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RESUMO

O cupuacgu (Theobroma grandiflorum Schum.) é um dos mais importantes frutos da Amazonia
devido ao seu sabor e aroma caracteristicos, além do uso da sua polpa na industria de alimentos
e da gordura das sementes em formulacdes cosméticas. Cerca de 27 mil toneladas do fruto séo
produzidas no Estado do Para, onde 109 toneladas somente do municipio de Santarém. A
exploracdo do fruto gera uma quantidade significativa de residuos, ja que aproximadamente
metade € de cascas que ndo tem qualquer aproveitamento e que poderiam se tornar fonte de
moléculas com poder antioxidante e de interesse biotecnoldgico. O emprego da
biotransformacdo microbiana como uma estratégia biotecnolégica para a produgdo de
moléculas bioativas vem ganhando destaque e para esse fim, bactérias acido laticas como
Lactobacillus spp. despertam interesse pois podem modificar a estrutura quimica de compostos
fenolicos glicosilados potencializando as atividades biologicas. Diante disso, o capitulo 1 teve
como objetivo caracterizar quimicamente 0s extratos obtidos de residuos agroindustriais de T.
grandiflorum e avaliar a potencial aplicacdo como inibidor do crescimento de bactérias
patogénicas a peixes; e 0 capitulo 2 objetivou avaliar os efeitos da fermentacdo de extratos de
residuos agroindustriais de T. grandiflorum. por Lactobacillus plantarum LP62 e verificar o
potencial antimicrobiano do extrato fermentado frente a patdgenos de peixes. No capitulo 1
descrevemos que 0s extratos obtidos a partir de residuos da casca de T. grandiflorum
apresentaram concentracfes significativas de compostos fendlicos, e que apesar de ndo
demonstrarem potencial bactericida, foram capazes de inibir parcialmente o crescimento
microbiano das cepas que desafiaram. Pela analise quimica utilizando CLAE-ESI-EM/EM
sugerimos a presenca de 9 compostos nos extratos e membrana interna do fruto, algumas destas
com atividades biologicas de interesse industrial. No capitulo 2 ndo observamos diferenca
significativa entre o indice de crescimento microbiano nos meios suplementados com o extrato
e demonstramos que nédo houve diferenca significativa entre o0 pH do meio MRS acrescido de
extrato quando comparado ao controle. Observamos mudancas no perfil cromatografico do
extrato fermentado em comparagéo aos controles e 0 mesmo extrato fermentado demonstrou
atividade antimicrobiana frente a Aeromonas hydrophila. Concluimos que os extratos da casca
do cupuagu (T. grandiflorum) rico em substancias bioativas tem potencial para serem utilizados
em processos fermentativos e na producdo de novos bioprodutos funcionais dirigidos a setores

industriais da cosmética e aquicultura.

Palavras chave: Biotransformacdo. Residuo industrial. Probiético. Fendlicos. Theobroma

grandiflorum. Cupuagu.



ABSTRACT

Cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum.) is one of the most important fruits of the Amazon
due to its characteristic flavor and aroma, in addition to the use of its pulp in the food industry
and the seeds in cosmetic formulations. About 27 thousand tons of the fruit are produced in the
State of Para, where 109 tons are only in the municipality of Santarém. The exploitation of the
fruit generates a significant amount of waste, since approximately half is from peels that have
no use and that could become a source of molecules with antioxidant power and of
biotechnological interest. The use of microbial biotransformation as a biotechnological strategy
for the production of bioactive molecules has been gaining attention and for this purpose, lactic
acid bacteria such as Lactobacillus spp. are of interest because they can modify the chemical
structure of glycosylated phenolic compounds, enhancing their biological activities. Therefore,
chapter 1 aimed to chemically characterize the extracts obtained from agro-industrial residues
of cupuagu (T. grandiflorum) and evaluate the potential application as an inhibitor of the growth
of pathogenic bacteria in fish; and chapter 2 aimed to evaluate the effects of fermentation of
extracts from agroindustrial residues of T. grandiflorum by Lactobacillus plantarum LP62 and
to verify the antimicrobial potential of the fermented extract against fish pathogens. In chapter
1 we describe that the extracts obtained from residues of the bark of T. grandiflorum showed
significant concentrations of phenolic compounds, in addition, despite not showing bactericidal
potential, they were able to partially inhibit the microbial growth of the challenged strains. By
chemical analysis using HPLC-ESI-MS/MS we suggest the presence of 9 compounds in the
extracts and inner membrane of the fruit, many of them with biological activities of industrial
interest. In chapter 2 we did not observe a significant difference between the microbial growth
index in the media supplemented with the extract and we demonstrated that there was no
significant difference between the pH of the MRS medium plus extract when compared to the
control. We observed changes in the chromatographic profile of the fermented extract compared
to controls and the same fermented extract showed antimicrobial activity against Aeromonas
hydrophila. We conclude that cupuacu (T. grandiflorum) bark extracts rich in bioactive
substances have the potential to be used in fermentation processes and in the production of new

functional bioproducts aimed at the cosmetic and aquaculture industrial sectors.

Keywords: Biotransformation. Industrial waste. Probiotic. Phenolic. Theobroma

grandiflorum. Cupuassu.
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1. INTRODUCAO

A floresta Amazénica é conhecida por sua grande diversidade de flora, com diversas
espécies com aplicacdes na sociedade humana. Nesse contexto a exploracdo de espécies
frutiferas apresenta grande importancia. No mundo, cerca de 800 milhdes de toneladas de frutas
sdo produzidas todos os anos. Nesse mercado, o Brasil ocupa a terceira posi¢do entre os maiores
produtores atras somente de india e China com colheitas de 45 milhdes de toneladas
(AGRIANUAL ,2017; JACOBSEN et al., 2018; EMBRAPA, 2021). No Brasil o setor de
fruticultura encontra-se entre os principais geradores de emprego, renda e desenvolvimento no
ambito rural do agronegocio (JACOBSEN et al., 2018).

O cupuagu (Theobroma grandiflorum) é uma arvore frutifera nativa da Amazoénia, no Brasil
é naturalmente distribuida nos estados do Amazonas, Par4, Maranhdo, Rondbnia e acre,
enquanto cultivares comerciais podem ser encontrados em estados como Bahia, Amazonas e
Para (SANTOS et al., 2010; PUGLIESE et al., 2013, BARROS et al., 2016, IDAM,2020).
Entretanto, outros paises como Costa Rica, Colombia, Equador, Guiana Francesa, Guiana e
suriname também cultivam essa arvore (PUGLIESE et al., 2013).

O fruto de cupuacgu é composto de casca (43%), polpa (38%), semente (17%) e placenta
(2%) (PEREIRA et al,2018). Sua polpa é apreciada por sua acidez e aroma intenso, entretanto,
devido ao seu sabor forte, ndo é normalmente consumida sozinha, mas é utilizada para
fabricagdo de bebidas (“vinho do cupuagu” e suco), sorvetes, licores, geleias, conservas e doces
(SANTOS et al., 2010; PEREIRA et al.,2018). Das sementes da espécie é extraido um 0leo,
manteiga do cupuagu, que pode ser utilizada na produgéo de produtos alimenticios e cosméticos
(PUGLIESE et al., 2013, PEREIRA et al,2018). Além disso, a semente tem ganhado
notoriedade devido a sua potencial aplicacdo na fabricacdo de um produto artesanal similar ao
chocolate, denominado de cupulate (PUGLIESE et al., 2013, BARROS et al., 2016).

Segundo dados da Secretaria de Estudo de Desenvolvimento Agropecuario e de Pesca
do Para em 2018 foram produzidas 27 mil toneladas do fruto, dos quais 109 toneladas oriundas
somente do municipio de Santarém abastecendo o mercado nacional e exportado para varios
paises, sendo Japdo, Paises Baixos, Reino Unido, Alemanha, Estados Unidos, Argentina,

Bolivia e Paraguai os maiores consumidores internacionais (GOMES e LIMA, 2019).

A maioria das publicacBes cientificas produzidas sobre a espécie Theobroma

grandiflorum focam em estudar aspectos diversos de sua semente e polpa do fruto (CAMPOS-
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RODRIGUEZ et al., 2021), sendo poucos os estudos que falem acerca de casca e outros

subprodutos da cadeia produtiva do cupuagu.

Esses residuos sdo empregados por algumas empresas como adubo organico, porém,
estudos promissores mostram que esses subprodutos podem ser aplicados como substrato de
fermentacdo para obtencdo de enzimas ou metabolitos de origem microbiana (GOLVEIA et
al.,2018). A fermentacdo microbiana destaca-se por ser realizada por organismos
estruturalmente simples, em curto periodo de geracdo e por apresentarem grande diversidade
de processos metabdlicos (CONTI, 2001; FARNET & ZAZOPOULOS, 2005, SANTOS,
2015). No ambito ambiental a biotranformacéo é considerada como uma estratégia de quimica
verde, devido a producao de efluentes menos nocivos ao meio ambiente, com pouca producéo
de residuos e baixo consumo energético (SILVA,2015; HEGAZY et al., 2015).

O processo fermentativo microbiano em matrizes vegetais, realizado por linhagens de
bactérias &cido laticas (BAL) como as pertencentes ao género Lactobacillus sp. pode aumentar
a biodisponibilizacdo e bioatividade de compostos fendlicos, visto que esses microrganismo
podem modificar o conteldo e a estrutura de antocianinas e outros compostos fenolicos
glicosilados, mudando de glicosideos para formas agliconas que resultam em aumento da
atividade biologica (LANDETE et al., 2008; GUERGOLETTO et al., 2017; BARBOSA,2019).

Os residuos de cupuagu possuem significativos teores nutricionais, destacando-se o
potassio, ferro, selénio e antioxidantes, esse ultimo possuindo a capacidade de retardar o
processo de degeneragdo celular (AVILA-SOSA et al., 2019). Ademais, podem ser fonte de
substancias bioativas como compostos fendlicos, alcaloides, glicosideos, compostos volateis
(LIMA, 2013; BANERJEE et al., 2016; SAGAR et al., 2018; MOITA, 2019; SILVA ,2020) e
de compostos com atividade antimicrobiana (ARBOS et al., 2013). A presenca de tais
substancias em matrizes vegetais torna-os atrativa para a inddstria cosmeceutica pois podem
proteger e curar a pele, e, quando comparados aos produtos cosméticos sintéticos, sdo brandos
e biodegradaveis, possuindo atividades bioldgicas e terapéuticas (SOTO, FALQUE E
DOMINGUEZ,2015; CHERUBIM et al.,2019).

A aquicultura é outra industria que pode ser beneficiada compostos bioativos presentes
em residuos de cupuagu, visto que as substancias antimicrobianas presentes em extratos
vegetais para podem ser uma alternativa ao tratamento tradicional com antibidticos (JANA et
al,2018), os quais podem causar poluicdo ambiental, contaminacdo dos peixes e de outros

organismos envolvidos na cadeia alimentar aquatica, devido ao seu uso indiscriminado
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(CLAUDIANO et al. 2012). Aliado a isso, a biomassa residual desperta interesse, pois é de
baixo custo, renovavel e abundante (VASQUEZ et al., 2019).

Dessa forma, o capitulo 1 desta dissertacdo teve como objetivo caracterizar
quimicamente os extratos obtidos de residuos agroindustriais de cupuacu (T. grandiflorum) e
avaliar a potencial aplicacdo como inibidor do crescimento de bactérias patogénicas a peixes; e
0 capitulo 2 objetivou avaliar os efeitos da fermentacao de extratos de residuos agroindustriais
de T. grandiflorum por Lactobacillus plantarum LP62 e verificar o potencial antimicrobiano

do extrato fermentado frente a patdgenos de peixes
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CAPITULO 1- Secondary metabolites and antimicrobial potential of extracts from
cupuassu bark (Theobroma grandiflorum Schum.!
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ABSTRACT

The present work aimed to chemically characterize extracts from agro-industrial waste residues
from cupuassu (T. grandiflorum) and to evaluate the potential application as an inhibitor of the
growth of pathogenic bacteria in fish. Different methods were used for the obtention of extracts
from the cupuassu peel, in parallel an extract of the inner membrane of the fruit peel was
produced. The quantification of total phenolic compounds was performed in the extracts and
antimicrobial potential tested through Minimum Inhibitory Concentration methodology.
Chemical characterization was performed by High Performance Liquid Chromatography
coupled to a Mass Spectrometer (HPLC-ESI-MS/MS). As result extracts obtained from
residues of T. grandiflorum fruit peel showed significant concentrations of phenolic
compounds, and although they did not shown bactericidal potential were able to partially inhibit
the microbial growth of the strains which they challenged. Characterization made by HPLC-
ESI-MS/MS approach suggest the presence of 11 compounds in the extracts of cupuassu peel
and inner membrane of the fruit many of them with biological activities of industrial interest.
The residue extracts from the fruit peel of T. grandiflorum have biotechnological potential for
the production of new bioproducts, which may be a source of bioactive substances.

Keywords: Amazon; Phenolics; cosmetics, aquaculture

1 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista Acta Amazonica. As normas
indicadas para a redacdo de artigos pela revista estdo disponiveis no link:https://acta.inpa.gov.br/guia_ingles.php.
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Metabdlitos secundarios e potencial antimicrobiano de extratos da casca de
cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum.).

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar quimicamente os extratos obtidos de
residuos agroindustriais de cupuacu (T. grandiflorum) e avaliar o potencial de aplicagcdo como
inibidor do crescimento de bactérias patogénicas de peixes. Para isso, foram utilizados
diferentes métodos para a produgéo de extratos da casca do cupuagu, em paralelo foi produzido
um extrato da membrana interna da casca do fruto. A quantificacdo dos compostos fendlicos
totais foi realizada nos extratos obtidos, e as amostras tiveram seu potencial antimicrobiano
testado pelo método de Concentracdo Inibitoria Minima. Além disso, a caracterizacdo quimica
foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia acoplada a um Espectrometro de
Massa (CLAE-ESI-EM/EM). Os extratos obtidos a partir de residuos da casca de T.
grandiflorum apresentaram concentragdes significativas de compostos fendlicos, além disso,
apesar de ndao demonstrarem potencial bactericida, foram capazes de inibir parcialmente o
crescimento microbiano das cepas que desafiaram. Sugerimos a presenga de 9 compostos nos
extratos da casca de cupuacu e membrana interna do fruto, muitos deles com atividades
bioldgicas de interesse industrial através da abordagem CLAE-ESI-EM/EM. Assim, 0s extratos
residuais da casca de T. grandiflorum possuem potencial biotecnoldgico para a producédo de
novos bioprodutos, que podem ser fonte de substancias bioativas.

Palavras-chave: Amazonia; Fenolicos; Cosmético, Aquicultura.
INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira posicao entre os maiores produtores de frutas no mundo atras
somente de India e China, com colheitas de 45 milhdes de toneladas (Embrapa, 2021). O
cupuacgu (Theobroma grandiflorum Schum.) é um dos mais importantes frutos na Amaz6nia,
encontrado naturalmente nos estados do Amazonas, Par4, Maranhdo, Rond6nia e Acre,
enquanto cultivares comerciais podem ser encontrados em estados como Bahia, Amazonas e
Paré (Santos et al., 2010; Pugliese et al., 2013, Barros et al., 2016, Idam,2020).

O Paré é o estado com maior producdo do fruto, com uma éarea plantada de 8.900
hectares e uma producdo anual de 29 mil toneladas. Nesse panorama, em 2018, somente 0
municipio de Santarém foi responsavel pela producdo de 109 toneladas (Sedap,2022),
abastecendo o mercado nacional e exportando para varios paises, sendo Japao, Paises Baixos,
Reino Unido, Alemanha, Estados Unidos, Argentina, Bolivia e Paraguai 0s maiores
consumidores internacionais (Gomes e Lima, 2019).

A maioria das publicacfes cientificas produzidas sobre o cupuacu focam em estudar
aspectos diversos de sua polpa e sementes (Campos-Rodriguez et al., 2021), ja& empregadas
comercialmente. A polpa deste fruto é apreciada devido ao seu sabor &cido caracteristico e

aroma floral intenso, sendo utilizada na producéo de diferentes produtos alimenticios (Barros
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et al., 2016), ja o 6leo extraido de suas sementes pode ser utilizado na producao de produtos
alimenticios e cosméticos (Pugliese et al., 2013, Pereira et al, 2018). Além disso, a semente tem
ganhado notoriedade devido a sua potencial aplicacdo na fabricacdo de um produto artesanal
similar ao chocolate, denominado de cupulate (Pugliese et al., 2013, Barros et al., 2016).

Nesse contexto, sdo poucos 0s estudos que versam acerca da caracterizacdo e
aplicabilidade industrial de sua casca e outros residuos de sua cadeia produtiva. Esses
subprodutos possuem significativos teores nutricionais, destacando-se o potassio, ferro, selénio
e antioxidantes (Golveia,2018; Avila-Sosa et al., 2019: Silva, 2020), podendo ser fonte de
substancias bioativas como compostos fendlicos, alcaloides, glicosideos e compostos volateis
(Banerjee et al., 2016; Sagar et al., 2018; Silva,2020) e de compostos com atividade
antimicrobiana (Arbos et al., 2013).

A presenca de tais substancias em matrizes vegetais torna-os atrativa para a industria
cosmeceutica pois podem proteger e curar a pele, e, quando comparados aos produtos
cosméticos sintéticos, sdo brandos e biodegradaveis, possuindo atividades biologicas e
terapéuticas (Soto, Falqué e Dominguez,2015; Cherubim et al.,2019). Ademais, residuos
vegetais despertam interesse, pois sdo de baixo custo, renovaveis e abundante (Vasquez et al.,
2019).

O Brasil se destaca como um dos paises com maior potencial de expansao da aquicultura
no mundo, a medida em que a demanda de pescado e produtos derivados de peixes aumenta
devido ao elevado crescimento populacional e a maior preferéncia por comidas saudaveis
(Assane et al,2021). Entretanto, a intensificacdo da producdo de pescado pode favorecer o
surgimento e proliferacdo de doencas infecciosas (Claudiano et al., 2019). Devido a esses
problemas, € recorrente na terapéutica dos animais o0 uso de substancias quimicas, entretanto o
uso indiscriminado desses compostos resulta em poluicdo ambiental, contaminacgdo dos peixes
e de outros organismos envolvidos na cadeia alimentar aquatica (Claudiano et al. 2012). Nesse
contexto, 0 uso de extratos vegetais para a contencdo de doencas na aquicultura é uma
alternativa ao tratamento tradicional com antibioticos, com diversos produtos de origem vegetal
sendo reportados como agentes antimicrobianos (Jana et al,2018).

Dessa forma, o presente trabalho objetivou caracterizar quimicamente os extratos
obtidos de residuos agroindustriais de cupuacu (T. grandiflorum) e avaliar a potencial aplicacédo

como inibidor do crescimento de bactérias patogénicas a peixes.
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MATERIAIS E METODOS
Coleta do material vegetal e obtencdo dos extratos brutos

O residuo agroindustrial de casca (epicarpo) de T. grandiflorum Schum. foram doados
pela Cooperativa dos Produtores Rurais de Santarém - Cooprusan. A pesquisa foi realizada nos
Laboratdrios de Farmacognosia, no Laboratério de Pesquisa & Desenvolvimento de Produtos
Naturais Bioativos (P&DBio) da Universidade Federal do Oeste do Para (IBEF-UFOPA) e no
Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais (LQPN-USP).

Os extratos foram preparados a partir de residuos da agroindustria (epicarpo = casca) do
fruto de T. grandiflorum. O residuo foi seco em estufa com circulacdo forcada de ar a 40°C
durante 72 horas, triturado em moinho de facas e refinado em peneira de 28 mesh (0,6 mm)
para obtencdo de um pd de fina granulacdo homogéneo. Apos isso, foi acondicionado e
identificado em embalagens de polietileno e armazenado em freezer a -40 °C até o0 momento
das extragoes.

Para o preparo do extrato alcodlico (CCsx), 50 g de casca seca e moida foi submetido
ao método de extracdo via Soxhlet, que consiste na recirculacdo de 500 mL de etanol
tratado/destilado PA 96 GL por um periodo de 8 horas. O extrato foi concentrado em
rotaevaporador rotativo sob pressao reduzida (Heidolph®, Laborota 4001 — efficient) equipado
com bomba a vacuo (Heidolph®, Rotavac valve control) e armazenados em freezer a -40 °C até
0 momento das anéalises.

Para a producdo do extrato alcodlico a frio (CCf), 500 g da casca seca e moida foram
submetidas ao método de extracdo a frio com 1 litro de etanol PA 96 GL sob agitacdo magnética
por duas vezes.

Adicionalmente, frutos de T. grandiflorum foram adquiridos de um supermercado em Sao
Paulo- SP e levados ao LQPN-USP. Apds a aquisicdo, os frutos foram higienizados em &gua
corrente e o epicarpo separados de suas respectivas polpas. A membrana interna do epicarpo
também foi coletada. Os residuos foram secos em estufa com circulacdo de ar a 50 °C, e entdo
triturados com auxilio de liquidificador

Para o preparo do extrato metanolico do epicarpo de cupuacu, 100 g de material seco e
moido foram submetidas ao método de extracédo a frio com 200 ml de metanol por duas vezes
e 0 extrato resultante foi nomeado CCc.

De forma semelhante, o extrato metandlico membrana interna do epicarpo de cupuagu
foi obtido pela extracdo a frio de 2g de membrana seca e moida com 100 ml de metanol por

duas vezes. O extrato resultante foi nomeado CCm.



138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

19

Todos os processos de extracdo a frio foram realizados em erlenmeyer com agitacédo

magnética.

Determinacéo de fenolicos totais

Para a quantificacdo dos fendlicos totais dos extratos foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteau de acordo com Singleton e Rossi (1965). O ensaio consistiu na adi¢cdo de 0,5 mL da
amostra, 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 5 % e 2,0 mL de carbonato de sodio 4 % em tubo
de ensaio, mantido por 2 horas a temperatura ambiente na auséncia de luz. Apds este periodo,
foi realizada a leitura a 740 nm em espectrofotdmetro (LGI-VS-721N, LGI scientific, Sdo
Paulo, Brasil). O resultado foi calculado a partir de uma curva padrdo de acido galico e expresso
em miligramas de equivalente em acido galico (EAG) por 100 gramas de amostra.

A concentragdo de compostos fendlicos foi categorizada em quatro classes: Alta ( >5000
mg EAG 100 g'), mediana alta (3000 - 5000 mg EAG 100 g!), mediana baixa (1000 - 3000
mg EAG 100 g1) e baixa (<1000 mg mg EAG 100 g1) (Chew et al.,2011).

Andlises espectrométricas (CLAE-ESI-EM/EM)

Para o preparo das amostras, 1 mg de cada extrato foi pesado e solubilizado em 1 ml de
metanol grau CLAE, filtrados em membranas de PTFE (politetrafluoroetileno, teflon®, Millipore®)
com poro de 0,45 um e entdo adicionados em vials de 1,5 ml para anélise.

As analises por espectrometria de massas foram realizadas em equipamento Shimadzu
Prominence LC (Kyoto, Japédo) equipado com duas bombas LC-20AD, degaseificador DGU-20A,
amostrador automatico SIL-20A, coluna forno CTO-20A e detector SPD-20A UV/Vis. A separacao
cromatografica usou uma coluna de Pentafluorofenil (Luna-Phenomenex®, 5 um, PFP (2) ,100 A,
hx ¢=150x 2 mm) a40 -C, com uma taxa de fluxo de solvente de 0,2 ml/min infundida diretamente
no espectrometro de massa e 10 pl de volume de injegdo. O gradiente de eluicdo do método utilizado
nas separacdes foram constituidos pelos eluentes A: &gua purificada em sistema Milli-Q
(Millipore®) acidificada com 0,1 % de acido formico e B: Acetonitrila + &cido férmico 0,1%
(Tabela 1). Os comprimentos de onda de monitoramento no UV foram 254 e 360 nm.

O espectrometro de massa (Bruker MicrOTOF-QII) foi operado em modo negativo,
utilizando nitrogénio como gas nebulizador (4 Bar) e de secagem (fluxo de 8 L/min). A voltagem
capilar foi ajustada em 3500 V e a temperatura de secagem em 200 °C. A colisdo e a energia do
quadrupolo foram ajustadas para 10 e 8 eV, respectivamente. Os funis RF2, 2RF e hexapolo RF
foram programadas para 400, 200 e 200 Vpp, respectivamente. A faixa de massa monitorada foi de
100-1000 kDa.
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172 Os dados obtidos foram analisados no software DataAnalysis 4.3 e 0s espectros de massa
173  foram caracterizados por comparacdo com a literatura.

174  Tabela 1. Gradiente de eluicdo utilizado em CLAE hifenado a espectrometria de massas.

175

Tempo % B (ACN+ 0,1%

176 (min) acido férmico)
177 01 2
178 3 2
179 32 10
34 100
180

181  Atividade antimicrobiana

182 Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos dos residuos de cupuacu foram
183  utilizadas as seguintes cepas: Escherichia coli (ATCC 0022), Salmonella sp. (ATCC 14028),
184  Aeromonas hydrophila (CP007518-2) e Streptococcus agalactiae isolado de tilapias
185  naturalmente infectadas (Marcusso et al., 2021).

186 As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de culturas cultivadas em caldo
187  Triptona Soja (TSB) para as bactérias E. coli, Salmonella sp. e A. hydrophila, e caldo brain
188  heart infusion (BHI) para S. agalactiae. As cepas foram incubadas a 37 °C por 24 horas € entéo
189  cada um dos cultivos foi centrifugado, lavado, ressuspenso em solucdo tampédo NaCl 0,9% e
190 ajustada a turbidez até a escala 0,5 de McFarland (1,0 x 108 UFC mL™Y).

191 A avaliacdo da atividade antibacteriana e a determinacdo das Concentracdes Inibitorias
192  Minimas (CIM) dos extratos de T. grandiflorum Schum. foi realizada segundo a técnica de
193  microdiluigdo em caldo em conformidade com a norma M7-A6 do Clinical and Laboratory
194  Standards Institute (CLSI, 2006) com modificacdes.

195 Para isso, os extratos foram diluidos em DMSO 5% na concentragao inicial de 2000 pg
196  mL*. As solucdes produzidas foram adicionadas em placas com 96 pocos, nas quais foram
197  realizadas diluigdes seriadas de razéo 1:1 em caldo TSB para E. coli, Salmonella sp. e A.
198  hydrophila, e BHI para S. agalactiae. Ao final do processo, as concentracbes dos extratos
199  variaram de 7,8 a 1000 pg mL* com os pogos contendo 20 pL da suspensdo bacteriana
200  padronizada. Como controle positivo foram utilizados solugéo de ciprofloxacina a 1000 pg mL"
201  lerealizados os controles de esterilidade do meio, crescimento do inéculo, turbidez dos extratos
202 e controle negativo (DMSO 5%).

203 As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 horas. Apds esse periodo,

204  foi realizada a leitura visual do crescimento bacteriano e avaliacdo colorimétrica utilizando 30
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uL resazurina (100 pg mL1) como indicador. Assim, a CIM foi determinada como a menor
concentracdo do extrato bruto onde néo foi observado visualmente crescimento microbiano.

Aditivamente, as microplacas, sem adicdo de resazurina, foram submetidas a leitura de
absorbancia em leitor de microplacas (DR-200BS-Kasuaki, Wuxi Hiwell Diatek Instruments,
China) em comprimento de onda de 600nm. A partir desse dado foi determinada a viabilidade
microbiana para cada micro-organismo, que foi calculada através da porcentagem de inibicdo
do crescimento microbiano nas diferentes concentragdes dos extratos testados, para cada micro-
organismo de acordo com a equacao: % Inibicdo do crescimento microbiano = [1- (Ac/A0)] x
100. Ac representa a média das absorbancias por concentracdo de substancia testada e subtraida
do valor da absorbancia obtida para cada concentracdo de substancia sem a adi¢do do inoculo
e A0 a media das absorbancias do controle de crescimento microbiano (sem a substancia
testada) (GUDINA et al., 2010). Este resultado, portanto, representa a porcentagem de células
microbianas que a substancia testada foi capaz de inibir.

Anélise de dados

As andlises estatisticas foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos
a ANOVA e ao Teste t de Student ou teste de Tukey, segundo as necessidades de cada analise,
para determinar as diferencas significativas das médias ao nivel de probabilidade de 5 %
(p<0.05), utilizando o software GraphPad Prism 5.
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RESULTADOS
Quantificacdo de compostos fendlicos

Os resultados da quantificacdo de compostos fenolicos dos extratos estdo apresentados na

figura 1.

8000

6000:

mg EAG 100g™ de extrato
N LN
o o
o o
O O

Q

Figura 1: Quantificacdo de fenolicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau. CCsx-extrato
etandlico da casca de cupuacu via sohxlet; CCf- Extrato etan6lico a frio da casca de cupuacu;
CCc- Extrato metanodlico a frio da casca de cupuacu; CCm- Extrato metanolico a frio da

membrana interna da casca de cupuagu.

Ao analisar os resultados obtidos dos extratos da casca de cupuacu obtidos por diferentes
métodos de extracdo foi possivel verificar que a concentracdo de compostos fenolicos dos
extratos CCsx (5985,20+95,59 mg EAG 100g) e CCc (6135,43 £121,49 mg EAG 100g!) ndo
diferiram significativamente, entretanto a concentracdo de fenolicos observada no extrato CCf
(4435,76+44,48 ug EAG.100g™) foi significativamente menor do que a dos demais. Da mesma
forma, o extrato da membrana interna da casca de cupuacu (1858,27+ 91,84 mg EAG mg™)
obteve valores de fendlicos totais significativamente menores que os demais extratos brutos

analisados.
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Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de massas (CLAE-ESI-EM/EM)

O perfil quimico dos extratos foi determinado utilizando a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-ESI-EM/EM) em modo
negativo onde os respectivos resultados sdo demonstrados na tabela 2. Ao todo foi possivel
propor a presenca de 9 substancias nos extratos de residuos de cupuagu produzidos por
diferentes métodos. Das substancias propostas, 6 pertencem a classe dos flavonoides (vitexina,
quercetina-O-pentosideo, rutina, hypolaetin 3'-methyl ether 8-O-B-D-glucuronide sulfate,
isoquercetina e Luteolina-7-glucosideo), 1 refere-se a taninos (Dimero-proantocianidina), 1
condizente a acidos fendlicos (dimero acido caféico hexoside) e 1 representando a classe de
triterpenos (&cido asiatico).

Tabela 2: Lista de substancias propostas ao analisar dados de MS? em modo negativo dos

extratos de residuos de cupuagu (T. grandflorum). FM- Férmula molecular; TR- tempo de
retencao.

Sub. Prop. FM m/z- TR MS? Extrato Referéncias
(min) encontrado
Vitexina C21H20010 431.1 14.25 311.0697, CCsx;CCc Pugliese et al.,2013;
181 283.0737 Koolen et al.,2013;
Souza et al., 2017;
Moita, 2019;
Silva,2020
Quercetina-O- C18H26012 433.0 15.06 300.0432,27 CCsx;CCf;CCc Céadiz-Gurrea et
pentosideo 947 1.0381,255. al.,2014;
0365 D'Souza,2017;

Tauchen et al.,2016;
Pugliese et al.,2013;

Silva,2020
Rutina C27H29016 609.1 14.02 300.0403,27 CCsx;CCf;CCc  Tauchen et al.,2016;
653 1.0365,255. Sanchez-Rabaneda et
0365 al, 2003; Silva,
2020
Hipoletina 3'-metil C22H20016 571.3 21.37 315.0608,25 CCsx;CCf,CCc, Pugliese et al.,2013;
éter 8-O-p-D- S 080 5.2475,241. CCm Barros et al.,2016;
glicuronideo 3'-O- 0211,153.00 Moita, 2019;
sulfato 66
Dimero do 4cido C30H36018 683.2 02.10 341.1241,22 CCsx;CCf Spinola;Pinto e
caféico hexoside 436 1.0802,179. Castilho.,2015;
0667 Silva,2020;

Isoquercetina C21H20012 463.1 14.47 300.0422,27 CCsx;CCf,CCc  Tauchen et al.,2016;

059 1.0393,255. D'Souza,2017
0365 Moita,2019;
Dimero- C30H26012 577.1 12.20 407.0883,28 CCf Patras et al.,2014;
proantocianidina 507 9.0858,245. Cédiz-Gurrea et
0900 al.,2014;

D'Souza,2017,



270
271

272
273
274
275
276

277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288

289

290

24

Barros et al.,2016;
Spinola;Pinto e
Castilho.,2015;

Silva,2020
Acido asiético C30H4805 487.3 21.65 487.3602,40 CCsx; CCf; Xia et al.,2015
611 9.3283 CCc; CCm
Luteolina-7- C21H20011 447.1 1494 285.0501,28 CCf;CCc Sanchez-Rabaneda et
glucosideo 101 4.0458,255. al, 2003;
0434, Spinola;Pinto e
227.0476 Castilho.,2015

Atividade antimicrobiana

Ao avaliar o potencial antimicrobiano dos diferentes extratos dos residuos de epicarpo
de cupuacu e do extrato da membrana interna de cupuacu, ndo foi possivel observar atividade
antimicrobiana dos extratos frente as bactérias Gram-negativas E. coli, Salmonella sp. e A.
hydrophila, e Gram-positiva S. agalactiae em nenhuma das concentragdes de extratos testadas

pelo método de CML.

Entretanto, ao avaliar a porcentagem de inibi¢do do crescimento bacteriano avaliado por
leitura de absorbancia em leitor de microplacas, foi possivel notar que todos os extratos na
concentracdo de 1000 ug ml foram capazes de inibir parcialmente o crescimento microbiano
dos patdgenos utilizados (Figura 2). O extrato CCf apresentou o melhor resultado na inibicao
do crescimento microbiano para as bactérias gram negativas Salmonella sp. e E. coli, nesse
sentido, o extrato foi capaz de inibir em 46,45 % o crescimento de Salmonella sp. e 27,06% E.
coli. Ja para a inibicdo da bactéria A. hydrophila, o melhor resultado de inibicdo média foi
observado no extrato CCm com 19,92% seguido do extrato CCc com 19,69%. Ao avaliar a
inibicdo de crescimento da bactéria gram positiva S. agalactiae, verificou-se que o extrato CCsx
apresentou o maior potencial bacteriostatico frente a esse microrganismo com inibigcdo de
32,54%, entretanto 0 mesmo extrato foi incapaz de inibir o crescimento de Salmonella sp e

retardou a proliferacéo de A. hydrophila em apenas 2,46%.
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Figura 2: Porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano avaliado por leitura de
absorbancia em leitor de microplacas. CCsx-extrato etanolico da casca de cupuacu via sohxlet;
CCf- Extrato etanolico a frio da casca de cupuagu; CCc- Extrato metandlico a frio da casca de

cupuacu; CCm- Extrato metandlico a frio da membrana interna da casca de cupuagu;

DISCUSSAO

Segundo a escala proposta por Chew et al. (2011) os extratos CCsx e CCc apresentaram
valores considerados altos na concentracdo de compostos fenodlicos, ja o extrato CCf
demonstrou concentracdo considerada mediana alta, enquanto o extrato CCm foi considerado
mediano baixo na concentragdo dessas substancias.

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo comparaveis a pesquisas encontradas na
literatura, que descrevem diversas partes do fruto de T. grandiflorum. Tauchen et al. (2016) ao
analisar extratos do arilo, pericarpo e folhas de T. grandiflorum verificaram concentracdes de
antioxidantes da ordem de 5760 + 320, 16300 + 810 e 40060 + 2590 mg EAG 100g* de amostra
respectivamente. Os dados obtidos referentes aos extratos CCsx e CCc foram superiores quando
comparados aos extratos de arilo, entretanto, os extratos CCf e CCm demonstraram valores
menores. Além disso, todos os extratos analisados demonstram concentracdo de compostos
fenodlicos menores que a encontrados nas folhas da espécie e no pericarpo (composto por casca
e polpa do fruto) do fruto. Outros trabalhos, como o de Lima (2013) ao averiguar a concentragdo
de compostos fenolicos presente nos extratos do epicarpo de cupuagu feito por diferentes
métodos de extracdo, verificou que a concentracdo desses compostos variou entre 11330

mgEAG 100g™ de extrato e 15780 mgEAG 100g™ de extrato, sendo a menor concentracdo
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observada para o método de sonicacdo combinado com etanol/agua (7:3) e 0 maior observado
para 0 metodo maceracéo a frio com etanol. Os resultados descritos pelos autores corraboram
com os achados em nossa pesquisa, indicando a presenca de concentracdes significativas de
compostos fenolicos no cupuagu e seus residuos.

Em nossa pesquisa buscamos verificar a concentragdo de compostos fendlicos em residuos
da agroindustria do cupuagu como estratégia para a valorizacdo desse subproduto para ser
empregado na industria cosmética ou na psicultura. Dessa forma, além de demonstrarmos, nas
amostras analisadas, concentrac¢Ges variando de elevada a mediana baixa, é importante salientar
que ndo ha regulacdo quanto as concentragfes minimas necessarias dessas substancias para o
uso dos extratos nas areas citadas, possibilitando assim, com que o material estudado possa ser
empregado na fabricacdo de novos produtos.

Ademais, é importante notar que, embora tenhamos identificado teores igualmente
elevados de compostos fenolicos nos extratos de casca de cupuacu realizados com etanol via
soxhlet e metanol a frio, o uso de metanol como solvente ndo é recomendado para a producgéo
de produtos farmacéuticos(Carmagnani, Mansano e Sobreira, 2020) ou alimenticios , sendo
preferivel o emprego do etanol ja que é um solvente ndo tdéxico, de custo baixo ,facil
disponibilidade e aprovado para uso por Orgdo reguladores como o Food and Drug
Administration (FDA) (Nguang et al., 2017).

Os diferentes resultados observados ao analisar os dados de compostos fendlicos presentes
em extratos de casca de cupuagu, podem ser explicados pela variagdo de condigdes nos
processos de extracdo. CondicBes de extracdo como a técnica empregada, o solvente utilizado,
temperatura, tempo de extracdo e numero de ciclos sdo importantes parametros que controlam
o rendimento dos extratos (Kukula-Koch et al.,2013). Ademais, a menor concentragcdo de
compostos fendlicos presentes na amostra CCm em comparagdo aos observados nos extratos
do casca cupuacu podem significar que a membrana interna da casca de cupuacu é responsavel
somente por uma pequena fracdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos da casca
completa. Esse resultado aponta que a exploracdo separada dessa parte do fruto é contra
produtiva, sendo indicado o aproveitamento total dos residuos da casca sendo esse um material

abundante e barato.

Em nossa pesquisa propomos a presencga de 9 substancias nos extratos de residuos de
cupuacu analisados. Dentre os ions identificados sugestivos a flavonoides temos: m/z 431
relacionado a vitexina, um flavonoide que ja foi demonstrado ter atividade antioxidante e
antimicrobiana (Pugliese et al.,2013; Lima ,2013;Das et al.,2016; Silva, 2020); o ion m/z 433
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que é caracteristico da massa da quercetina-O-pentosideo, flavondide que também possui
atividade antioxidante (Pugliese et al.,2013;Lima, 2013; Tauchen et al.,2016; Silva,2020); o ion
m/z 609 que pode estar relacionado com a massa da rutina, bioflavonoide com alto potencial
antioxidante (Sanchez-Rabaneda et al, 2003;Tauchen et al.,2016; Silva, 2020); o ion m/z 571
que pode estar relacionado ao flavonoide hipoletina 3'-metil éter sulfato de 8-O-B-D-
glicuronideo (Pugliese et al., 2013); e o ion m/z 463 sugestivo a massa da isoquercetina que
apresenta potencial antioxidante e anti-inflamatério (Valentova et al., 2014; Tauchen et
al.,2016; D'Souza,2017; Moita,2019), ja o ion m/z 447 pode ser associado ao flavonoide
glicosilado Luteolina-7-glucosideo, sendo que diversos glicosideos de luteolina ja demonstram
atividade antioxidante (Matsuta et al., 2011; Tauchen et al.,2016; Silva, 2020).

Também foram observados ions possivelmente associados a acidos fendlicos e taninos.
O ion m/z 683 pode ser caracteristico do dimero &cido caféico hexoside (Spinola, Pinto e
Castilho.,2015; Silva, 2020) e o ions m/z 577 que pode ser caracteristico da massa de Dimero-
proantocianidina, composto que compdem a familia da proantocianidina, também conhecidos
como taninos condensados( D’Souza et al., 2017; Moita, 2019; Silva,2020).

Ademais, 0 ion m/z 487 pode ser condizente com a substancia acido asiatico, um
triterpendide pentaciclico do tipo ursano que apresenta efeitos antioxidante significativos e
potencial uso no tratamento de machucados na pele, inflamagéo, tumores e danos em nervos
tendo sido isolado de Centella asiatica (Xia et al.,2015) ndo sendo descrito, até entdo, na
literatura para a espécie T. grandiflorum.

A possivel presenca dessas substancias nos extratos analisados, reforca que os residuos
da cadeia produtiva do cupuacu podem ser fontes de moléculas bioativas com aplicacdes
industriais e biotecnoldgicas. Entretanto, é necessario 0 uso de abordagens de isolamento e
caracterizacdo de cada uma das moléculas proposta nessa matriz vegetal a fim de confirmar a
sua presenca, bem como explora-las de maneira eficiente.

Cada um dos extratos analisados demonstrou um perfil quimico distinto, conforme
demonstrado na tabela 2. A diferente composi¢do de substancias encontradas nos diversos
extratos analisados, pode ser explicada pela diferenca da matriz vegetal utilizada e pelos

métodos de extracdo empregadas.

O metanol, devido a sua elevada polaridade, é geralmente mais eficiente que o etanol
na obtencdo de compostos polares (Sanvido ,2015), entretanto o seu uso é desaconselhado na

producdo de produtos cosméticos, farmacéuticos ou alimenticios, sendo sugerido sua
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380  substituicdo por etanol, pois esse solvente € ndo toxico, pouco dispendioso e a sua utilizacdo
381  ser permitida em diversas industrias (Leocadio,2018).

382 Além disso, em nossa pesquisa observamos que o uso de sohxlet foi eficaz na extracao
383  das substancias estudadas, visto que a temperatura pode tornar as paredes celulares permeaveis,
384  aumentando a solubilidade e a difusdo dos compostos a serem extraidos, facilitando a extracéo,
385  no entanto, eventualmente poderia ocasionar a degradacdo de substancias termolabeis (Castro
386 e Capote, 2010), o que poderia explicar a auséncia do ion possivelmente associado a Luteolina-
387  7-glucosideo no extrato produzido por esse método. Por outro lado, o método de extracdo a frio
388 tem como vantagens néo requerer equipamento ou local especial para ser realizado, entretanto
389  seu longo tempo de extracdo € comumente citado como uma desvantagem (Azmin et al., 2016).
390 De toda forma, decisbes devem ser tomadas para a obtencdo de um produto com
391 quantidade adequada de compostos bioativos, bem como para garantir economia geral de
392  materiais e solvente, o que torna valido o estudo das melhores condigdes de extracdo de
393  determinados principios ativos (Camarginani et al., 2020).

394 Dados publicados em pesquisas anteriores ja demonstravam a presenca de diferentes
395 classes de compostos fendlicos em residuos de cupuagu e em outras partes da planta (tabela 3).
396  Entretanto, ndo ha na literatura relatos das substancias obtidas da membrana interna da casca

397  de cupuacu, sendo esse um resultado inedito.

398 Tabela 3: Lista de algumas substancias propostas ou identificadas em diferentes partes de
399  cupuacgu (T. grandflorum) descritas na literatura. EESON — Extrato etanodlico por sonicacéo,
400 EESOX- Extrato etandlico por soxhlet; EEMQ- Extrato etanolico por maceracdo a quente;
401 EEMF-Extrato etandlico por maceragdo a frio; EHSON- Extrato hidroalco6lico por sonicagéo;
402 EHSOX- Extrato hidroalcodlico por Soxhlet; EHMQ- Extrato hidroalcoolico por maceracdo a
403  quente; EHMF- Extrato hidroalcoolico por maceracgdo a frio; EMX-Extrato produzido visando
404 o isolamento de metilxantinas; FDHMF- fracdo diclorometano de extrato hidroalcodlico a frio;
405 EHP- Extrato hidroalcoolico por percolacdo; EF- Extrato produzido visando o isolamento de
406  flavonoides.

Sub. Prop. e/ou Meétodo utilizado Local da planta Tipo de extrato Referéncia na qual a
identificada substancia é descrita
acidos cis-caftarico  CLAE-EM/EM analisador lon-Trap Epicarpo; Endocarpo  EESON; EESOX; Lima,2013
EEMQ; EEMF
p-coumaroilhexose =~ CLAE-EM/EM analisador lon-Trap Epicarpo; Endocarpo  EESON; EESOX; Lima,2013
EEMQ; EEMF
acido cafeoil-D- CLAE-EM/EM analisador lon-Trap Epicarpo; Endocarpo  EESON; EESOX; Lima,2013
glicose EEMQ; EEMF
Acido CLAE-EM/EM analisador lon-Trap; Epicarpo; Casca da EESON; EESOX; Lima,2013;
detector orbitrap semente EEMQ; EEMF Moita,2019

caféico



Derivado de 4cido
quinico

Dimero de
proantocianidinas
Acido

clorogénico

Acacetina
Quercetina-3-0-
glucoronideo
Acido quinico
Acido p-coumaroil
aspartato
(+)-N-[4'-Hidroxi
(E)-cinamoil]-L-
aspartico

Campeferol
Luteolina
Isoscutelareina

(-)-N-[3'4"-
dihidroxi-(E)-
cinamoil]-3-hidroxi-
L- tirosina

hexanil xilopiranosil
glucopiranosideo

isoscutelareina 8-O-
B-D-glucoronideo

Hipolaetina 8-O- f3-

D-glucoronideo

Isoscutelareina-8-0O-
D- glucoronideo 3""-
O-sulfato

Hipolaetina 3'-metil
éter 8-O-p-D
glucoronideo 3”-

sulfato

Acido galico

CLAE-EM/EM analisador lon-Trap

CLAE-EM/EM analisador lon-Trap

Epicarpo

Epicarpo

EHSON 70%; EHS
70%; EHMF 70%

EESOX; EHSOX 70%;
EHSON 50%

CLAE-EM/EM analisador lon-Trap; Endocarpo; Casca da EESON 70%; EESOX

detector orbitrap

CLAE-EM/EM analisador lon-Trap

CLAE-EM/EM analisador lon-Trap

CLAE-EM/EM detector orbitrap

CLAE-EM/EM detector orbitrap

CLAE-EM/EM detectorr orbitrap
CLAE-EM/EM detector orbitrap
CLAE-EM/EM detector orbitrap

CLAE-EM/EM detector orbitrap

CLAE-EM/EM detector orbitrap
CLAE-EM/EM detector orbitrap;
CLAE-DAD-EM/EM com padrdes
CLAE-EM/EM detector orbitrap;

CLAE-DAD-EM/EM com padrdes

CLAE-EM/EM detector orbitrap;
CLAE-DAD-EM/EM com padroes

CLAE-EM/EM detector orbitrap;
CLAE-DAD-EM/EM com padrdes;

RMN

CLAE-UV com padrdes

semente

Endocarpo

Endocarpo

Epicarpo; Casca da

semente

Casca da semente

Casca da semente

Casca da semente

Casca da semente

Casca da semente

Casca da semente;

Casca da semente;
Semente

Epicarpo; Casca da

semente; Semente

Casca da semente;
Semente

Casca da semente;
Semente

Residuos de semente

70%; EEMQ 70%;
EEMF 70%; EHSON;
EHS; EHMQ 70%;
EHMF 70%; EHMF
80%

EESOX; EEMQ;
EHSOX 70%
EESOX
EHMF 80%; EHSON
50%

EHMF 80%

EHMF 80%

EHMF 80%

EHMF 80%

EHMF 80%

EHMF 80%

EHMF 80%; EF

EHSON 50%; EHMF
80%; EF

EHMF 80%; EF

EHMF 80%; EF

EHP
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Lima,2013

Lima,2013;
Silva,2020

Lima,2013;
Moita,2019

Lima,2013

Lima,2013

Moita, 2019;
Silva, 2020

Moita, 2019

Moita, 2019
Moita, 2019
Moita, 2019

Moita, 2019

Moita, 2019
Pugliese et al.2013;
Moita, 2019
Pugliese et al.2013;
Moita, 2019;
Silva,2020
Pugliese et al.2013;
Moita, 2019;

Pugliese et al.2013;
Moita, 2019;

Costa et al.,2020



Acido
protocatecuico

Epicatequina
acido p-cumérico

Quercetina
glicosilada

Quercetina

Apigenina 8-C-
hexosideo

Quercetina 3-O-
pentosideo

Hipoletina 8-O-B-D-
glicuronideo
glicosideo
Hipoletina 8-O-B-D-
glicuronideo 3"-O-

sulfato

Isoscutelareina 8-O-
B-D-glicuronideo

Hipoletina 3”-metil
éter 8-O-p-D-
glicuronideo
Isoscutelareina 8-O-
B-D-glicuronideo
3"-O-sulfato
Catequina
Acido vinilico
glucosideo

Acido caféico 3-
glucosideo

Vitexina

Quercetina-O-
pentosideo

Luteolina-7-
glucosideo

Isoscutelareina 8-
glucuronideo

Isoquercetina

Diidroquercetina 6-
C-hesoxideo

Procianidina A

CLAE-UV com padrdes

CLAE-UV com padrdes
CLAE-UV com padrdes

CLAE-UV com padrdes

CLAE-UV com padrdes

CLAE-DAD-EM/EM com padrdes

CLAE-DAD-EM/EM com padrdes

CLAE-DAD-EM/EM com padrdes

CLAE-DAD-EM/EM com padrdes

CLAE-DAD-EM/EM com padrdes

CLAE-DAD-EM/EM com padroes

CLAE-DAD-EM/EM com padrdes

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

CLAE-EM/EM analisador ion trap

Residuos de semente

Residuos de semente
Residuos de semente

Residuos de semente

Residuos de semente

Semente

Semente

Semente

Semente

Semente

Semente

Semente

Epicarpo

Epicarpo

Epicarpo

Epicarpo

Epicarpo

Epicarpo

Epicarpo

Epicarpo

Epicarpo

Epicarpo

EHP

EHP

EHP

EHP

EHP

EF

EF

EF

EF

EF

EF

EF

EESOX; EHSON 50%

EESOX; EHSON 50%

EHSON 50%

EESOX; EHSON 50%

EESOX; EHSON 50%

EESOX; EHSON 50%

EESOX; EHSON 50%

EESOX; EHSON 50%

EESOX; EHSON 50%

EESOX; EHSON 50%
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Costa et al,2020

Costa et al,2020
Costa et al,2020

Costa et al,2020

Costa et al, 2020

Pugliese et al, 2013

Pugliese et al, 2013

Pugliese et al, 2013

Pugliese et al, 2013

Pugliese et al,2013

Pugliese et al, 2013

Pugliese et al, 2013

Silva, 2020

Silva,2020

Silva,2020

Silva,2020

Silva,2020

Silva,2020

Silva,2020

Silva,2020

Silva,2020

Silva, 2020
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Procianidina B CLAE-EM/EM analisador ion trap Epicarpo EHSON 50% Silva,2020
Rutina CLAE-EM/EM analisador ion trap Epicarpo EESOX; EHSON 50% Silva,2020
Dimero &cido CLAE-EM/EM analisador ion trap Epicarpo EHSON 50% Silva,2020

caféico hexoside

Nossa pesquisa corrobora com os resultados obtidos por Silva (2020), que, utilizando
analises de CLAE hifenado com espectrometria de massas e utilizando um detector do tipo ion
trap, prop6s a presenca de 9 compostos da classe dos flavonoides (Catequina, Vitexina,
Quercetina-O-pentosideo, Luteolina-7-glucosideo, Isoscutelareina  8-glucuronideo,
Isoquercetina, Diidroquercetina 6-C-hesoxideo, Hipolaetina-8-O-glucuronideo e Rutina), 3
acidos fenolicos (Acido vinilico glucosideo, Acido caféico 3-glucosideo, Dimero &cido caféico
hexoside) e 3 taninos (Procianidina A, Procianidina B e Dimero-proantocianidina) em extratos
etanolicos e hidroalcoolicos 50 % da casca de T. grandiflorum. 7 das 15 substancias propostas

pelo autor, também foram propostas em nossa pesquisa.

Costa et al. (2020) identificaram a presenca de 7 compostos fenolicos (Acido galico,
Acido protocatecuico, epigalocatequina-galato, Epicatequina, Acido p-cumarico, Quercetina
glicosilada e Quercetina) ao analisar o extrato hidroetan6lico 70% produzido a partir de
residuos de sementes prensadas de T. grandiflorum, utilizando substancias padrdo em CLAE-
UV. Da mesma forma, Moita (2019) empregando a metodologia de CLAE-EM/EM com
detector orbitrab verificou a presenca de 12 possiveis compostos fenolicos em extratos da casca
de sementes de T. grandiflorum produzidos através de maceragdo a frio com uma solucgdo
etanol-4gua a proporcéo de 8:2. Alguns dos compostos sugeridos pelo autor foram: Acido
cafeico, Luteolina, Hipolaetina 8-O- B-D-glucoronideo, Quercetina 3-O- -D-glucoronideo 6"-
metil éster ou Hipolaetina 3'-metil éter 8-O-B-D glucoronideo, Hipolaetina 3'-metil éter 8-O-f3-
D glucoronideo 3”- sulfato. J&, Pugliese et al. (2013) identificaram a presenca de 8 flavonoides
glicosilados (apigenina 8-C-hexosideo, hipoletina 8-O-B-D-glicuronideo glicosideo, quercetina
3-O-pentosideo, hipoletina 8-O-B-D-glicuronideo, hipoletina 8-O- B -D-glicuronideo 3" -O-
sulfato, isoscutelareina 8-O-B-D-glicuronideo, hipoletina 3 ” -metil éter 8-O- B -D-
glicuronideo, isoscutelareina 8-O- B -D-glicuronideo 3" -O-sulfato e hipoletina 3’-metil éter
8-O-B-D-glicuronideo 3’-O-sulfato) em extratos produzidos a partir de sementes de cupuacu,
utilizando uma abordagem de isolamento de flavonoides e realizando analises por CLAE-

EM/EM de alta resolucdo e RMN. Em nossa pesquisa, propomos a presenca de alguns dos
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compostos descritos pelos autores, sugerindo que 0s extratos da casca de cupuagu possam ser

utilizados como fonte alternativa de substancias obtidas geralmente de sementes do fruto.

E importante ressaltar que em nenhum dos trabalhos citados para T. grandiflorum foi

descrito ou proposto a presenca de acido asiatico.

A baixa eficiéncia da inibicdo do crescimento de Salmonella sp e A. hydrophila pelo
extrato CCsx quando comparado aos extratos produzidos a partir do epicarpo de cupuagu (CCf)
por extracdo a frio com etanol, pode ser explicado pelo método de extracdo empregado, visto
que a extracdo por soxhlet pode ocasionar a degradacdo de substancias termolabeis conforme
devido as elevadas temperaturas segundo Castro e Capote (2010). A exemplo disso, o ion
sugerido como pertencente a Luteolina-7-glucosideo foi encontrado somente nos extratos a
frios com etanol e metanol do epicarpo de cupuagu, enquanto o um dos ions possivelmente

associado a um Dimero-proantocianidina que foi observado somente no extrato CCf.

Os resultados da atividade antimicrobiana encontrados na presente pesquisa S&o
semelhantes aos demonstrados por outros trabalhos com T. grandiflorum. Silva (2020) verificou
gue o extrato produzido com etanol 96 GL via Sohxlet apresentou atividade bacteriostatica
frente a Salmonella sp. Em concentracdo de 1000 ug ml, entretanto, 0 mesmo extrato ndo
demonstrou atividade bioldgica contra as demais cepas testadas. Além disso, o autor verificou
que o extrato hidroalcoolico assistido por ultrassom do epicarpo de cupuagu apresentara
atividade antimicrobiana, embora limitada, frente a S. aureus, Salmonella sp. E E. coli, com
uma concentracdo inibitéria de 1000 ug ml. Embora os  compostos  fendlicos,
flavonoides e outras substancias analisados nos extratos, possam apresentar atividade
antimicrobiana (Daglia,2012), é possivel que substancias responsaveis pela inibicdo do
crescimento microbiano estejam em concentracdes baixas para demonstrar atividade biolégica

significativa.

Outra hipdtese que pode ser levada em consideracdo ¢ complexidade dos extratos
analisados, visto que a baixa atividade antimicrobiana pode ter sido suprimida pelo sinergismo

entre as diferentes classes de compostos encontradas (Silva,2020).

Ha interesse crescente sobre substancias oriundas de plantas como alternativas ao uso
de antibidticos e produtos quimicos no combate a patdgenos em piscicultura (Jana et al,2018).
Neste sentido, deve-se dar importancia ao potencial bacteriostatico observado nos nossos
extratos frente aos microrganismos, principalmente A. hydrophila e S. agalactiae, visto que
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esses patdgenos sdo responsaveis por infeccdes e mortes na producédo de pescados (Madhuri et
al,2012). Dessa forma, nossos resultados podem indicar que 0s extratos obtidos da casca de
cupuacu poderiam ser empregados na profilaxia de doencas causadas por bactérias em peixes
ou diminuindo o ritmo de proliferacdo de um microrganismo ja instalado no sistema, no entanto,
ha necessidade de haver estudos mais aprofundados sobre essa possivel aplicacdo. Ademais, a
inibicdo do crescimento microbiano observado em nosso estudo pode indicar seu potencial uso
na inddstria como um conservante natural em produtos cosméticos, pois, o0 residuo

agroindustrial é barato, abundante e sustentavel (Balboa et al.,2014).

CONCLUSAO

Em nossa pesquisa, verificamos que os extratos obtidos a partir da casca de T.
grandiflorum monstraram concentracfes significativas de compostos fendlicos. A analise
empregando a abordagem CLAE-ESI-QTOF sugeriu a presenca de 9 compostos nas amostras
indicando que os extratos estudados podem ser uma fonte alternativa de compostos de interesse
industrial e biotecnoldgico. Importante observar que a presenca do composto Acido asiatico no
fruto do cupuacgu € original e pela primeira vez proposto.

Embora, ndo tenha sido observado potencial bactericida nos extratos analisados, foi
possivel verificar o potencial inibidor do crescimento de bactérias patogénicas, apontando um
possivel uso industrial no controle do crescimento microbiano em setores da cosmética e
aquicultura. Pontuamos que ainda sdo necessarios estudos para a verificagcdo exata de quais
substancias seriam responsaveis pelas atividades bioldgicas relatadas.

Os resultados em conjunto apontam que os extratos de residuos de T. grandiflorum
apresentam potencial biotecnoldgico para a producéo de novos bioprodutos, podendo ser fonte
de substancias bioativas que poderiam ser utilizados em diferentes setores industriais agregando

valor a esse residuo.
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CAPITULO 2- Effects of the addition of cupuassu residue extract (Theobroma
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effects of fermentation of extracts from agro-industrial
residue from the bark of T. grandiflorum by Lactobacillus plantarum LP62 and to verify the
antimicrobial potential of the fermented extract against fish pathogens. To evaluate how the
addition of cupuacu bark extract could influence the growth of the L. plantarum LP62 strain, a
microbial growth curve was performed in which MRS media supplemented with different
concentrations of the ethanolic extract were used and the results of this test were used to select
fermentation parameters. The fermented broth and controls were subjected to liquid liquid
partition with ethyl acetate. In parallel, the pH of the fermentation process was measured. The
resulting extracts were analyzed in HPLC-DAD and tested for their antimicrobial potential. As
a result, it was possible to observe a trend towards a higher microbial growth rate in the media
supplemented with the extract, although the difference was not significant. There was no
significant difference between the pH of the MRS medium plus extract when compared to the
control. Changes were observed in the chromatographic profile of the fermented extract
compared to controls and the fermented extract showed antimicrobial activity against
A.hydrophila. Thus, the use of fermentation processes can be a viable strategy for the use of T.
grandiflorum residues in the production of new functional bioproducts..

Keywords: Probiotic, enterobacteria, fish farming, chromatography.

2 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista Acta Amazonica. As normas
indicadas para a redacdo de artigos pela revista estdo disponiveis no link:https://acta.inpa.gov.br/guia_ingles.php.
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Efeitos da adicdo de extrato de residuo de cupuacu (Theobroma grandiflorum)
sobre o crescimento de Lactobacillus plantarum Lp 62 e potencial
antimicrobiano do extrato fermentado.

RESUMO

O presente estudo visou avaliar os efeitos da fermentacdo de extratos do residuo agroindustrial
da casca de T. grandiflorum por Lactobacillus plantarum LP62 e verificar o potencial
antimicrobiano do extrato fermentado frente a patdgenos de peixes. Para avaliar de que forma
a adicdo do extrato da casca de cupuagu poderia influenciar o crescimento da linhagem L.
plantarum LP62, foi realizado uma curva de crescimento microbiano na qual foram utilizados
meios MRS suplementados com diferentes concentragdes do extrato etanolico e os resultados
desse teste foram usados para selecionar os parametros da fermentagédo. O caldo fermentado e
controles foram submetidos a partigdo liquido-liquido com acetato de etila. Paralelamente, o
pH do processo fermentativo foi aferido. Os extratos resultantes foram analisados em CLAE-
DAD e testados quanto ao seu potencial antimicrobiano. Como resultado foi possivel observar
uma tendéncia de maior indice de crescimento microbiano nos meios suplementados com o
extrato, embora a diferenca ndo tenha sido significativa. ndo houve diferencga significativa entre
0 pH do meio MRS acrescido de extrato quando comparado ao controle. Foram observadas
pequenas mudancas no perfil cromatografico do extrato fermentado em comparacdo aos
controles e o extrato fermentado demonstrou atividade antimicrobiana frente a A.hydrophila.
Dessa forma, o uso de processos fermentativos pode ser uma estratégia viavel para o emprego
de residuos de T. grandiflorum na producéo de novos bioprodutos funcionais.

Palavras-chave: Probidtico, enterobacterias, piscicultura, cromatografia.

INTRODUCAO

A aquicultura vem se destacando como um importante setor de producdo animal nos
ultimos anos, com um crescimento anual de 4,5% e movimentando cerca de 243,26 bilhdes de
ddlares (Dawood et al., 2021; Assane et al,2021). Entretanto, a intensificacdo da producéo de
pescado pode favorecer o surgimento e proliferagdo de doengas infecciosas (Claudiano et al.,
2019), sendo Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalacteae DOIs dos microrganismos
responsaveis por grandes perdas econémicas no setor da aquicultura global (Dawood et al.,
2021).

Devido a esses problemas é recorrente na terapéutica dos animais o uso de substancias
quimicas, entretanto o uso indiscriminado desses compostos resulta em poluicdo ambiental,
contaminacdo dos peixes e de outros organismos envolvidos na cadeia alimentar aquatica
(Claudiano et al. 2012).

Extratos vegetais, entre estes os obtidos de residuos da fruticultura Amazonica,

mostram rica composi¢do quimica com substancias que possuem atividade antimicrobiana



76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

96
97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107
108

41

(Arbos et al., 2013; Jana et al.,2018) e podem ser uma alternativa adequada para a contencéo
de doencas na aquicultura, em detrimento aos tratamentos tradicionais com antibioticos.

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas no mundo com colheitas anuais de 45
milhGes de toneladas (Embrapa, 2021). O cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum.) se
mostra como um dos mais importantes frutos na Amazoénia encontrado no estado nativo nos
estados do Amazonas, Para, Maranhdo, Rondbnia e Acre, enquanto cultivares comerciais
podem ser encontrados em estados como Bahia, Amazonas e Para (Santos et al., 2010; Pugliese
et al., 2013, Barros et al., 2016, Idam,2020). O Paré é o estado com maior produgéo do fruto,
com uma &rea plantada de aproximadamente 9mil hectares e uma produgdo anual de 29 mil
toneladas (Sedap, 2022), abastecendo o mercado nacional e exportando para varios paises,
sendo Japdo, Paises Baixos, Reino Unido, Alemanha, Estados Unidos, Argentina, Bolivia e
Paraguai os maiores consumidores internacionais (Gomes e Lima, 2019).

A exploracdo desse fruto gera uma quantidade significativa de residuos, visto que
somente a polpa e as sementes sdo empregadas na industria (Carvalho et al., 2006; Costa et al,
2020). Esses subprodutos possuem significativos teores nutricionais, destacando-se 0 potassio,
ferro, selénio e antioxidantes (Golveia,2018; Avila-Sosa et al., 2019: Silva, 2020), e podem ser
fonte de substancias bioativas como compostos fendlicos, alcaloides, glicosideos e compostos
volateis (Banerjee et al., 2016; Sagar et al., 2018, Silva,2020). A composi¢do quimica de
extratos da casca do cupuacu foi analisada por Silva (2020) mostrando que extratos brutos da

casca de cupuagu apresentaram atividade antimicrobiana.

O emprego da biotransformacao microbiana como uma estratégia biotecnolégica para a
producdo de moléculas bioativas vem ganhando destaque, visto que essa ferramenta pode
produzir uma variedade de novos produtos ou pode ser empregada na sintese de substancias ja
conhecidas de forma mais eficiente e de baixo custo (Santos,2013). O processo fermentativo
microbiano em matrizes vegetais, realizado por linhagens de bactérias acido laticas (BAL)
como as pertencentes ao género Lactobacillus sp. pode aumentar a biodisponibilizacdo e
bioatividade de compostos fendlicos, visto que esses microrganismo podem modificar o
contelido e a estrutura de antocianinas e outros compostos fenolicos glicosilados, mudando de
glicosideos para formas agliconas que resultam em aumento da atividade biologica (Landete et
al., 2008; Guergoletto et al., 2017; Barbosa et al.,2020).

A linhagem Lactobacillus plantarum Lp62 foi isolada a partir da fermentacdo natural
de améndoas de uma espécie proxima do Cupuacu, o cacau (Theobroma cacao) e teve seu

potencial anti-inflamatorio atestado em modelo animal de colite experimental e em modelo
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celular in vitro inibindo a inflamacdo apds o desafio de macrdfagos, linfécitos e células
epiteliais com Salmonella enterica (Dos Santos et al., 2016a; Dos Santos et al., 2016b). Além
disso, foi demonstrado seu potencial antimicrobiano contra Gardnerella vaginalis e sua
capacidade de inibir a adesdo desse patogeno a células da mucosa vaginal in vitro (Pessoa et
al., 2017). Adicionalmente a linhagem demonstrou potencial de aumentar o poder antioxidante
de suco de cupuacu ao utiliza-lo como substrato de fermentacéao para a producao de uma bebida
funcional (Silva, 2019). Dessa forma, o conjunto de caracteristicas apresentado fazem dessa

bactéria candidata adequada ao desenvolvimento de produtos funcionais

Ademais, ndo ha na literatura referéncias dos efeitos da fermentacdo microbiana sobre
a disponibilidade de substancias bioativas em extratos de residuos da industria de cupuagu
(Theobroma grandiflorum), podendo ser essa uma estratégia para o desenvolvimento de
produtos terapéuticos ou nutracéuticos. Dessa forma, o presente estudo visou avaliar os efeitos
da fermentacdo de extratos de residuos agroindustriais de T. grandiflorum. por Lactobacillus
plantarum LP62 e verificar o potencial antimicrobiano do extrato fermentado frente a patdgenos

de peixes.

MATERIAIS E METODOS
Coleta da matéria-prima e obtencéo do extrato bruto

O residuo agroindustrial de casca de T. grandiflorum foram doados pela Cooperativa
dos Produtores Rurais de Santarém - Cooprusan. A pesquisa foi realizada nos Laboratorios de
Farmacognosia, Laboratorio de Pesquisa & Desenvolvimento de Produtos Bioativos
(P&DBIio/UFOPA), Laboratério de Reproducdo, Sanidade e Nutricdo Animal
(Larsana/UFOPA\) e Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais (LQPN/USP)

O extrato bruto foi preparado a partir de residuos da agroindustria (epicarpo ou casca)
do fruto de T. grandiflorum. O residuo foi seco em estufa com circulagdo forcada de ar a 40°C
durante 72 horas, triturado em moinho de facas e refinado em peneira de 28 mesh (0,6 mm)
para obtencdo de um po de fina granulacdo homogéneo. Apos isso, 0 material resultante foi
acondicionado e identificado em embalagens de polietileno, e entdo armazenado em freezer a -
40 °C atée 0 momento das extracoes.

Para o preparo do extrato alcodlico, 50 g de material moido foram submetidas ao método
de extracdo a quente via Soxhlet, que consiste na recircula¢do de 500 mL de etanol tratado PA
96 GL por um periodo de 8 horas. O extrato concentrado em rotaevaporador rotativo sob

pressdo reduzida (Heidolph®, Laborota 4001 — efficient) equipado com bomba a vécuo
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(Heidolph®, Rotavac valve control) e armazenados em freezer a -40 °C até o momento das

analises. Esse extrato foi denominado CCsx

Bactéria, condigdes de cultivo e preparo do in6culo

A linhagem Lactobacillus plantarum Lp62 foi doada pela Universidade Estadual de
Santa Cruz (Ilhéus-BA) e mantida em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) acrescido de 20%
de glicerol em freezer -80°C. Para a realizacdo dos experimentos, a bactéria foi reativada em
caldo MRS por cultivo overnight a 37°C em estufa microbioldgica. Para a padronizacdo do
indculo bacteriano, a linhagem foi cultivada por 16 horas em caldo MRS, centrifugada, lavada

e ressuspendida em solucdo salina NaCl 0,9% até atingir a concentracdo de 10’ UFC mL™.
Curva de crescimento microbiano

Para avaliar os efeitos da adicdo do extrato sobre o crescimento da linhagem L.
plantarum LP62 e determinar as condi¢des do meio de cultura a ser fermentado, foi realizado
uma curva de crescimento microbiano.

Para isso, o0 extrato foi solubilizado em &gua destilada, filtrado utilizando filtracdo a
vacuo usando filtro de 0,22um e entdo foi adicionado ao meio de cultura MRS. Foram
produzidos meios com 8 diferentes concentragdes de extrato variando de 0,07 mg ml*t a5 mg
ml-, utilizando fator de diluicdo de 1:1.

O crescimento microbiano foi observado em placas de 96 pogos. Os pogos foram
preenchidos com 150 pL de meio de cultura acrescido de extrato nas concentracdes referidas
acima, e entdo inoculados com 15 pL da suspensdo bacteriana previamente confeccionada. As
microplacas foram incubadas a 37°C e foram realizadas leituras de absorbancia a 620 nm com
0 auxilio de um leitor de microplacas (DR-200BS-Kasuaki, Wuxi Hiwell Diatek Instruments,
China) nos tempos (0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 e 24 h).

O célculo do indice de crescimento microbiano em cada tempo é dado pela formula: IC
= 1- Abs final/Abs inicial (Oh).

Biotransformacéo bacteriana

A concentracdo de extrato a ser utilizada no processo de fermentacdo foi definida
baseado no resultado obtido no teste anterior e na quantidade de extrato disponivel.
O inoculo foi adicionado no meio de cultura MRS contendo 2,5 mg ml-! de extrato, e

incubado a 37°C por 24 horas. O meio de cultura foi centrifugado a 3000 rpm por 10 min e
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filtrado utilizando filtracdo a vacuo em filtro de 0,22um. Paralelamente, o pH do meio de
cultura acrescido do extrato da casca de cupuagu, bem como do meio de cultura sem a adicao
de extrato foi aferido antes e apds 24h de fermentacao.

Preparo do extrato fermentado

O liquido fermentado obtido foi submetido a extracdo por particdo com acetato de etila
e a fase organica obtida concentrada em rotaevaporador. O extrato resultante foi denominado
CCf.

Aditivamente, foram produzidos extratos controles originados de caldo MRS sem a
adicdo de extrato de casca de cupuacu (MS); do liquido resultante da solubiliza¢do do extrato
bruto da casca de cupuacu em agua apos filtracdo (CCaf) e do caldo MRS fermentado sem
adicdo de extrato (MF), pelo mesmo método descrito anteriormente. O extrato fermentado e

controles foram analisados quimicamente e quanto ao seu potencial antimicrobiano.

Cromatografia de alta eficiéncia acoplada a detector de matriz de diodo (CLAE-DAD)

Para o preparo das amostras, 1 mg de cada extrato foram pesados e solubilizados em 1 ml
de metanol grau CLAE, filtrados em membranas de PTFE (politetrafluoroetileno, teflon®,
Millipore®) com poro de 0,45 pm e entdo adicionados em vials de 1,5 ml para analise.

As amostras para CLAE-DAD foram analisadas no equipamento Shimadzu Prominence LC
munidos de duas bombas LC-20AD, desgaseificador DGU-20A, amostrador automatico SIL-20A,
coluna forno CTO-20A e detector de matriz de diodo SPD-M20A. A coluna de fase reversa C18
(Luna-Phenomenex®, 5 um, 100 A, h x ¢ = 250 x 4,6 mm) acoplada a uma pré-coluna de material
equivalente. O volume de injecdo foi de 10 pL e a vazéo de 10 mL.min-1 Os dados foram obtidos
com o software LC Solutions V.1.25.

O gradiente de eluicdo do método do CLAE utilizado nas separagdes para determinacéo do perfil
cromatografico dos extratos foi constituido pelos eluentes A: agua purificada em sistema Milli-Q
(Millipore®) acidificada com 0,1 % de acido formico e B: Metanol (Tabela 1). Os comprimentos
de onda de monitoramento foram em 254, 270 e 365 nm.

Tabela 1. Gradiente de elui¢do utilizado em CLAE para a determinagdo do cromatograma dos

extratos analisados.

Tempo (min) % B (Metanol)

0,1 2
3 2
32 100
34 100
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Atividade antimicrobiana

Para avaliar a atividade antimicrobiana do extrato fermentado com adi¢éo de extrato da
casca de cupuacgu e extratos controles foram utilizadas as cepas Escherichia coli (ATCC 0022),
Salmonella sp. (ATCC 14028), Aeromonas hydrophila (CP007518-2) e Streptococcus

agalactiae isolado de tilapias naturalmente infectadas (Marcusso et al., 2021).

As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de culturas cultivadas em caldo
Triptona Soja (TSB), para as bacterias E. coli, Salmonella sp. e A. hydrophila, e caldo brain
heart infusion (BHI) para S. agalactiae. As cepas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e cada
um dos cultivos foi centrifugado, lavado e ressuspenso em solugdo tampdo salina NaCl 0,9% e
ajustada a turbidez até a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC mL™).

A avaliacdo da atividade antibacteriana e a determinacéo das Concentracgdes Inibitorias
Minimas (CIM) do extrato de T. grandiflorum fermentado e controles foram realizados segundo
a técnica de microdiluicdo em caldo em conformidade com a norma M7-A6 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) com modificagdes.

Para isso, os extratos foram diluidos em DMSO 5% na concentracdo inicial de 2000 pg
mL1. As solucdes produzidas foram adicionadas em placas com 96 pogos, nas quais foram
realizadas dilui¢Ges seriadas de razéo 1:1 em caldo TSB para E. coli, Salmonella sp. e A.
hydrophila, e BHI para S. agalactiae. Ao final do processo, as concentragcdes dos extratos
variaram de 7,8 a 1000 pg mL* com os pocos contendo 20 pL da suspensdo bacteriana
padronizada. Como controle positivo foi utilizado solugdo de ciprofloxacina a 1000 ug mL* e
realizados os controles de esterilidade do meio, crescimento do indculo, turbidez dos extratos e
controle negativo (DMSO 5%).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 horas. Apés esse periodo,
foi realizada a leitura visual do crescimento bacteriano e avaliacao colorimétrica utilizando 30
uL resazurina (100 ug mL™t) como indicador. Assim, a CIM foi determinada como a menor
concentracdo do extrato bruto onde néo foi observado visualmente crescimento microbiano.

Para a determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) antes da adicao de
resazurina uma aliquota de cada pogo foi semeada em placas de Petri contendo Agar Triptona
de Soja (TSA), e incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. Apos esse periodo foram observados 0s
pontos onde ocorreu crescimento microbiano, determinando assim a CBM definida como a
menor concentracdo testada onde ndo ocorreu crescimento microbiano apds a realizagdo da

subcultura.
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Anélise de dados
Todas as analises estatisticas foram realizadas em triplicata e os resultados foram
submetidos a ANOVA e ao Teste t de Student ou teste de Tukey, segundo as necessidades de
cada analise, para determinar as diferencas significativas das médias ao nivel de probabilidade
de 5 % (p<0.05), utilizando o software GraphPad Prism 5.

RESULTADOS

Ao analisar a curva de crescimento de L. plantarum Lp62 na presenca de diferentes
concentracOes de extratos etanolicos do residuo de epicarpo de T. grandiflorum Schum.(figura
1), embora seja possivel observar uma tendéncia de maior indice de crescimento microbiano
nos meios suplementados com o extrato, ndo foi observado diferenca significativa entre os
dados de controle (meio de cultura MRS sem extrato) e 0s meios MRS com a adi¢éo dos extratos
nas concentragdes de 5; 2,5;1,25;0,625;0,31;0,15;0,07 mg ml-. Dessa forma, optou-se pela
realizacdo da fermentacdo com a concentracdo 2,5 mg/ml de extrato etanolico de casca de

cupuacu em meio de cultura MRS.

6 @ Controle
= 5 mg/ml

N == 2.5 mg/ml
© == 1.25 mg/ml
o
- 4 - 0.625 mg/ml
g © 0.31 mg/ml
S 8 0.15 mg/ml
= # 0.07 mg/ml
]
o
2
O

O.

Figura 1: Curva de crescimento de L. plantarum Lp62 na presenca de diferentes concentracdes

de extratos etandlicos do epicarpo para a espécie T. grandiflorum.

Ao analisar o perfil cromatografico dos extratos, foi possivel notar diferencas quanto a

intensidade de sinal de alguns picos presentes nos extratos CCf e CCaf, em comprimento de
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onda atribuido a absorbancia de compostos fenolicos de baixo peso molecular (Figura 2).
Resultados semelhantes foram observados ao analisar os cromatogramas obtidos nos demais

comprimentos de onda (Figura 3 e 4).
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Figura 2. Perfil cromatogréfico (CLAE-DAD, A = 365 nm) do extrato fermentado da
casca de T. grandiflorum e controles. TR- tempo de retencdo; CCaf- Extrato acetato de etila
produzido a partir do extrato bruto da casca de T. grandiflorum (CCsx) em agua destilada e
posterior filtracdo; CCf- Extrato da casca de T. grandiflorum obtido via acetato de etila do caldo
fermentado por L. plantarum Lp62; MF- Extrato acetato de etila do caldo fermentado por L.
plantarum Lp62 sem adicdo de extrato; MS-Extrato acetato de etila de caldo MRS sem

fermentacao.
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Figura 3. Perfil cromatografico (CLAE-DAD, A = 270 nm) do extrato fermentado da
casca de T. grandiflorum e controles. TR- tempo de retencdo; CCaf- Extrato acetato de etila
produzido a partir do resultado da solubilizacdo do extrato bruto da casca de T. grandiflorum
(CCsx) em agua destilada e posterior filtragem; CCf- Extrato acetato de etila do caldo
fermentado por L. plantarum Lp62 contendo extrato da casca de T. grandiflorum; MF- Extrato
acetato de etila do caldo fermentado por L. plantarum Lp62 sem adi¢do de extrato; MS-Extrato

acetato de etila de caldo MRS sem fermentac&o.
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Figura 4. Perfil cromatogréafico (CLAE-DAD, A = 254 nm) do extrato fermentado da
casca de T. grandiflorum e controles. TR- tempo de retencdo; CCaf- Extrato acetato de etila
produzido a partir do resultado da solubilizacdo do extrato bruto da casca de T. grandiflorum
(CCsx) em agua destilada e posterior filtragem; CCf- Extrato acetato de etila do caldo
fermentado por L. plantarum Lp62 contendo extrato da casca de T. grandiflorum; MF- Extrato
acetato de etila do caldo fermentado por L. plantarum Lp62 sem adi¢cdo de extrato; MS-Extrato
acetato de etila de caldo MRS sem fermentacéo.

Ao analisar o pH do meio de cultura no inicio e ao fim do processo fermentativo, nao
foi observado diferenca significativa na redugdo de pH (Fig5). Entretanto, foi possivel notar
que o pH do meio MRS acrescido de extrato foi ligeiramente menor que o controle ao final de
24h. O pH médio final de MRS controle e de MRS acrescido com extrato etanolico da casca de

cupuacu foram de 3,74 £ 0,01 e 3,66 + 0,03 respectivamente.
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Figura 5. pH antes e apds 24 horas de fermentacdo de meio MRS na presenca e auséncia de
extratos etanolicos do epicarpo para a espécie T. grandiflorum por L. plantarum Lp62. CCf-
Extrato acetato de etila do caldo fermentado por L. plantarum Lp62 contendo extrato da casca
de T. grandiflorum

Ao verificarmos o potencial antimicrobiano dos extratos CCaf, MS e MF nao foi
possivel observar atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados (tabela 2).
Entretanto, o extrato CCf apresentou atividade antimicrobiana frente a A.hydrophila na
concentracdo de 1000 pg ml2. porém, ao se verificar a CBM observou-se que a atividade do

extrato demonstrou ser bacteriostatico.
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Tabela 2. Resultado do teste de atividade antimicrobiana. CCaf- Extrato acetato de etila
produzido a partir do resultado da solubilizacdo do extrato bruto da casca de T. grandiflorum
(CCsx) em agua destilada e posterior filtragem; CCf- Extrato acetato de etila do caldo
fermentado por L. plantarum Lp62 contendo extrato da casca de T. grandiflorum; MF- Extrato
acetato de etila do caldo fermentado por L. plantarum Lp62 sem adicdo de extrato; MS-Extrato

acetato de etila de caldo MRS sem fermentacéo.

CMI (ug ml?t)
AMOSTRA S.agalacteae  Salmonellasp. E. coli A. hydrophila

CCaf - - - -
CCf - - - 1000
MS - - - -
MF - - - -

DISCUSSAO

Em nossa pesquisa buscamos avaliar os efeitos da fermentacao de extratos de residuos
agroindustriais de T. grandiflorum. por Lactobacillus plantarum LP62 e verificar o potencial
antimicrobiano do extrato fermentado frente a patégenos de peixes, como uma estratégia para
a valorizacdo e aplicacdo de um residuo que atualmente € descartado, podendo causar dano ao
meio ambiente. Para tanto, inicialmente precisdvamos verificar de que forma a adicdo do extrato
da casca de cupuacu poderia influenciar sobre o crescimento da linhagem L. plantarum LP62.

A possivel presenca de compostos com potencial prebidticos no extrato da casca de
cupuacu pode ser uma das explicacfes para a tendéncia de maior crescimento microbiano
observado nos meios de cultura suplemento com o extrato do residuo em comparagdo ao
controle. Prebidticos podem ser definidos como um substrato que € utilizado seletivamente por
microrganismos hospedeiros, conferindo um beneficio a salide, e, embora seja estabelecido que,
de maneira geral, essas substancias sejam baseados em carboidratos (ex: Frutooligosacarideos
(FOS), galactooligossacarideos (GOS) , transgalactoligosacarideos (TOS) e inulina) (Davani-
Davari et al., 2019), alguns compostos como polifenois, minerais e &cidos graxos
poliinsaturados tem sido propostos como candidatos a prebioticos (Neri-Numa e Pastore, 2020)
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Dados publicados em pesquisas anteriores ja demonstraram a presenca de diferentes
classes de compostos fendlicos em residuos de cupuagu e em outras partes da planta (Pugliese
et al.,2013; Lima,2013; Barros et al., 2016; Tauchen et al,2016; Moita,2019; Costa et al.,2020;
Silva,2020). Algumas espécies de Lactobacillus, incluindo linhagens de L. plantarum isoladas
a partir de matrizes vegetais, sdo capazes de tolerar altas concentragdes de compostos fendlicos,
essa tolerancia pode ser atribuida a conversdo dessas substancias em outras menos toxicas ao
microrganismo por meio de glicolil hidrolase, acido fendlico descarboxilase e redutase, e a¢do
de esterases (Yu et al.,2020). Ademais, acidos hidroxicinamicos (acidos cafeico, p-cumarico e
feralico) podem ser utilizados como aceptores externos de elétrons por esses microrganismos
(Filannino et al., 2014).

Essa hipOtese pode ser reforcada ao analisar os resultados obtidos do perfil
cromatografico dos extratos fermentados e controle por meio de CLAE-DAD, onde pode-se
notar diferencas na intensidade de sinal e presencga ou auséncia de alguns picos em diferentes
comprimentos de onda.

No entanto, é importante ressaltar que em nossa pesquisa ndo identificamos ou
quantificamos as classes de substancias presentes em cada um dos extratos estudados, tdo pouco
elucidamos quais compostos poderiam ou ndo ser metabolizados pelo microrganismo. Dessa
forma, a hipotese de que substancias presentes no extrato da casca de T.grandiflorum podem
ser metabolizadas e biotransformadas por L.plantarum LP62 ainda precisa ser confirmada.

Diversos trabalhos apontam para o potencial de biotransformacéo de bactérias do género
Lactobacillus quando fermentando matrizes vegetais. Em pesquisa anterior Silva (2019) a
mesma linhagem utilizada no presente estudo, demonstrou potencial de aumentar o poder
antioxidante e o contetdo de compostos fendlicos e flavonoides de suco de cupuagu ao utiliza-
lo como substrato de fermentacdo para a produgéo de uma bebida funcional. Zhou et al.(2020)
observou que a fermentacdo da polpa de kiwi por L.plantarum aumentou a atividade
antioxidante do material fermentado, bem como elevou as concentracdes de compostos
fenolicos e flavonoides. Além disso, a fermentacdo influenciou no perfil de compostos fenolicos
presentes na amostra, com a concentracdo de 6,7-dihidroxicumarina, acido p-cumarico e acido
protocatecuico se elevando na polpa fermentada enquanto Acido galico, acido clorogénico,
epicatequina e catequinas foram degradadas.

A diminuigdo do pH observada em nosso estudo é um processo esperado, pois durante
0 processo fermentativo bactérias laticas liberam acidos organicos, em especial &cido latico.
Outros trabalhos verificaram a reducdo de valores de pH em meios de cultura com presenca de

extratos vegetais. Sung et al. (2013) verificaram que o processo fermentativo de diferentes
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misturas de extratos de Rhodiola sachalinensis e ginseng vermelho reduziu o pH do meio
significativamente. Da mesma forma, Jung et al. (2017) observaram que o Ph, durante a
fermentacdo do extrato de ginseng vermelho por L. plantarum KCCM 11613P, reduziu de 6.45
para 3.64.

Uma das hipdteses que podem explicar o potencial inibitor observado em CCf, pode ser a
liberacdo de compostos do metabolismo microbiano no meio. Pessoa et al. (2017) apuraram o
potencial antagonista do sobrenadante livre de células de L. plantarum Lp62, sobre Gardnerella
vaginalis, associando-o0 ao baixo pH e a liberacdo de acidos organicos pela cepa. Além da
diminuicdo do pH, a atividade antimicrobiana de bactérias laticas pode estar associada a
producdo de acetaldeido, perdxido de hidrogénio, didxido de carbono, diacetil, polissacarideos
e bacteriocinas (Rodrigues et al. 2011), a producdo desses compostos € cepa e espécie
dependente, mas também esta relacionado com as caracteristicas dos substratos fermentados
(Ricci et al,2019).

No presente estudo, o extrato MF, que representa 0 metabolismo microbiano na auséncia do
extrato da casca de T. grandiflorum, ndo apresentou atividade antimicrobiana, logo a produgéo
de &cidos ou metabolitos secundarios pelo microrganismo ndo pode ser apontada como Unico
ou principal mecanismo de antagonismo frente ao A. hydrophila no extrato fermentado testado.

Outra possivel explicacdo para os resultados observados pode ser a possivel presenca de
compostos fendlicos na matriz fermentada, visto que alguns compostos fendlicos com atividade
antimicrobiana, podem ter sua concentracdo aumentada ou produzidos ex novo durante a

fermentacdo latica (Ricci et al,2019).

Silva (2020) verificou que o extrato produzido com etanol 96 GL via Sohxlet apresentou
atividade bacteriostatica frente a Salmonella sp. em concentracdo de 1000 ug/ml, entretanto, o
mesmao extrato ndo demonstrou atividade bioldgica contra as demais cepas testadas. Além disso,
o0 autor verificou que o extrato hidroalcoolico assistido por ultrassom do epicarpo de cupuagu
apresentara atividade antimicrobiana, embora limitada, frente a S. aureus, Salmonella sp. e E.

coli, com uma concentracgéo inibitéria de 1000 ug mi-.

Embora os compostos fendlicos, flavonoides e outras substancias possivelmente
presente no extrato CCaf, possam apresentar atividade antimicrobiana (Daglia,2012), é possivel
que substdncias responsaveis pela inibicdo do crescimento microbiano estejam em
concentragfes baixas para demonstrar atividade bioldgica significativa devido a baixa
eficiéncia da agua em solubilizar parte dos compostos presentes no extrato bruto da casca de

cupuacu.
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Ha interesse crescente em substancias oriundas de plantas como alternativas ao uso de
antibidticos e produtos quimicos no combate a patégenos em piscicultura (Jana et al,2018).
Neste sentido, deve-se dar importancia ao potencial bacteriostatico observado no extrato CCf
frente ao microrganismo A. hydrophila, visto que esses patdgeno é responsavel por infeccoes e
mortes na producéo de pescados (Madhuri et al,2012).

CONCLUSAO

Em nossa pesquisa foi possivel verificar a possivel aplicacdo do extrato da casca de
cupuacu em processos fermentativos como uma estratégia para a valorizacao e aplicacao desse
residuo quase sempre menosprezado. Observou-se que a adi¢do do extrato solubilizado em &gua
teve um efeito positivo, embora ndo significativo, sobre o crescimento da bactéria L. plantarum
Lp62. Além disso, observou-se que o processo fermentativo foi capaz de alterar o perfil quimico
do extrato, bem como aumentou o potencial antimicrobiano do mesmo.

Esses resultados em conjunto apontam que o uso de processos fermentativos pode ser
uma estratégia viavel para o emprego de residuos de T. grandiflorum na producdo de novos
bioprodutos funcionais. Entretanto, ainda s@o necessarios outros estudos para a elucidacéo
correta dos processos de biotransformacdo que podem ou ndo ocorrer durante 0 processo
fermentativo, bem como a melhor forma de empregar o extrato resultante dentro da cadeia

industrial.
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CONSIDERACOES FINAIS

No capitulo 1 desta dissertacdo verificamos que o0s extratos obtidos de residuos da casca
de T. grandiflorum demonstraram concentracdes significativas de compostos fenolicos.
Sugerimos a presenca de 9 compostos nas amostras analisadas empregando a abordagem de
CLAE-ESI-QTOF e, ela primeira vez, foi proposto a presenca do composto Acido asiatico no
fruto do cupuacgu, indicando que os extratos estudados podem ser uma fonte alternativa de
compostos de interesse industrial e biotecnolégico. Ademais, embora, ndo tenha sido observado
potencial bactericida nos extratos analisados, foi possivel verificar o potencial inibidor do
crescimento de bactérias patogénicas, apontando para um possivel uso industrial no controle do
crescimento microbiano em areas como cosmética e aquicultura.

No capitulo 2 foi possivel verificar a possivel aplicacdo do extrato da casca de cupuagu
em processos fermentativos como uma estratégia para a valorizacéo e aplicagdo desse residuo
quase sempre menosprezado. Observou-se que a adicdo do extrato solubilizado em agua teve
um efeito positivo, embora ndo significativo, sobre o crescimento da bactéria L. plantarum
Lp62. Além disso, observou-se que o processo fermentativo foi capaz de alterar o perfil quimico

do extrato, bem como aumentou o potencial antimicrobiano do mesmo.

Os resultados apontam que os extratos de residuos de T. grandiflorum apresentam
potencial biotecnoldgico para a producdo de novos bioprodutos, podendo ser fonte de
substancias biotativas e utilizado em processos fermentativos. Entretanto, ainda sdo necessarios
outros estudos para a verificacdo de quais substancias estdo presentes nesse material vegetal,
bem como quais sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas relatadas. Ademais, estudos mais
aprofundados precisam ser realizados para a elucidacdo correta dos processos de
biotransformacdo que podem ou ndo ocorrer durante processos de fermentagdo, bem como

verificar a melhor forma de empregar os extratos dentro da cadeia industrial.





