cooprusan? localizada no municipio de Santarém no estado Para, Brasil. Os frutos
foram processados e analisados nos laboratérios de Farmacognosia* e Pesquisa &
Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos* da Universidade Federal do Oeste
do Parg; e no Laboratério de Quimica da Universidade Estadual Julio de Mesquita
Filho (Unesp)®.

4.2.Caracterizacéo fisica dos frutos
A fim de caracterizar seus constituintes e avaliar o rendimento, 10 frutos
inteiros foram fracionados manualmente em casca (epicarpo), fibra central, semente
(endocarpo) e polpa, e pesados com auxilio de balanca semi-analitica (Even BL-

3200AS-BI) e os resultados expressos em porcentagem (%).

4.3.Preparo e obtencao dos extratos

O preparo dos extratos foi realizado no Laboratério de Pesquisa &
Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos da Universidade Federal do Oeste
do Para — UFOPA.

Para fins de comparacdo das diferentes partes do fruto (casca, sementes e
polpa) o extrato foi elaborado com material triturado em moinho de facas e
realizadas extrac6es hidroalcéolicas com alcool etilico destilado e agua destilada 1:1
v/v na propor¢cdo de 1 de amostra in natura para 100 de solvente (1:100 m/v),
utilizando banho Ultrassom (SolidSteel®, modelo SSBu 10 L, 160 watts, SP/Brasil) a
40 KHz de frequéncia e temperatura ambiente por 60 minutos. Em seguida os
extratos foram filtrados em papel de filtro qualitativo Whatman n°® 1 com auxilio de
bomba a vacuo, transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL, sendo o volume
completado com agua destilada e armazenado em frascos de vidro d&mbar até a

realizacdo das andlises (fitoquimica e antioxidante).

8 Endereco: Travessa Dalia, S/N° - Aeroporto velho, CEP: 68.030.600, Santarém — PA, Brasil.
4Local: Santarém — Par4, Brasil.
5 Local: Araraquara — Sao Paulo, Brasil.
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Para realizar as analises quimicas, foi utilizado os residuos agroindustriais
(epicarpo) transformados em torta, por meio da secagem em estufa a 40 °C com
circulacdo forcada de ar durante 72 horas até peso constante, trituragdo em moinho
de facas e homogeneizacdo em peneira de 28 mesh (0,6 mm) para obtencdo de um
p6 homogéneo de fina granulacdo. O material obtido foi acondicionado em
embalagens de polietileno, identificado e armazenado em freezer a -40 °C até o
momento das extragdes.

Uma aliquota de 45 g da torta do epicarpo foi submetida ao método de
extracdo via Soxhlet, que consiste na recirculacdo de 500 mL de etanol 96 GL por
um periodo de 8 horas. Os extratos foram concentrados em um rotaevaporador
rotativo sob pressao reduzida (Heidolph®, Laborota 4001 — efficient) equipado com
bomba a vacuo (Heidolph®, Rotavac valve control), seco em liofilizador Liotop L101
e armazenados em freezer a -40 °C até o momento das andlises. As extracdes
foram realizadas em triplicata para calculo de rendimento.

Para fins de comparacdo, foi realizada extracdo assistida por ultrassom,
utilizando uma aliquota de 45 g da torta do epicarpo para 450 mL de solugéo
hidroalcoolica contendo alcool etilico destilado e agua destilada na propor¢céo 1:1
(v/v), em erlenmeyer. A mistura foi imersa em banho Ultrassom (SolidSteel®, modelo
SSBu 10 L, 160 watts, SP/Brasil) operando a 40 KHz de frequéncia e 37 °C de
temperatura por 60 minutos. O extrato foi subsequentemente filtrado em papel de
filtro qualitativo Whatman n° 1 com auxilio de bomba a vacuo, rotaevaporado sob
pressdo reduzida equipado com bomba a vacuo para retirar o etanol, liofilizado e
armazenado em freezer a -40 °C em frascos de vidro ambar. O procedimento foi
realizado em triplicata para a obtencéo do rendimento.

O rendimento dos extratos foi calculado a partir do peso inicial da matéria-

prima e expresso em porcentagem em base seca (%, b.s).

4.4.Caracterizacao fitoquimica
Parte dos ensaios fitoquimicos foi realizado com os extratos obtidos a partir
das amostras in natura no Laboratério de Farmacognosia da Universidade Federal
do Oeste do Para — UFOPA.
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4.4.1. Determinacéo de fendlicos totais

A quantificacao dos fendlicos totais foi realizada por meio do método de Folin-
Ciocalteau de acordo com Singleton e Rossi (1965). O ensaio consistiu na adicao de
0,5 mL da amostra, 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 5 % e 2,0 mL de carbonato
de sédio 4 % em tubo de ensaio, e mantido por 2 horas a temperatura ambiente na
auséncia de luz. ApoOs este periodo, foi realizada a leitura a 740 nm em
espectrofotdmetro. O resultado foi calculado a partir de uma curva padréo de &cido
galico e expresso em micrograma de equivalente em acido gélico (EAG) por

miligrama de amostra.

4.4.2. Determinacéo de flavonoides totais
A determinacéo dos flavonoides totais foi realizada de acordo com Zhishen
(1999) com modificagdes. O ensaio constituiu da adicdo de 0,6 mL de amostra e 2,4
mL de solucao cloreto de aluminio 0,1% em tubo de ensaio e mantido por 30 min a
temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apos este periodo, a leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 420 nm. O resultado foi calculado a partir de uma curva
padrdo de rutina e expresso em micrograma de equivalente de rutina (ER) por

miligrama de amostra.

4.4.3. Determinagéo de taninos condensados
Os taninos condensados foram determinados de acordo com Salgado (2011).
Para a reacao foram adicionados em um tubo de ensaio 0,25 mL de amostra, 1,5 mL
de vanilina 4 % em metanol, e 0,75 mL de &cido cloridrico concentrado. A mistura
reacional permaneceu em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente e na
auséncia de luz. Apés este periodo, a leitura foi realizada em espectrofotbmetro a
500 nm. O resultado foi calculado a partir de uma curva padréo de catequina e

expresso em micrograma de equivalente de catequina por miligrama de amostra.

4.5.Caracterizacao cromatografica
As analises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Fitoquimica

da Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho — UNESP/Araraquara.
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4.5.1. Preparo das amostras
Para minimizar a interferéncia de compostos poliméricos de ordem muito alta
e substancias indesejaveis foi realizado o preparo da amostra utilizando um cartucho
de extracdo em fase sélida (SPE) e éalcool etilico grau HPLC (Merck). Uma aliquota
de 2 mg do extrato liofilizado foi submetida a SPE usando um cartucho RP18 (33
pm, Chromabond®) eluido com etanol:agua destilada 1:1 (v/v) (3 mL). O eluato foi
filtrado através da membrana de PTFE (0,22 ym, Millipore®) e analisado diretamente

por cromatografia e espectrometria de massa.

4.5.2. Caracterizacdo quimica por CLAE-PDA

A caracterizagcdo dos extratos etanolicos e hidroalcéolicos por CLAE-PDA#
foram realizadas em um cromatégrafo liquido preparativo de gradiente binario
(Jasco®) acoplado a um detector de arranjo de foto-diodos com faixa de varredura
no ultravioleta de 200-450 nm e intervalo minimo de 1 nm (Jasco®). A aquisi¢ao e
processamento dos dados cromatogréficos foi realizada com o software ChromNAV
(Cromatec®) utilizando coluna Kinetex (Phenomenex®, Torrance, CA, USA) de fase
reversa C18 (150 mm x 4,6 mm d.i., 5 um). O volume de injecao foi de 10 pyL e a
vazdo de 0,7 mL.min%. Para a eluicdo das amostras foi utilizado um gradiente linear
com fase modvel composta por agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore®)
acidificada com 0,1 % de &cido férmico (solvente A) e EtOH grau HPLC (Merck)
(solvente B) de 5 a 100% (B) em 45 min.

4.5.3. Caracterizacdo quimica por CLAE-ESI-EM/EM

As separacdes em CLAE foram conduzidas em uma coluna Kinetex
(Phenomenex®, Torrance, CA, USA) de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm d.i., 5
um). O volume de injecéo foi de 1 pL e a vazdo de 0,7 mL.min"t. Para a eluicdo das
amostras foi utilizado um gradiente linear com fase mével composta por agua
purificada em sistema Milli-Q (Millipore®) acidificada com 0,1% de &acido férmico
(solvente A) e EtOH grau HPLC (Merck) (solvente B), de 5 a 100% (B) em 45 min.
Para as analises de Espectrometria de Massas (EM) de baixa resolugéo foi utilizado
um espectrémetro da Bruker, modelo Amazon SL, equipado com electrospray (ESI)

como fonte de ionizagdo e analisador ion Trap.

4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de Arranjo de Foto-diodos.
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Os experimentos de fragmentacdo no espectrbmetro de massas foram
realizados por dissociacdo induzida por colisdo (CID) sendo executados no modo
auto MSn (fragmentacéo inteligente) usando o modo UltraScan para aquisicao de
EM/EM e um aumento de energia de colisdéo com a méaxima amplitude de
fragmentacao definida para 60%. A faixa de aquisicdo foi de m/z 100-1800. Os
espectros de massas foram adquiridos no modo negativo, processados no software
DataAnalysis (verséo 4.3, Bruker®).

Os cromatogramas obtidos de todos os extratos foram caracterizados por
comparagdo com o banco de dados KNApSAcK Core System ® e literatura

especializada.

4.6.Redes de interagdes moleculares (Molecular Networking)

Os cromatogramas dos extratos por CLAE-ESI-EM/EM foram analisados
utilizando a abordagem de redes de interacdes moleculares (molecular networking)
através da plataforma GNPS ¢ (Global Natural Products Social Molecular
Networking). Os espectros de massa experimentais adquiridos no item 4.5.3 foram
convertidos no formato mzXML no software MSConvert (ProteoWizard) e os arquivos
mzXML carregados na plataforma GNPS usando um servidor FTP (FileZilla, verséo
3.10.1.1) (MINGXUN et al.,, 2016). Os espectros de massas de segunda ordem
foram agrupados com o MS-Cluster para criar os espectros de cosseno. Os
espectros foram pesquisados nas bibliotecas espectrais do GNPS com um valor de
cosseno (Tabela 1), de modo a garantir a correspondéncia entre 0s espectros da
rede e os da biblioteca utilizada. A visualizacdo e o processamento dos dados da

rede molecular foram realizados no software Cytoscape’.

5 http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/top.html
6 http://gnps.ucsd.edu
7 http://lwww.cytoscape.org/



34

Tabela 1: Parametros utilizados para geracao da rede molecular (Worflow) na plataforma espectral do
GNPS.

PARAMETROS VALORES
Min Pairs Cosseno 0,7
Parent Mass Tolerance 2,0
lon Tolerance 0,9
Min Matched Peaks 6,0
Cluster_Min_Size 2,0
Maximum Component Size 100,0
Score Threshold 0,7
Minimum Cluster Size 6,0
Maximum Connected Component Size 100,0

Fonte: Autor (2020).

4.7.Avaliacdo da atividade bioldgica
4.7.1. Atividade antioxidante
Os ensaios antioxidantes foram realizados no Laboratério de Farmacognosia
da Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA.

4.7.1.1. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do
radical DPPH

A andlise pelo método de sequestro do radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-
hidrazil) foi realizada de acordo com Brand-Williams et al (1995), com algumas
modificacdes. A mistura reacional foi composta pela adicdo de 2,4 ml de solugéo
etandlica de DPPH (29 pg/ml) e 0,6 ml de extrato. A mistura reacional foi
homogeneizada e as leituras realizadas em espectrofotometro a 516 nm até a
absorbancia se manter constante. Os resultados foram calculados a partir de uma
curva analitica de Trolox (z)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico)

e expresso em pmol ET.mg~! de amostra seca.

4.7.1.2. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do
radical ABTS

A capacidade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS (2,2’-

azinobis  (3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico)) foi determinada conforme

metodologia descrita por Brand-Williams et al (1995) e modificada por Rufino et al

(2007). A solucao estoque do radical ABTS foi composta por 7 mM de ABTS com
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140 mM de persulfato de potassio diluido em agua e a mistura foi mantida na
auséncia de luz e em temperatura ambiente por 16 h. A solucdo estoque foi diluida
em alcool etilico até se obter uma absorbancia de 0,80 £ 0,05 a 734 nm. Para o
ensaio, a reacdo foi composta por 15 pL de amostra e 1500 pL da solugéo de ABTS
e a leitura realizada em espectrofotbmetro a 734 nm apos 6 min de reacdo. Os
resultados foram calculados a partir de uma curva analitica de Trolox ((z)-6-Hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) e expresso em pmol ET.mg™ de

amostra seca.

4.7.2. Atividade antimicrobiana
A avaliagcdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) foi realizada no Laboratorio de Fisiologia de Microrganismos

da Faculdade de Farméacia — UNESP/Araraquara.

4.7.2.1. Avaliacao da atividade antibacteriana
4.7.2.1.1. Padronizacdo da suspensao bacteriana

Os preparos dos cultivos das bactérias Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella sp. (ATCC 19196) foram
realizados em caldo Miller Hilton (MH), e incubados a 37 °C por 24 horas. Ap0s o
tempo de incubacao, foi realizada a padronizacdo das cepas bacterianas. Cada um
dos cultivos foi transferido para solugao tampéo fosfato pH 7,2 e ajustada a turbidez
até a escala 0,5 de McFarland (1,0 x 108 UFC/mL). Em seguida, a leitura foi
realizada em espectrofotbmetro a 620 nm até obtencdo de absorbancia de 0,10 a
0,15. Posteriormente, a suspenséo foi diluida na propor¢édo 1:10 em caldo MH para
atingir a concentragdo de 1,0 x 10’ UFC/mL, mantendo em banho de gelo até ser

utilizada nos ensaios.

4.7.2.1.2. Determinagdo da concentragao inibitdria minima
A avaliacao da atividade antibacteriana e a determinacédo das Concentracoes
Inibitérias Minimas (CIM) dos extratos foram realizados segundo a técnica de
microdiluicio em caldo em conformidade com a norma M7-A6 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) realizados em triplicata.
Para determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) foram utilizadas placas

com 96 pocgos nas quais foram realizadas diluicbes seriadas de razdo 1:1 em caldo
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MH. Ao final do processo, as concentracdes dos extratos variaram de 7,8 a 1000
png/mL com os pocos contendo 20 L da suspensao bacteriana padronizada. Como
controle positivo foi utilizado solugdo de ampicilina a 50 pg/mL para E. coli e 5 uyg/mL
para S. aureus. Também foi realizado o controle de esterilidade do meio, controle do
crescimento do inoculo, controles de turbidez dos extratos e controle negativo
(DMSO 20%), ilustrados na Figura 1. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C
por 24 horas e para melhor visualizagdo do crescimento bacteriano e inibicdo pelo
extrato, foi adicionado 30 pL resazurina (100 uyg/mL). Considerou-se a CIM, a menor

concentracdo do extrato que ndo foi observado crescimento microbiano.

Fiaura 01. Esauema da microplaca para a determinacédo da CIM.
o

il TesteA Teste B Vi

pgfml. 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12
m |4 @ 000090 OO
00 | B ® 000000OC
0 | € ® ©00000OGOO
125 | D ® 00000060
625 | E ® 000000OG
3125 | F ® 00000006
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781 | H @ [ X X ) C X X X |

o\“\:“

Fonte: Adaptado de DUARTE (2005).

4.7.2.1.3. Determinacdo da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Para a determinagédo da CBM antes da adi¢éo de resazurina (FIGURA 2) uma
aliquota de cada poco foi semeada em placas de Petri contendo agar MH, e
incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. Apds esse periodo foram observados os
pontos onde ocorreu crescimento microbiano, determinando assim a CBM definida
como a menor concentracéo testada onde néo ocorreu crescimento microbiano apos

a realizagcao da subcultura.
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4.7.2.2. Avaliacdo da atividade antifungica
4.7.2.2.1. Padronizacao da suspensao fungica

As suspensbes das sete espécies de leveduras C. albicans foram
padronizadas a partir de uma cultura incubada a 37 °C por 48 h, em caldo
sabouraud dextrose (SD), adicionando tampé&o fosfato (PBS) pH 7,2 estéril até
turvacdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland (5 x 105 UFC/mL). Em
seguida foi realizado a leitura em espectrofotometro a 530 nm para confirmacao da
concentragdo das leveduras e a suspenséo foi diluida na proporcéo 1:100 em PBS,
seguida de outra diluicdo 1:20 em meio RPMI (Meio Roswell Park Memorial Institute)
para atingir a concentragdo de 1,0 x 10’ UFC/mL e ser utilizada nos ensaios (CLSI,
2008).

4.7.2.2.2. Determinacdo da concentracao inibitéria minima

As determinacdes da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da concentracéo
fungicida minima (CFM) dos extratos foram realizadas em triplicata pela técnica de
diluicdo em microplacas em conformidade com a norma M27-A3 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) e Duarte et al (2005), com modificacdes.

Os ensaios para determinar a CIM foram realizados em placas de 96 pocos e
os orificios foram preenchidos com 100 pL de RPMI 1640 pH 7,0 tamponado com
MOPS (&cido 3-[N-morfolino] propanossulfénico) e esterilizado por membrana
filtrante. Em seguida foram acrescentados 100 yL do extrato diluido em DMSO 20 %
e realizada a diluigao seriada na razao de 1:1 de 1000 a 7,8 ug/mL. Posteriormente,
foram adicionados 100 pL da suspensao de levedura padronizada em cada orificio.
Como controle positivo foram utilizados a anfotericina B (16 pyg/mL) e o fluconazol
(128 pg/mL). Também foram realizados o controle de esterilidade do meio, controle
do crescimento do indculo, controle dos extratos e controle negativo (DMSO 20 %).
As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 48 h e observada
primeiramente a turbidez e posteriormente a coloracéo pela adicédo de 20 puL de TCC
a 2 % (cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio) (TTC) (0,02 g/mL), apds 2 horas de
incubacédo a 37 °C. Considerou-se a CIM, a menor concentracdo do extrato que nao

foi observado crescimento microbiano.
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4.7.2.2.3. Determinacdo da concentracao fungicida minima
Para a determinacdo da CFM, antes da adicdo do indicador TTC nas
microplacas, uma aliquota de cada poco foi semeada em placas de Petri contendo
agar SD, e incubadas durante 48 horas em estufa a 37 °C. Apés esse periodo foi
observado os pontos onde ocorrerem crescimento microbiano, onde a CFM foi
definida como a menor concentracdo testada na qual ndo ocorreu crescimento

microbiano apos a realizagdo da subcultura.

4.8.Anédlise estatistica
Todas as analises foram realizadas em triplicatas e os resultados foram
submetidos a ANOVA e ao Teste t de Student ou teste de Tukey, segundo as
necessidades de cada andlise, para determinar as diferencas significativas das

médias ao nivel de probabilidade de 5 % (p<0.05), utilizando o software Minitab16.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Caracterizagao dos frutos e rendimento dos extratos

Os frutos utilizados para as andlises quimicas e bioldgicas apresentam peso
médio de 1146,2 + 103,9 (g), como pode ser observado na Tabela 2, a maior
proporcao do fruto com 37,3 % corresponde ao epicarpo (casca), seguido de 36,4 %
de mesocarpo (polpa), 22,6 % de endocarpo (sementes) e 3,7 % de fibra. Os valores
de umidade foram diferentes estatisticamente para todos os componentes do fruto,
onde a polpa apresentou maior valor e a casca o menor valor. Com isso, a casca
apresenta um alto indice de matéria seca e junto com a fibra central sdo os
principais constituintes do cupuacu responsaveis pelo residuo gerado nas
agroindustrias. Assim, esse residuo pode se tornar matéria-prima quando

empregado na extracdo de compostos bioativos, como os compostos fendlicos.
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Tabela 2. Valores referentes a caracterizacao fisica dos frutos de cupuacu (T. grandiflorum).

Amostra Proporcéo (%) Umidade (%) * MS (%) **
Casca 37,3%+55 555+18¢ 445+1.8
Semente 226+3,1 67,3+1,74¢ 32,7+1,7
Polpa 36,4+55 87,8+0,82 12,2+0,8
Fibra 3,719 83,9+1,5°P 16,1+1,5

*Letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo teste t de Student (p<0,05); *MS — Matéria
seca. Fonte: Autor (2020).

5.2.Caracterizacao fitoquimica
Os resultados das analises dos compostos fendlicos, flavonoides e taninos
condensados das diferentes partes dos frutos de cupuacgu in natura, bem como os

resultados da capacidade antioxidante, estdo disposto na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacdo fitoquimica e capacidade antioxidante dos extratos hidroalcéolicos de
cupuagu.

Fendlicos Flavonoides Taninos
Amostra condensados DPPH** (ET/mg) ABTS** (ET/mg)
(EAG/mQ) (ER/mg) (EC/mg)

Casca 3,02+0,002 0,42 +£0,01° 1,96 + 0,00° 22,85+0,502 960,23 +49,832
Semente 3,04 + 0,072 0,87 £0,032 4,22 +0,012 12,19+0,14° 700,28 £ 23,41°

Polpa 0,70+ 0,00° 0,18 £0,01° n.i. n.i. n.i.

*n.i. — ndo identificado; Letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey
(p<0,05). **Letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo teste t de Student (p<0,05). Fonte:
Autore (2020).

O teor de fendlicos totais para os extratos hidroalcéolicos da casca, sementes
e polpa em base Umida variou de 0,70 a 3,04 ug EAG.mg™* (Tabela 3). Os maiores
valores foram encontrados nas sementes com 3,04 ug EAG/mg™ e nas cascas com
3,02 ug EAG/mg™ nédo havendo diferenca estatistica entre eles, e o menor valor foi
encontrado na polpa com 0,70 ug EAG.mg?®. E reportado nos estudos de Lima
(2013) o valor médio de fendlicos totais das cascas de cupuagu com valores de 7,63
+ 0,16 ug EAG.mg?, e 9,8 + 0,75 ug EAG.mg™* para as sementes, corroborando os

resultados encontrados nesse estudo onde, as sementes apresentam valores
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significativamente maiores de fendlicos em comparacdo com as cascas. Percentuais
de fendlicos totais da polpa séo reportados nos estudos de Santos et al., (2010) com
variacdo de 10,85 a 74,90 ug EAG.mg?, resultados superiores ao encontrados na
polpa desse estudo. E reportado nos estudos de Sousa et al., (2011) valores de 4,22
ug EAG.mg* para as cascas de cupuagcu, valores préximos aos encontrados.

Os valores de flavonoides totais variaram de 0,18 a 0,87 ug ER.mg?, onde a
semente apresentou maior valor (0,87 pg ER.mg?), seguida da casca (0,42 ug
ER.mg?) e a polpa (0,18 pug ER.mg?). Em estudos Lima (2013) relata valores
médios de flavonoides totais de 2,21 ug ER.mg™* para as cascas e 0,7 ug ER.mg*
para as sementes resultados inferiores aos encontrados nas cascas e superior aos
encontrados nas sementes. E relatado nos estudos de Sousa et al., (2011) valores
de flavonoides para as cascas de cupuacu de 1,08 ug ER.mg?, inferiores aos
encontrados nas cascas, porém semelhantes aos encontrados nas sementes desse
estudo.

Os valores de taninos nos extratos variaram de 1,96 a 4,22 ug EC.mg?. Os
maiores valores foram encontrados nas sementes (4,22 pg EC.mg?l) em
comparagdo com a casca (1,96 pg EC.mg?). Em estudos, Salgado et al (2011)
descreveu valores de taninos das cascas de cupuacgu correspondentes a 1,08 *
0,02 mg catequina.100 g, inferiores aos encontrados nos extratos desse estudo.
Dessa forma, apesar de ndo haver diferenca significativa entre os valores de
fendlicos totais na casca e na semente, a semente apresentou maior teor de
flavonoides e taninos condensados em comparagcdo com a casca. A polpa
apresentou menores valores de fendlicos e flavonoides em comparacdo com as
cascas e sementes, demonstrando através dos resultados obtidos que tanto as

sementes quanto as cascas de cupuagu possuem compostos antioxidantes.

5.3.Capacidade antioxidante
Os extratos das diferentes partes do cupuacu apresentaram atividade
antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS, com excec¢ao da polpa. Os maiores
resultados foram encontrados no teste de captura do radical ABTS, enquanto 0s
melhores resultados foram obtidos pela casca nos dois testes, apresentando
diferenca significativa entre os valores pelo teste t de Student (p<0,05) (Tabela 3).
Esses resultados estdo de acordo com estudos realizados por Kuskoski et al.,

(2005) e Lima (2013) com o cupuacu, onde observaram potencial antioxidante tanto
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para casca como para semente, sendo os melhores valores obtidos pela casca pelo
método DPPH. De acordo com os resultados expostos por Yang (2003), observou-
se uma correlacao entre os polifendis encontrados em T. grandiflorum, associados a
flavonoides que apresentam atividade antioxidante, com isso pode-se sugerir que a
atividade observada nas cascas e sementes desses residuos apresenta grande

potencial como fonte promissora de compostos antioxidantes.

5.4.Anédlise quimica e rendimento dos extratos
5.4.1. CLAE-PDA

O rendimento médio dos extratos etanolicos do epicarpo via sohxlet e
hidroalcodlico assistido por ultrassom, utilizados nas andalises quimicas e
microbioldgica, foi de 63,77 % e 52,86 %, respectivamente.

Sob a condicdo de eluicdo descrita na sessao 4.5.2, as principais bandas
eluidas durante as analises por CLAE-PDA dos extratos etandlico (EtOH) e
hidroalcoéolico (EtOH:H20) foram identificados pela comparacdo dos seus espectros
na regido do UV (A=270 nm) e pela comparacao dos seus tempos de reten¢cdo com o
de padrdes de substancias da mesma espécies vegetal em literatura especializada
(Figura 2).

Figura 2. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-PDA do extrato etandlicos (A) e
hidroalcdolicos (B) de T. grandiflorum via soxhlet e assistido por ultrassom,

respectivamente.
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Os perfis cromatograficos obtidos (Figura 2) demonstraram a alta
complexidade dos analitos. Foi detectado no comprimento de onda de 270 nm uma
banda muito alargada nos cromatogramas, de eluicdo caracteristica de taninos
condensados. Estudos de Paulista (2007) obteve perfl com as mesmas
caracteristicas sugestivas de taninos condensados, atribuindo dessa forma
semelhancas nas bandas de absorcdo de UV dos extratos de cupuagu com a
literatura. Os taninos condensados caracterizados por CLAE-PDA corroboram os
testes fitoquimicos realizados na sessdo 4.4, sugerindo uma concentracdo
expressiva dessa classe de polifendis de alto peso molecular nos residuos
agroindustriais de T. grandiflorum. A auséncia de compostos fendlicos de baixo peso
molecular nos comprimentos de onda analisados, pode ter ocorrido pelo fato dessa
classe de compostos apresentarem-se em pequenas concentracdes nos extratos
desses residuos, sendo necessario empregar uma metodologia analitica mais
sensivel e seletiva para a classe de compostos dos fendlicos. Estudos de Lima
(2013) apresentaram as mesmas limitagbes de analises desse método para 0s
extratos de T. grandiflorum. demonstrando a alta complexidade dessa matriz.

5.4.2. CLAE-ESI-EM/EM

Foram realizadas analises cromatograficas e espectrométricas com 0s
extratos de T. grandiflorum a fim de comparar os resultados experimentais obtidos
do perfil quimico com as bases dados da literatura especializada. A fonte de
ionizacdo das amostras foi por eletrospray (ESI) no modo de ionizacdo negativo, a
escolha do modo se deu pela ocorréncia da perda de um préton, o que confere
maior estabilidade dos metabdlitos para analise.

As analises espectrais dos ions observados nos espectros teve como foco os
compostos fendlicos e flavonoides, classes ja descritas em literatura para o género
Theobroma que possuem atividade biolégica diversificada sendo de grande
interesse das industrias cosméticas, farmacéuticas e alimenticia (FREITAS et al.,
2015; GABBAY ALVES et al., 2019; LEW KAN et al., 2016; SILVA et al., 2014). Os
resultados dos ions mais intensos foram dispostos na Tabela 4 com suas
respectivas razdo massa carga (m/z), tempo de retencdo, fragmentacdo Ms? e
sugestbes das substancias correspondentes a cada ion detectado, bem como, a

referéncia bibliogréafica para cada composto.
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Tabela 4. Registro dos principais ions detectados no extrato de T. grandiflorum e sugestfes de
substancias de acordo com a literatura.

Espécie T. grandiflorum
Possiveis Substancias “IR Fragmentos Ext Ext
MZIMHE iy Ms? EtOH  EtOH:H,0 Referéncia
1 Acido quinico 191 3,64 191, 173 - Presente Fraige et al., (2017)
2 Catequina 289 13,26 245{7%05’ Presente Presente Wang et al (2017)
3 Acido V|p|I|co 329 6,51 167, 123 Presente Presente Li et al., (2016)
_ glucosideo
4  Acido caféico 3- 341 429  28L179, - Presente  Wang et al., (2017)
glucosideo 113
o 341, 311, Koolen et al., (2013) /
5 Vitexina 431 4,23 283 Presente Presente Wang et al.. (2017)
6 Quercetina-O- 433 9,75 S0L 179, presente  Presente Fraige et al., (2017)
pentosideo 151
7 Luteolina-7- 447 19,52 284,255, prosente  Presente Wang et al., (2017)
glucosideo 227
Isoscutelareina 8- 315, 225,
glucuronideo 461 8,80 153 Presente Presente Yang et al., (2003)
Isoquercetina 463 17,40 301 Presente Presente El Sayed et al., (2016)
Diidroquercetina 6- 345, 303, .
10 C-hesoxideo 465 9,23 585 Presente Presente Roriz et al., (2014)
11  Hipolaetina-8-O- 477 1804 301,175 - Presente  Pugliese et al., 2013
glucuronideo
12 Procianidina A 575 14,25 iéss 323175 Presente Presente D’Souza et al., (2017)
451, 413,
13 Procianidina B 576 10,07 289, 229, - Presente D’Souza et al., (2017)
165
Dimero- 451, 425, .
14 proantocianidina 577 11,44 407, 289 Presente Presente Fraige et al., (2017)
. 300, 271,
15 Rutina 609 17,38 255, 178 Presente Presente Wang et al., (2017)
16 Dimero acido caféico 683 429 342,341 - Presente  Spinola et al., (2015)

hexoside

“m/z [M-HJ: razdo massa carga do espectro de massas no modo negativo; “TR (min): tempo de
reten¢éo(minutos); (-): ndo encontrado no modo de analise realizado. Ext.EtOH: Extrato etandlico;
EtOH:H20: Extrato hidroalc6olico. Fonte: Autor (2020)

O cromatograma do extrato hidroalcéolico (Figura 3), apresentou a banda
cromatografica de maior intensidade em m/z 341 caracteristico da substancia acido
caféico 3-glucosideo, identificada nos estudos de extratos vegetais do género
Theobroma relatados por Wang et al. (2017). Outras sugestdes de substancias da
classe dos acidos fendlicos foram observados no extrato, a exemplo do acido
quinico (m/z 191) e o &cido vinilico glucosideo (m/z 329), todos ja relatados em
estudos do género Theobroma (D’SOUZA et al., 2017; LI et al., 2016; WANG et al.,
2017).

Foi observado ainda no extrato hidroalcéolico, ions que sugerem a classe dos

flavonoides, os mais intensos sendo m/z 289 caracteristico de catequina; m/z 433
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podendo estar relacionado com a massa da Quercetina-O-pentosideo; m/z 463
sugestivo a massa da isoquercetina; m/z 465 caracteristico da Diidroquercetina 6-C-
hesoxideo; m/z 477 cuja massa pode estar relacionada com o flavonoide
Hipolaetina-8-O-glucuronideo encontrado nas sementes de T. grandiflorum (Pugliese
et al., 2013); m/z 577 caracteristico da massa do Dimero-proantocianidina; m/z 609
gue pode estar relacionado com a massa da rutina, bioflavonoide com alto potencial
antioxidante, ja identificado nas sementes de T. grandiflorum e em outras espécies
do género e o0 ion m/z 683 caracteristico do dimero &cido caféico hexoside (EL
SAYED et al., 2016; SALIH et al., 2017; WANG et al., 2017; YANG et al., 2003).
Ainda sobre a classe dos flavonoides, o perfil espectrométrico observado na
Figura 3 apresentou os seguintes ions de intensidades relevantes, m/z 447
caracteristico da luteolina-7-glucosideo, m/z 431 que pode ser relacionado com a
massa da vitexina, uma flavona derivado da apigenina identificada nos estudos das
cascas de T. grandiflorum por Koolen et al., (2013); ion m/z 461 caracteristico da
isoscutelareina 8-O-B-D-glucuronideo identificado em T. grandiflorum nos estudos de
Yang et al. (2003); ions m/z 575 e m/z 576 que foram relacionados com a massa da
procianidina A e procianidina B, respectivamente, compostos que constituem a
familia da proantocianidina, também conhecidos como taninos condensados, ions
estes identificados por D’souza et al., (2017) em sementes de cacau. Ndo sendo
relatado em literatura até o momento para os residuos das cascas de T.

grandiflorum.

Figura 3. Cromatograma correspondente ao extrato hidroalcéolico da casca de T. grandiflorum por
CLAE-ESI-EM/EM no modo de andlise negativo. (A) Espectro experimental; (B) Branco da amostra.
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Ao analisar o cromatograma do extrato etandlico (Figura 4), a banda
cromatografica de maior intensidade foi o m/z 289 caracteristico da substancia
catequina, polifenol que possui a¢do antioxidante o qual j& foi relatado para o género
Theobroma e identificado nos estudos de Wang et al., (2017).

Analisando os dados experimentais, foi observado que o ion m/z 329 é
caracteristico da massa do acido vinilico glucosideo como reportado por LI et al.
(2016). O ion m/z 431 pode estar relacionado com a massa da vitexina, pertencente
a classe dos flavonoides com atividade antioxidante (PUGLIESE et al.,, 2013) e
identificado por Koolen et al. (2013). O ion m/z 433 caracteristico da massa da
guercetina-O-pentosideo, substancia que também possui atividade antioxidante
(LIMA, 2013) e foi identificado no trabalho de Fraige et al. (2017). O ion m/z 447
pode estar relacionado com a massa da luteolina-7-glucosideo e o ion m/z 461
caracteristico da massa da isoscutelareina 8-O-3-D-glucuronideo, como identificado
no trabalho de Yang et al. (2003), este ultimo, pertencente ao grupo dos compostos
fendlicos do género Theobroma (MOITA, 2019). O ion m/z 463 pode estar
relacionado com a massa da isoquercetina (EL SAYED et al., 2016; ORFALI et al.,
2017). O ion m/z 465 possui massa caracteristica da diidroguercetina 6-C-
hesoxideo, flavonoide com atividade antioxidante identificado nos estudos de Roriz
et al. (2014). O ion m/z 575 pode ser relacionado com a massa da procianidina tipo
A, classe de flavonoide identificado e relatado em estudos de D’'SOUZA et al. (2017).
O ion m/z 577 caracteristico da massa do dimero-proantocianidina, um flavonoide
com alta atividade antioxidante identificado e relatado nos estudos de Fraige et al.
(2017). O ion m/z 609 pode estar relacionado com a massa da rutina, um
bioflavonoide identificado nos estudos de Wang et al., (2017). O ion m/z 683
sugestivo da massa do dimero-acido caféico hexoside, identificado nos estudos de
Spinola et al. (2015), um composto polifendlico com diversas atividades biolégicas,
dentre elas antioxidante e anticarginogénica (ANWAR, 2013; ARAUJO, 2014).
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Figura 4. Cromatograma do extrato etandlico da casca de T. grandiflorum por CLAE-ESI-EM/EM
no modo de analise negativo. (A) Espectro experimental; (B) Branco da amostra.
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Ao analisar as bandas mais intensas, foi possivel observar tanto similaridade
guanto diferencas entre o perfil quimico de ambos os extratos, das 16 substancias
caracterizadas, todas foram observadas no extrato hidroalcoolico e 11 foram
observadas no extrato etandlico, com excecédo dos ions m/z 191, m/z 341, m/z 477,
m/z 576, m/z 683 (Figura 4), evidenciando que o método de extracdo influencia
diretamente na seletividade e eficacia da extracdo dos compostos, ao comparar 0s
métodos de extracdo, o solvente etanol:agua (1:1) v/v assistido por ultrassom
demonstrou maior eficiéncia em relacdo ao solvente etanol grau 96 GL para os
compostos fendlicos e flavonoides. Estudos de Lima (2013) corroboram essa
hipétese, em seus resultados o extrato que obteve desempenho otimizado e
proporcionou os melhores rendimentos de percentuais de substancias fendlicas e
flavonoides foi o etanol:agua (7:3) v/v. As estruturas quimicas dos principais
compostos caracterizados nos extratos de T. grandiflorum, seguido de suas
respectivas massas molares, podem ser observadas na Figura 5, bem como os

espectros de massa dos ions de maior abundancia relativa na Figura 6.
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Figura 5. Estruturas moleculares dos principais ions caracterizadas nos extratos de T. grandiflorum.
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Figura 6. Espectros de massas por CLAE-ESI-EM/EM e suas respectivas fragmenta¢cfes no modo
de ionizacdo negativo, observados nos extratos das cascas de T. grandiflorum. As letras
correspondem aos respectivos ions moleculares: A (m/z 191), B (m/z 289), C (m/z 329), D (m/z 341),
E (m/z 433), F (m/z 447), G (m/z 461), H (m/z 463), | (m/z 465), J (m/z 575), K (m/z 576), L (m/z 577),

M (m/z 609), N (m/z 683).
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Figura 6 (Continuacdo). Espectros de massas por CLAE-ESI-EM/EM e suas respectivas
fragmentaces no modo de ionizacdo negativo, observados nos extratos das cascas de T.
grandiflorum. As letras correspondem aos respectivos ions moleculares: A (m/z 191), B (m/z 289), C
(m/z 329), D (m/z 341), E (m/z 433), F (m/z 447), G (m/z 461), H (m/z 463), | (m/z 465), J (m/z 575),
K (m/z 576), L (m/z 577), M (m/z 609), N (m/z 683).
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Figura 6 (Continuacdo). Espectros de massas por CLAE-ESI-EM/EM e suas respectivas
fragmentacbes no modo de ionizacdo negativo, observados nos extratos das cascas de T.
grandiflorum. As letras correspondem aos respectivos ions moleculares: A (m/z 191), B (m/z 289), C
(m/z 329), D (m/z 341), E (m/z 433), F (m/z 447), G (m/z 461), H (m/z 463), | (m/z 465), J (m/z 575),
K (m/z 576), L (m/z 577), M (m/z 609), N (m/z 683).
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5.5.Rede molecular (Molecular Networking)

A rede molecular forneceu uma abordagem sensivel e otimizada para a
analise simultanea da composi¢do quimica dos extratos etanodlicos e hidroalcoolicos
dos residuos de T. grandiflorum. A organizacdo por similaridade de cosseno dos
espectros de EM/EM possibilitou a caracterizacdo de 23 metabdlitos, em sua maioria
acidos fendolicos e flavonoides.

As redes moleculares desenvolvidas neste estudo foram criadas conforme
descrito na sessdao 4.6, utilizando espectros de massas no modo negativo

correspondentes aos extratos etandlico e hidroalcéolico das cascas de T.
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grandiflorum. Foi elaborada a rede molecular através da combinacdo de
aproximadamente 188 mil espectros de EM/EM da biblioteca espectral do GNPS
com janela espectral de 50 a 1800 m/z baseados na similaridade de cosseno entre
os ions dos espectros experimentais com os da biblioteca do GNPS e agrupados em
228 nodos. Os agrupamentos foram organizados de acordo com 0S seguintes
fatores basicos: (1) forca da aresta, que representa o nivel de similaridade (cosseno)
entre os nodos, variando de 0,7 a 1,0; (2) cor do nodo, que representa a origem da
amostra na qual a substancia foi detectada; (3) legenda do nodo, que corresponde
ao ion precursor, ilustrado na Figura 7.

A identificacdo de cada nodo (substancia) foi baseada nas informacdes
obtidas nas anotacdes realizadas pela biblioteca espectral do GNPS e na
comparacdo com a literatura especializada e com o banco de dados, sendo
primeiramente analisados os nodos que agruparam nos mesmos clusters dos
padrées seguido daqueles que apresentam ion precursor m/z das substancias ja
caracterizadas no item 5.4.2.

Seguindo essa ordem, primeiramente foi observado que, para ambos 0s
extratos, houve a formacdo de mapas de redes moleculares com familias
moleculares tendo como elemento béasico substancias (nodos) da classe dos
fendlicos, e do grupo dos flavonoides (Figura 7), corroborando com as analises por
CLAE-PDA e que detectou a presenca de taninos condensados em ambos os
extratos. Dentre todas as substancias anotadas (Tabela 5), 17 foram agrupadas no
mapa da rede molecular, tanto para o extrato etandlico, quanto para o hidroalcoolico,
e no geral foram caracterizadas 23 substancias a partir da biblioteca espectral do
GNPS.

A partir da organizagdo do Molecular Networking foi possivel observar que,
embora as redes moleculares apresentem como principais familias nodos referentes
aos fendlicos, a exemplo dos acidos fendlicos, como o acido caféico hexose (m/z
265), Acido dihidroxistearico (m/z 315), acido vanilico hexose (m/z 429) e &cido
vernolico (m/z 299). A rede relativa aos extratos também exibiu agrupamentos da
classe dos flavonoides, sendo anotados nos extratos 0s compostos, como a
isoquercetina (m/z 463), rutina (m/z 609), Hipoleatina-8-O-glucorinideo (m/z 477),
catequina (m/z 289), procianidina B2 (m/z 576) e o Dimero proantocianidina (m/z
577).
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Um fator positivo a respeito dessa classe de compostos que foram
conectados na mesma familia espectral foi o valor de cosseno superior a 0.71,

demostrando a similaridade relevante entre eles, como podem ser observadas nas
Figuras 8, 9 e 10.

Figura 7. Rede de interacdo molecular (Molecular Networking) dos extratos etandlicos e
hidroalcdolicos de cupuacu (T. grandiflorum) no modo negativo.
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Figura 8. Cluster dos acidos fendlicos da rede de interagdo molecular (Molecular Networking) dos
extratos etandlicos e hidroalcoolicos de cupuacu (T. grandiflorum) no modo negativo.
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Figura 9. Cluster dos acidos fendlicos e quercetinas da rede de interagcdo molecular (Molecular
Networking) dos extratos etanolicos e hidroalcéolicos de cupuacu (T. grandiflorum) no modo negativo.

o‘. N jf;’w

P ) we NN,

Y
Veloquercetina dimetil eter

“e—e—® M/Z 409
&,
g
. @ @ ® 8
¥ 2 et N, % o_. wy ] o s
e e e 1 e L, % %
. . . ° .
¢ ® o o
K] ’ .
’ :: o Seall
‘ oH p -3
. ) ) . . Quercetina-dimetil-éter-  Acido cafeoil chiguimico
Galocatequina Derivado do acido glucarico L
M/Z 305 M/2425 rutinoside M/Z 335
M/Z 445

Fonte: Autor (2020).

Figura 10. Cluster dos flavonoides da rede de interacdo molecular (Molecular Networking) dos
extratos etandlicos e hidroalcoolicos de cupuacgu (T. grandiflorum) no modo negativo.
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Nas redes moleculares das cascas de cupuacu, foi observado o agrupamento
de espectros que demonstraram diferencas entre o0s extratos etandlico e
hidroalcéolico. Os compostos Acido caféico hexose (m/z 265), Acido
dihidroxistearico (m/z 315), Veloquercetina (m/z 367), Dimero do &cido glucarico
(m/z 425) e a Vitexina (m/z 431) foram observados apenas nos extratos
hidroalcoolicos dentro dos parametros dos valores de cosseno na biblioteca do
GNPS. No entanto, o0 extrato etanolico apresentou o ion m/z 429 correspondente a
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substéancia acido vanilico hexose, anotado apenas para esse extrato na biblioteca do
GNPS com valor de cosseno igual a 1,0.

A rede molecular caracterizou 13 substédncias que n&do haviam sido
detectadas nas bandas cromatograficas mais intensas dos extratos, esses ions
correspondem as substancias: Acido caféico hexose (m/z 265), Tricrozarina A (m/z
293), Acido verndlico (m/z 299), Galocatequina (m/z 305), Acido dihidroxistearico
(m/z 315), Acido carboxilico brevifolina (m/z 327), Acido cafeoil chiquimico (m/z 335),
Acido glucosiringico (m/z 359), Veloquercetina (m/z 367), Acido geniposidico (m/z
373), Veloquercetina-3'3 dimetil-éter (m/z 409), Derivado do acido glucarico (m/z
425), Acido vinilico hexose (m/z 429), Quercetina-dimetil-éter-rutinoside (m/z 475). A
rede molecular anotou também substancias jA caracterizadas através da andlise
individual das fragmentacfes dos ions precursores dos espectros de massa pelo
software DataAnalysis, demonstrando seletividade e precisdo na desreplicacdo de
substancias nos extratos das cascas de T. grandiflorum. Todas as substancias

caracterizadas por Molecular Networking estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5. Tabela de caracterizagdo quimica dos extratos etandlico e hidroalc6olico de T. grandiflorum
por Molecular Networking.

Espécie T. grandiflorum
Metabdlitos secundérios Valor de
*mfz [M-H" “TR (min) COSseno Presenca nos Referéncia
extratos
(0,7-1,0)
1 Acido caféico hexose 265 28,03 1,0 EtOH:H20 GNPS / Wang et
al (2017)
. . GNPS / Wang et
2 Catequina 289 13,23 0,93 EtOH:H20/EtOH al (2017)
3 Tricrozarina A 293 1357 083  EtOHH.O/EOH CNPS/Wanget
al (2017)
4 Acido vernélico 299 30,83 084  EtOHH.O/EtOH CNPS/D'Souza
etal., (2017)
S Galocatequina 305 15,03 089  EtOH:H0/EtoH  CNPS/Wang et
al (2017)
6 Acido dihidroxistearico 315 6,05 0,89 EtOH:H20 GNPS / Wang et

al (2017)
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Tabela 5. (Continuacédo) Tabela de caracterizacdo quimica dos extratos etandlicos e hidroalcéolicos

de T. grandiflorum por Molecular Networking.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Acido carboxilico
brevifolina

Acido vanilico glucosideo

Acido cafeoil chiquimico

Acido caféico-3-
glucosideo

Acido glucosiringico

Veloquercetina

Acido geniposidico

Veloquercetina-3’3 dimetil-
éter

Derivado do acido
glucarico

Acido vinilico hexose

Vitexina

Isoquercetina

Quercetina-dimetil-éter-
rutinoside

Hipoleatina-8-O-
glucorinideo

Procianidina B2

Dimero proantocianidina

Rutina

327

329

335

341

359

367

373

409

425

429

431

463

475

477

576

577

609

7,19

6,51

13,86

4,39

5,87

10,31

7,52

14,21

11,57

38,97

4,23

17,59

13,63

18,77

10,07

11,38

17,30

0,79

0,87

0,87

0,85

0,86

0,8

0,87

0,79

0,75

1,0

0,82

0,88

0,78

0,78

0,71

0,85

0,74

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20

EtOH

EtOH:H20

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

EtOH:H20/EtOH

GNPS / Spinola et
al., (2015)

GNPS/ Lietal.,
(2016)

GNPS / Spinola et
al., (2015)

GNPS / Fraige et
al.,, (2017)

GNPS/Lietal.,
(2016)

GNPS / Fraige et
al., (2017)

GNPS/Lietal.,
(2016)

GNPS / Fraige et
al., (2017)

GNPS / Spinola et
al., (2015)

GNPS / Wang et
al (2017)

GNPS / Wang et
al., (2017)

GNPS / El Sayed
et al.,, (2016)

GNPS / Wang et
al.,, (2017)

GNPS / Pugliese
etal., 2013

GNPS / D'Souza
etal., (2017)

GNPS / Fraige et
al., (2017)

GNPS / Wang et
al.,, (2017)

*m/z [M-H] : Razao massa carga do espectro de massas no modo negativo; “TR (min): tempo de
retencdo(minutos); EtOH:H20O- Extrato hidroalcéolico das cascas. EtOH- Extrato etandlico das
cascas. Fonte: Autor (2020).
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5.6. Atividade antimicrobiana dos extratos
Os dois extratos de T. grandiflorum apresentaram atividade no teste de CIM,
por meio do método usado neste estudo. Alguns critérios sugeridos por Holetz et al,
(2002) descritos na Tabela 6, foram usados como parametro de atividade, pois o
mesmo descreve em seus estudos que extratos vegetais com atividade
antimicrobiana em concentracbes acima de 1000 pg/mL nos testes CIMs séo
considerados inativos, sendo de dificil uso farmacéutico no tratamento clinico de

infecgcbes bacterianas e antifingicas.

Tabela 6. Critério de avaliagdo da atividade antimicrobiana pela técnica de pocos.

AVALIACAO CIMs DO EXTRATO

Boa atividade antimicrobiana Abaixo de 100 pg/mL
Moderada atividade antimicrobiana Entre 100 e 500 pug/mL
Fraca atividade antimicrobiana Entre 500 e 1000 pg/mL
Inativo Acima de 1000 pg/mL

Fonte: Holetz et al, (2002).

A CIM foi determinada para o0s extratos que apresentaram atividade
antimicrobiana. Na Tabela 7 foram expressos os resultados da atividade antifingica
e antibacteriana dos extratos vegetais de cupuacgu (T. grandiflorum) frente a
microrganismos patogénicos humanos. Observa-se que as leveduras C. albicans
(ATCC 1023); C. albicans (ATCC 18804); C. tropicalis (ATCC 750); C. krusei (ATCC
6258); C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. glabrata (ATCC 2001) nado foram inibidas
por nenhuma concentracdo de ambos o0s extratos. Os extratos etandlicos e
hidroalc6olicos de T. grandiflorum apresentaram pouca ou nenhuma atividade
antimicrobiana até a concentracdo de 1000 pg/mL.

O extrato hidroalcoolico da casca de cupuagu apresentou atividade
antimicrobiana mais expressiva frente as bactérias S. aureus (ATCC 25922),
Salmonella sp. (ATCC 19196) e E. coli (ATCC 25923) na concentracdo de 1000
pHg/mL. Entretanto, este ndo apresentou atividade para os ensaios de concentragao
bactericida minima (CBM), sugerindo que sua atividade microbiol6gica frente a
esses patdégenos € bacteriostatica (Tabela 7). JA o extrato etandlico apresentou
atividade antimicrobiana apenas para Salmonella sp. (ATCC 19196), em

concentracdo de 1000 pg/mL, n&do apresentando atividade nos ensaios de
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concentracdo bactericida minima (CBM), tendo sua atividade também caracterizada
como bacteriostatica. Resultados semelhantes foram observados por Venancio
(2019) em extratos das folhas de T. grandiflorum, onde encontrou atividade
antimicrobiana frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus com
atividade moderadamente sensiveis. A atividade antimicrobiana do T. grandiflorum
também foi observada por Lew et al (2016) em estudos in vitro dos extratos das
folhas, polpa e sementes frente a linhagem de S. aureus, ndo obtendo efeito
inibitério sobre as bactérias. J& os resultados encontrados por Moita (2019) obteve
atividade inativa dos extratos das cascas de sementes de T. grandiflorum frente as
mesmas espécies de microrganismos deste estudo.

Os extratos vegetais testados apresentam atividade antimicrobiana para
microrganismos de cepas padrdes, ndo sendo ativos para cepas resistentes (Tabela
7). Embora tenha sido encontrado efeito inibitorio para os microrganismos S. aureus,
Salmonella sp. e E. coli, no geral esta atividade foi limitada. Toda via, resultados de
atividade antimicrobiana inibitéria frente aos microrganismos testados para a casca
de T. grandiflorum n&o foram encontrados na literatura até o momento, o que tornam

esses resultados inéditos.

Tabela 7. Atividade antimicrobiana dos extratos etanélico e hidroalcéolico de T. grandiflorum.

CIM (CFM)? CIM (CBM)?
C.albicans*  C.albicans  C.tropicalis  Ckrusei  C.parapsilosis S.aureus Saimonella E. coli
AMOSTRA ' ’ ’ C.glabrata ’ Sp. )
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC 2001 ATCC ATCC ATCC
10231 18804 750 6258 22019 25922 19196 25923
CA/CPCIUS - - - - - - - 1000 (-) -

CAICPCISXL - - - - - - 1000 (-) 1000 () 1(0_0)0

(+)°* 0.03 0.06 0.12 0.12 0.06 0.12 NA NA NA

(+)2 R (64) 2.0 8.0 32 4.0 32 NA NA NA
(+)0s NA NA NA NA NA NA 0.30 25.0 12.5

avalores em pg/mL; *Resistente ao Fluconazol; b! Anfotericina B; b2 Fluconazol para leveduras; e b3
Anfotericina para bactérias; (-) CBM/CFM > 1000 pg/mL; NA: Nao aplicavel; R: Resistente;
CA/CPC/US Extrato da casca de cupuacu (ultrassom); CA/CPC/SXL Extrato da casca de cupuacu
(sohxlet). Fonte: Autor (2020).

Os flavonoides e os acidos fendlicos caracterizados nos estudos quimicos dos
extratos, apresentam em literatura atividade antimicrobiana, podendo estar
relacionados aos resultados encontrados neste trabalho (DUARTE, 2006; GABBAY
ALVES et al., 2019; JALAL, 1977; ROTH, 2009; SANTOS et al., 2010). Segundo
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Drumond et al., (2004) a baixa atividade antimicrobiana pode ter sido suprimida pelo
sinergismo entre as diferentes classes de compostos encontradas. Este fator pode
estar relacionado a matriz complexa dos extratos, e a alta interacdo dos compostos
bioativos encontrados nesse material. Contudo, a atividade bacteriostatica desses
extratos pode ser empregada para o0 aumento da vida de prateleira de diversos
produtos que venham a utilizar as cascas de T. grandiflorum em sua composicéo, a
exemplo, o estudo de Rodrigues et al., (2010) que utilizou as cascas de cupuacu
para a elaboracédo de péaes, conferindo ao produto final a propriedade de alimento

funcional.

6. CONCLUSAO

Os extratos dos residuos de T. grandiflorum oriundos da agroinddstria
apresentaram resultados promissores frente aos estudos executados. As diferentes
partes que compde o fruto de T. grandiforum (casca, sementes e polpa)
apresentaram compostos fendlicos, flavonoides e taninos, as cascas considerada
um subproduto da industria, pode ser utilizada como matéria-prima fonte desses
compostos antioxidantes.

As cascas e as sementes apresentaram atividade antioxidante frente aos
radicais DPPH e ABTS, onde as cascas apresentaram maior atividade frente ao
radical ABTS.

N&o foi possivel confirmar a presenca de compostos quimicos de baixo peso
molecular pelo método cromatografico CLAE-PDA possivelmente devido a baixa
concentracdo dessas substancias nos extratos e a presenca de taninos
condensados, sendo um método pouco seletivo para a andlise desses extratos
brutos.

A anadlise espectrométrica por CLAE-ESI-EM/EM caracterizou no total 16
compostos e a metodologia mostrou-se seletiva para os extratos, caracterizando
majoritariamente compostos fendlicos.

A estratégia de combinagdo das técnicas de CLAE-ESI-EM/EM e de
Molecular Networking possibilitou a interpretacdo mais rapida e otimizada dos dados
espectrais gerados. A aplicacdo das redes moleculares para a desreplicacdo de
extratos das cascas de T. grandiflorum anotou 23 substéncias na biblioteca espectral

do GNPS, caracteristicas da familia dos acidos fendlicos e flavonoides,
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corroborando com os resultados encontrados nas analises por CLAE-ESI-EM/EM. A
aplicacao da rede molecular e os resultados obtidos oriundos dessa metodologia séo
inéditos em literatura para a espécie T. grandiflorum.

Levando em consideracdo as varidveis de compostos fendlicos, flavonoides e
taninos encontrados nos extratos, as sementes de cupuagu apresentaram
estatisticamente maior concentracdo desses compostos, seguida das cascas e
polpa.

A atividade antimicrobiana apresentou resultados positivos para o extrato
hidroalcoodlico das cascas de T. grandiflorum frente a duas espécies bacterianas
Gram+ (S. aureus) e uma Gram- (Salmonella sp. e E. coli). Adicionalmente, o extrato
etandlico da casca apresentou resultado positivo apenas para a espécie bacteriana
Gram- (Salmonella sp.). Todos os extratos apresentaram atividade limitada,
classificada como baixa, segundo os critérios de avaliacdo adotados nesse estudo.
Todavia, os resultados antimicrobianos positivos obtidos para os extratos das cascas
de T. grandiflorum para os microrganismos testados possui carater bacteriostatico.

Os extratos de T. grandiflorum possuem potencial biotecnolégico para a
geracdo de bioprodutos com atividade biolégica. Contudo, ainda se faz necessario
estudos voltados para a otimizacdo da extracdo desses compostos presentes na
casca de T. grandiflorum. O isolamento dessas substancias quimicas possuem
potencial para agregar valor econ6mico a esse subproduto, ao passo que, 0s
compostos encontrados nos estudos desse residuo é de grande interesse industrial.
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