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RESUMO

A cultura de comércio do Cocos nucifera L. (coqueiro) tem importante valor econdmico
e social para o Nordeste do Brasil. Essa palmeira possui um fruto muito conhecido e
consumido devido aos seus valores nutricionais e medicinais. Em contrapartida, a
cocoicultura é afetada negativamente pela producdo de muitos residuos organicos
que, em grande parte, sdo descartados inadequadamente e causam prejuizos
ambientais. Além do impacto ambiental, a cadeia de producdo do coco passa por
problemas fitossanitarios com a incidéncia de doencas infecciosas causadas por
fungos, que comprometem a qualidade dos frutos do C. nucifera. Como alternativa
para esses problemas é duplamente vantajoso aliar propostas de reaproveitamento
de residuos com a busca por novas moléculas bioativas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a acdo antibacteriana, antifangica e a toxicidade geral dos extratos brutos da
casca bem como do liquido da casca do coco verde (LCCV). Foram obtidos diferentes
extratos da casca do coco, os quais foram caracterizados por meio de espectroscopia
(infravermelho e ressonancia magnética nuclear) e submetidos a determinacéo
fitoquimica para investigar a presenca de compostos com potenciais bioativos. Para a
analise da atividade biologica das amostras foram realizados ensaios de toxicidade in
vitro contra o microcrustaceo Artemia salina; além da atividade contra Staphylococcus
aureus e Salmonella typhimurium pelo método de difusdo em disco, e acdo contra
duas cepas do fungo Lasiodiplodia theobromae pelo método de difusdo em &gar,
variando tempos de exposicéo e as concentracdes dos extratos. Os teores maximos
obtidos foram de 21,89 mgEAG/g para fendis e 7,31 mgEQ/g para flavonoides, para o
extrato acetanico. Os resultados indicaram baixa toxidade dos extratos brutos e do
liguido do coco frente a A. salina. Na avaliacao antifungica frente a L. theobromae, o
extrato éter etilico apresentou concentracéo efetiva média (CEso) < 1 ug/mL, sendo
classificado com alta eficiéncia antifiUngica. Contudo, as amostras ndo se mostraram
ativas frente a culturas bacterianas. Estes resultados levam a sugerir estudos sobre o
modo de acdo contra fungos patogénicos e o desenvolvimento de rotas alternativas

para a producdo de defensivos naturais.

Palavras-Chave: Cocos nucifera. Toxicidade. Antifungico. Lasiodiplodia sp.



ABSTRACT

The commercial culture of Cocos nucifera L. has important economic and social value
for the Northeast of Brazil. This palm tree has a very well-known and consumed fruit
due to its nutritional and medicinal values. On the other hand, coconut cultivation is
negatively affected by the production of many organic residues, which, in large part,
are inappropriately discarded and cause environmental damage. In addition to the
environmental impact, the coconut production chain undergoes phytosanitary
problems with the incidence of infectious diseases caused by fungi that compromise
the quality of C. nucifera fruits. As an alternative to these problems, it is doubly
advantageous to combine waste reuse proposals with the search for new bioactive
molecules. The objective of this work was to evaluate the antibacterial, antifungal
action and general toxicity of crude husk extracts as well as green coconut husk liquid
(GCHL). Different extracts of coconut husk were obtained, which were characterized
by means of spectroscopy (infrared and nuclear magnetic resonance) and submitted
to phytochemical determination to investigate the presence of compounds with
potential for biological use. To analyze the biological activity of the samples, in vitro
toxicity tests were performed against the microcrustacean Artemia salina; in addition
to activity against Staphylococcus aureus and Salmonella typhimurium by the disk
diffusion method, and action against two strains of the fungus Lasiodiplodia
theobromae by the agar diffusion method, varying exposure times and extract
concentrations. The maximum levels obtained were 21.89 mgEAG/g for phenols and
7.31 mgEQ/g for flavonoids for the acetane extract. The results indicated low toxicity
of crude extracts and coconut liquid against A. salina. In the antifungal evaluation
against L. theobromae, the ethyl ether extract had a mean effective concentration
(ECs0) < 1 pug/mL, being classified as having high antifungal efficiency. However, the
samples were not active against bacterial cultures. These results lead to suggest
studies on the mode of action against pathogenic fungi and the development of

alternative routes for the production of natural defensives.

Keywords: Cocos nucifera. Toxicity. Antifungal. Lasiodiplodia sp.
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1 INTRODUCAO

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma espécie de palmeira muito
disseminada e conhecida pelo mundo todo, devido aos seus elevados valores
nutricionais e atividades medicinais relatadas. Apesar de ser uma planta originaria da
Asia, a cultura de comércio do coco tem grande importancia socioecondmica e cultural
para o Brasil, que é o quinto maior produtor mundial de coco, e principalmente para o
Nordeste do pais, onde se encontram os maiores produtores do fruto. A cocoicultura
tem gerado empregos e renda para milhares de agricultores e comerciantes, e por ser
uma cultura perene e adaptavel ao clima mais quente, ser um comércio de tradi¢cao
familiar, apresentar uma variedade de aplicacdes com retorno econdmico, a producéo
de C. nucifera s6 tende a aumentar exponencialmente (BRAINER; XIMENES, 2020;
DEBMANDAL; MANDAL et al., 2011; ESQUENAZI et al., 2002; FIGUEIRA et al.,
2013).

Com a alta na demanda de producéo e consumo dos frutos e subprodutos
do C. nucifera, ha uma alta também na producdo de residuos provenientes do
processo de beneficiamento do coco e da casca. De 2017 a 2019 houve um
crescimento de 450% na producéo do fruto e levando em conta que cada coco pode
produzir até 1 Kg de residuos organicos, a velocidade de tratamento desse material
nao consegue se manter constante a sua velocidade de producdo, causando
problemas ambientais (BRAINER; XIMENES, 2020; NUNES, 2018). Também com a
expansdo das plantacGes de C. nucifera, existe comumente a incidéncia de
fitopatdégenos oportunistas, como o Lasiodiplodia theobromae, que se alastram pelas
culturas, provocando prejuizos a cadeia de producdo e qualidade do fruto. No
coqueiro, esse fungo provoca a queima-das-folhas, podendo causar a necrose do fruto
na pos-colheita e em boas condicbes de proliferacdo, o alastramento do fungo
acarreta prejuizos da ordem de 50% da producdo de coco (TAVARES, 2002;
WARWICK et al. 1994).

Diante de cenarios como esse, propostas de pesquisas que alinham a
busca por novos compostos com potenciais biolégicos ao reaproveitamento de uma
matéria-prima natural e de descarte, sdo mais vantajosas tanto econdmica quanto
socialmente. Muitas s@o as espécies vegetais que produzem diferentes substancias
quimicas durante seus processos metabolitos, gerando compostos com principios

ativos e por isso sao consideradas primeiramente na pesquisa para 0
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desenvolvimento de farmacos e defensivos naturais. O uso cada vez mais desmedido
de substancias sintéticas para a formulacdo de novos compostos, além de ndo serem
aliadas ao meio ambiente, podem causar a resisténcia dos organismos prejudiciais e
tém uma elevada tarifa para aquisi¢cao. Por isso, é cada vez mais necesséria a busca
por substancias de carater sustentavel, com potenciais terapéuticos e o C. nucifera se
insere como uma espécie de matéria-prima muito interessante, devido aos seus
variados usos medicinais ja relatados (antifngico, antioxidante, antitumoral, anti-
inflamatdrio, antibacteriano) para diversas partes da planta (DEBMANDAL; MANDAL
et al., 2011; ESQUENAZI et al., 2002).

O presente estudo pretende avaliar as acdes bioldgicas de uso dos
residuos produzidos no processo de comercializacdo do coco, como as cascas e 0
liguido da casca do coco verde, buscando investigar a possibilidade de utilizacdo
futura dessa matéria-prima para sanar problemas que limitam a cadeia produtiva do

C. nucifera, ao produzir novos defensivos naturais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cocos nucifera Linn.

Popularmente conhecido como coqueiro ou coco-da-baia, C. nucifera L.,
uma palmeira da familia (Arecaceae), presente em varias partes do mundo, é
conhecida por suas muitas utilidades, principalmente por seus valores nutricionais e
medicinais. Originaria de ilhas tropicais do Sudeste Asiatico aproveita-se praticamente
qguase tudo dessa planta, pois a raiz, caule, folha, inflorescéncia e fruto, sao utilizados
em diversas areas, desde industria alimenticia a indastria farmacéutica
(DEBMANDAL; MANDAL et al., 2011; ESQUENAZI et al., 2002; FIGUEIRA et al.,
2013).

Considerada uma das mais importantes culturas alimentares descendente
dos tropicos, a cocoicultura encontra-se presente em plantacdes de mais de 86 paises
da América Latina, Asia e Africa (NASIMUISLAM et al., 2014; PROBIR et al., 2013;
SIVAKUMAR et al., 2011).

No Brasil, essa espécie vegetal € largamente distribuida nas é&reas
litoraneas no nordeste do pais, por causa da presenca de solos arenosos, clima
umido, com incidéncia de chuvas e demasiada radiacdo solar, que propiciam
especialmente para o crescimento da planta (ESQUENAZI et al., 2002; FIGUEIRA et
al., 2013). A cultura do coqueiro e seu fruto, o coco, tém grande importancia social,
econdmica e cultural, devido a sua longa tradicéo regional e grande importancia para
o homem do campo, gerando até 772.386 empregos diretos e 3.089.544 empregos
indiretos pertencentes a cadeia produtiva do coco (CUENCA, 2016; CUENCA;
SIQUEIRA, 2003; HOODA et al., 2012).

A arvore do coqueiro é constituida por raiz, estirpe, inflorescéncia, folhas,
frutos e cascas, sendo seu fruto uma drupa de forma ovoide e fibrosa, quase globosa.
A espécie C. nucifera L., é formada de duas variedades: A Gigante (Arecaceae)
(typica) Narr. (Figura 1A) e a variedade Anédo (nana) Griff. (Figura 1B) que se dividem
nos diferentes tipos Amarelo, Verde, Vermelho de Camardes e Vermelho da Malasia
(DEBMANDAL; MANDAL et al., 2011; FONSECA et al., 2009; MARTINS; JESUS,
2011). Também existe na natureza a variedade hibrida, (Figura 1C) que é obtida da
juncdo dos dois tipos de variedades: ando e gigante (CARVALHO et al.,, 2008;
MARTINS; JESUS, 2011; SIVAKUMAR et al., 2011).
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Figura 1 - Imagem das variedades de C. nucifera

Fonte: Adaptado de MARTINS; JESUS, (2011).

Entre as variedades brasileiras o coqueiro gigante € nomeado dado seu
grande crescimento, podendo alcancar 35 m de altura. E muito utilizado na
agroindustria como fonte de polpa. Enquanto o coqueiro ando é uma variedade de
crescimento lento e de pequeno porte, com altura aproximada de 12 m, cultivado
principalmente para consumo da agua de coco natural, sendo a cultivar verde a mais
utilizada comercialmente, devido ao curto tempo para colheita, quando comparada
aos outros tipos (COSTA et al., 2006; SIQUEIRA; ARAGAO; TUPINAMBA, 2002). Ja
a variedade hibrida pode alcancar em média até 20 m, sendo utilizada tanto no
consumo in natura e na culinaria, quanto na inddstria agrondmica (ARAGAO et al.
2004; SIQUEIRA; ARAGAO; TUPINAMBA, 2002).

2.1.1 Cocoicultura: aspectos econdémicos

A cultura do comércio do coco no Brasil tem notéria relevancia,
principalmente para o Nordeste, regido com maior producéo do pais. A faixa litoranea
do Nordeste abriga os principais estados produtores do coco: Bahia, Ceara e Rio
Grande do Norte, que carregam a marca de 81,3% da area de cultivo e 71,2% da
producgédo do pais (ALVES et al., 2018; USDA, 2020). O agronegécio do coco anuncia
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importante perspectiva de crescimento no pais e no mundo, por causa das 6timas
qualidades nutricionais e funcionais do produto natural (CUENCA; SIQUEIRA, 2003;
MARAFON et al., 2020).

As outras localidades do pais ja vém iniciando sua cadeia produtiva e
tentam ultrapassar o rendimento e producao da regido Nordeste. No Norte, o foco esta
no cultivo da variedade hibrida com o destino final para a producéo de coco seco e
coco verde, conforme a demanda de procura. Nas regides ao Sul do Brasil, o tipo mais
cultivado é da variedade ana, visando o comércio de agua de coco (BRAINER;
XIMENES, 2020).

O Brasil detém a marca de quinto maior produtor mundial de coco,
contribuindo com 4,5% da producao total, apds Ski Lanka. Foi previsto no pais, uma
margem de area para plantacdo de coco-da-baia de 223 mil hectares e producéo de
um montante de 1,95 bilhdes de frutos. A principal direcdo do cultivo brasileiro
atualmente destina-se a geracdo de coco seco natural, coco ralado, leite de coco e
agua de coco, produtos e subprodutos que geraram 2,83 milhdes de reais em 2019
(BRAINER; XIMENES, 2020).

A cocoicultura se mantém perene, pois ao contrario de outras plantacdes
periodicas, o C. nucifera pode ser cultivado durante o ano todo, tendo um ciclo de vida
duradouro e vantajoso para a producao do coco, perdurando o comércio do produtor
(BRAINER; XIMENES, 2020). Segundo Cuenca e Siqueira (2003), avalia-se a
porcentagem de comercializacdo do coco segundo o modelo: 35% para a producao
industrial, (coco ralado e leite de coco), 35% para o0 Sudeste/Sul, no comércio de agua
de coco e o0s 30% finais permanecem no mercado nordestino.

O agronegocio do coco no Nordeste, mesmo sendo capaz de gerar
empregos e renda para milhares de agricultores e comerciantes, estd associado a um
desanimo dos produtores, seja pelo pouco incentivo das politicas brasileiras, seja pela
dificuldade no manejo da seca e seja também pela incidéncia de pragas e doengas.
O conjunto de motivos citados sdo os causadores do decaimento dos niveis de
producdo e qualidade do coco (FONTES, 2010; MARINHO; GHEYL; FERNANDES,
2006).
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2.1.2 O fruto do coqueiro

O fruto do C. nucifera quando se encontra seco é colhido com o tempo de
até 12 meses de idade, tempo ideal para uso industrial (coco ralado e leite de coco).
Em contrapartida, o fruto do coco verde é colhido prematuro, entre o0 6° e 0 7° més,
guando o volume interno da polpa branca liquida (Agua de coco) esta em nivel
culminante e com o gosto mais agradavel ao paladar do consumidor. Esse volume
representa cerca de 20% do peso bruto do fruto (MARAFON, 2020; MARTINS;
JESUS, 2014).

A camada dura, lisa e fibrosa no exterior (casca) € chamada de epicarpo; a
camada seguinte € o mesocarpo, encorpada e fibrosa; o endocarpo, uma camada
lenhosa e mais rigida, conforme o amadurecimento do fruto; no centro forma-se uma
carne branca — albumen sdlido ou améndoa — e em seu interior o albumen liquido —
endosperma — também conhecido como agua de coco (MARTINS; JESUS, 2011). O
coco é constituido de cinco partes, conforme a Figura 2, a seguir:

Figura 2 - Imagem representativa do coco verde e seus constituintes

o
ALBUMEM E

SOLIDO EPICARPO

EMBRIAO

MESOCARPO

i < . ENDOCARPO
; o AGUA DE COCO

wirr . ENDOSPERMA

Fonte: Adaptado de MATTOS et al., (2014).
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As cascas do coco sdo formadas principalmente por fibras (70%) e po6
(30%). Como patrticularidades das fibras estéo a dureza e firmeza, devido ao alto teor
de lignina, tendo até duas vezes mais que outros materiais de origem natural (ROSA
et al. 2001; SILVA et al., 2006). Também sdo encontradas nas fibras, teores elevados
de pentosanas, celuloses e ligninas (ESQUENAZI et al., 2002). Como subproduto da
industria de beneficiamento da casca do coco também €é obtido um liquido da casca
do coco verde (LCCV), resultado da acdo de trituracdo e prensagem das fibras da
casca. Nas primeiras caracteriza¢6es do liquido do coco foram encontrados aglcares,
calcio, potassio, sddio, magnésio e bicarbonato, cloreto e sulfato, e outros teores
(CARRIJO; LIZ; MAKISHIMA, 2002; ROSA, 2004).

O LCCV tem sido utilizado para irrigacéo vegetal dado ao seu alto nivel de
potassio (ARAUJO; ROSA; FRIGIDA, 2004). Em alguns estudos, se encontram relatos
de que para cada litro de LCCV é gerado uma concentracdo de de potassio
equivalente a 3,85 gramas de cloreto de potassio. Por causa dessa elevada taxa de
sal, tal liqguido pode vir a ser prejudicial para plantas sensiveis a salinidade, apesar
das suas taxas de minerais, muito Uteis para adubacdo (ROSA et al. 2007). O despejo
desse efluente em locais inadequados pode causar sérios distlrbios ambientais,
fazendo-se necessaria a procura por métodos alternativos de tratamento (SOUSA et
al., 2007).

Como ja mencionado, os usos do C. nucifera sédo varios (Tabela 1). Nada
se perde do fruto do coqueiro, verde ou seco, desde o estado natural, industrializado
ou artesanal, todos 0s seus manejos resultam em mudultiplas aplicacdes e
beneficiamento econdmico (FONTENELLE, 2005). Os produtos formados a partir da
casca que dao forma a “briquetes” ou “blocos prensados”, conseguem ser de forma
eficiente, reutilizados como carvao vegetal no lugar do carvao de madeira, com
grandes vantagens ecoldgicas e bom rendimento energético. O p6 obtido do processo
de trituracdo da casca consiste em grandiosa matéria-prima natural, que concede
caracteristicas sustentaveis a fabricacdo de substratos agricolas. O p6 da casca
distingue-se como qualificador dos aspectos fisicos e biolégicos da lavoura e
facilitando o enraizamento de plantas (NUNES; SANTOS; SANTOS, 2007). J4 o
albumen liquido (Agua do coco) apresenta em sua constituicdo teores de agucares,

proteinas e fibras. Além de capacidade antioxidante, a agua de coco € repleta de sais



minerais, tornando-a uma consideravel forma de alimento nutritivo (HOODA et al.,

2012).

Tabela 1 — Diferentes utilizagdes do coco (C. nucifera Linn) e seus residuos

Partes do coco

Usos

Referéncias

Casca (Epicarpo)

Fibras

P6

CascalLenhosa
(Endocarpo)

Albumen
(Sélido e liquido)

LCCV

Fabricacdo de bolsas,
bijuteria, artesanato,
briquetes, carvéo vegetal.

Artesanato, carpetes,
estofamento de carros,
escovas, placas usadas

como isolantes térmicos e
acusticos, placas de
conglomerados, aditivo de
gesso na construgao civil,
cordas, biomantas para
contencgédo de eroséo laminar,
vasos e placas para cultivo
de plantas ornamentais.

Substrato natural vegetal,
compostagem.

Combustivel lenhoso, como
material impermeabilizante
de chapas de madeira.

Isotdnico natural, doces,
bebidas, coco ralado, leite de
coco, suprimento energético,

6leo de coco, cosméticos,
racéo animal, 6leos, alcool
graxo, &cido graxo, glicerina,
solventes.

Adubacgéo, fermentacéo de
alcool etilico.

NUNES; SANTOS; SANTOS,
2007;

NUNES; SANTOS; SANTOS,
2007; MATTOS et al., 2014.

NUNES; SANTOS; SANTOS,
2007; MATTOS et al., 2014.

BRAINER, 2018;
FONTENELE, 2005.

BRAINER, 2018;
FONTENELE, 2005; HOODA
etal., 2012; MARTINS;
JESUS, 2014; PINTO et al.,
2015;

CRISOSTOMO; ARAGAO,
2011; TEIXEIRA, 2007.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.1.3 Atividades biolégicas relatadas do C. nucifera

As substancias bioativas naturais despertam grande interesse cientifico
tanto para a busca por novas estruturas moleculares, como de potenciais para
atividade bioldgica (SILVA; SILVA; LIRA, 1998). Dentre as fontes de produtos naturais
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com potenciais bioldgicos encontram-se as plantas medicinais que tém a capacidade
de produzir um leque de compostos quimicos, podendo desempenhar funcdes
biolégicas importantes, como na defesa contra o ataque de predadores. Menos de
10% do total de plantas medicinais tiveram seus compostos isolados (TAPSELL et al.
2006). Frente a isso, 0 Brasil se apresenta em destaque por deter em seu territdrio um
terco da flora mundial, além das grandes areas vegetais na Amazoénia, com potencial
para ser o maior estoquista de bioprodutos fitoterapicos do globo, despertando a
atencao de estudiosos e pesquisadores (SANTOS et al., 2011).

Dentre os compostos com possivel acdo biolégica estdo os chamados
metabdlitos secundarios, fitoquimicos como alcaloides, terpenos e flavonoides. A
presenca desses metabdlitos nas plantas é responsavel por variadas acoes,
resultantes de rotas biossintéticas dos mecanismos de defesa vegetal, que vao desde
a defesa contra pragas e doencas, até relacdes entre espécies. Esses compostos
secundarios ainda podem ser distinguidos como principios ativos, ou bioativos, pois
detém a capacidade de provocar algum tipo de resposta biolégica nos organismos
vivos, inclusive no homem (BOSCOLO; VALLE, 2008; OLIVEIRA; OLIVEIRA;
ANDRADE, 2010). Os compostos fenodlicos tém recebido muita atencdo da
comunidade cientifica, devido ao leque de atividades biolégicas que promovem muitos
beneficios para a salde humana incluindo a¢des antioxidantes, antimicrobiana e anti-
inflamatéria. (EVARISTO; LEITAO, 2001; RODRIGUES, 2013). Os compostos
fenolicos desempenham importantes fun¢cdes no desenvolvimento e na defesa das
plantas contra atagues externos por pragas, na protecao contra raios ultravioleta, além
de atrairem animais polinizadores (BONFILI et al, 2008).

Vérios séo os trabalhos cientificos que evidenciam a promissora atividade
de extratos naturais com eficiéncia frente a organismos prejudiciais. Dentre as plantas
citadas na literatura encontra-se o C. nucifera, com aplicacdes para praticamente
todas as partes da planta, tornando-o material ideal para a pratica de aproveitamento
e excelente matéria-prima natural. A espécie pode ser um precursor também na area
medicinal gragas a sua bioatividade, agindo como antioxidante, antimicrobiano, dentre
outras mais, conforme a Tabela 2 (DEBMANDAL; MANDAL, 2011; SIVAKUMAR et
al., 2011).
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Tabela 2 - Atividades bioldgicas relatadas de C. nucifera Linn

Parte do coqueiro

Atividades Biolégicas

Referéncias

Folhas

Raiz

Fruto

Casca do coco

LCCV

Antioxidante, antimicrobiana,
antitumoral.

Antimicrobiano, antioxidante,
antihiperglicémico, diurético,
adstringente e antiséptica.

Contra infec¢éo intestinal, diarréia,
diabetes, antimicrobiano,
antitumoral, tratamento de Ulceras.

Antifangico, antitumoral,
leishmanicida,
anti-inflamatdria, antimicrobiana,
antiviral, anti ulcerogénica,
antineoplasica, antioxidante, anti
plasmodium.

Antiproliferativa em linfocitos e anti-
helmintica, antibacteriano, antiviral,
anti larvicida e imunomoduladora

FIGUEIRA, 2012.

NASKAR et al., 2011,
SIVAKUMAR et al., 2011;
UY et al., 2019.

AWUA et al., 2012;
PATTIGADAPA et al., 2011;
RENJITH; CHIKKU;
RAJAMOHAN, 2013.

SILVA et al., 2009;
RINALDI et al., 2009;
OLATUNDE; BENJAKUL;
VONGKAMJAN, 2018;
FREITAS et al., 2011;
MACHADO et al., 2006;
ESQUENAZI et al., 2002;
VENKATARAMAN;
RAMANUJAM;
VENKATASUBBU, 1980;
ALVIANO et al., 2004;
AKINYELE et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2013;
TAYLER et al., 2020.

ESQUENAZI et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2015;
ROSA et al., 2007; COSTA
etal., 2010; COSTA et al,
2011.

Fonte: Elaborado pela autora.

Ha também relatos de extratos de C. nucifera e LCCV sao utilizados na
formulac&o de defensivos agricolas naturais e controle biolégico de pragas (ABREU
et al, 2014; RAMOS; ADREANI; KOZUSNY-ANDREANI, 2016; ROJAS, 2018;
SOUZA; SERRA; MELO, 2012). Estudos apontam a utilizacdo de 6leo de coco como
antifingico, com acéo frente ao fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides (SOUZA,
SERRA; MELO, 2012). Também foi relatado que extratos acetanico do coco
apontaram atividade antibacteriana frente a S. aureus, atividade virucida contra o tipo

1 da Herpes simplex (ESQUENAZI et al., 2002) e contra o protozoario Leishmania
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amazonensis (MENDONCA-FILHO et al., 2004), assim como atividade antifungica
frente Aspergillus niger (LEITAO et al., 2010).

2.2 Residuos de descarte do consumo in natura, industriais e

reaproveitamento

Com o crescente comércio de agua de coco no Brasil e sua elevacdo de
consumo, foi registrado para os anos de 2012 a 2016, um aumento de 584,6% nas
importacdes do fruto, passando a ser consumido até 3,3 mil toneladas. De 2017 a
2019 o crescimento foi de 450,7%. Essa alta ha comercializagdo e consumo da agua
de coco atuam como agravantes para um crescente distirbio ambiental, que é
causado pelos residuos gerados dessa cadeia de consumo. S6 no ano de 2020, foram
produzidas aproximadamente 2,7 milhdes de toneladas de casca de coco, sendo
desse valor, 74,5% somente do coco verde. (BRAINER; XIMENES, 2020).

Rosa e colaboradores (2001) afirmam que o agronegdcio do coco contribui
com uma porcentagem média de 70% do lixo das areas litoraneas. Desde 2001,
Fortaleza, capital do Cear4, ja registrou a marca de 150 toneladas/dia de lixo gerado
a partir do coco (OLIVEIRA, 2010). Em 2017, o estado gerou 282 mil toneladas de
casca de coco verde (IBGE, 2017). O C. nucifera produz uma enorme quantidade de
residuos como cascas e endocarpo de frutos, cachos, bracteas, paneiros e folhas

senescentes, conforme Figura 3.
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Figura 3 - Imagem de residuos da casca de coco verde descartados

A: Cascas de coco verde descartados em area urbana da cidade de Aracaju/SE. B: Cascas
de coco verde descartadas no meio ambiente. Fonte: Adaptado de Nunes; Santos; Santos,
(2007); Marafon et al., (2019).

Mesmo uma unidade do coco, residuo originado do comércio de agua de
coco, pode produzir 1 kg de matéria organica (MATTOS et al., 2011; NUNES, 2018).
O método de vida saudavel unido as novas técnicas de processamento de alimentos,
venda e propaganda contribuem para a alta demanda de consumo do coco e
naturalmente ha também uma alta na producdo de matéria organica descartada,
(MATTOS et al., 2014).

Cerca de 70% da constituicdo do mesocarpo do coco é de lignina e
celulose, que conferem resisténcia ao material. Esses residuos demoram muito tempo
para serem absorvidos pela natureza, em torno de 10 anos para sua total degradacao
e quando despejados em lixdes, se tornam meio de criacdo para animais
transmissores de doencas. Mesmo quando queimadas, as cascas de coco, folhas e
cachos do C. nucifera ddo origem a elementos que causam poluicdo ambiental
(NUNES; SANTOS; SANTOS, 2007). Devido a pequena gama de paises produtores
do coco, até recentemente ndo existiam métodos para o tratamento desses produtos
de descarte (BRAINER; XIMENES, 2020). Frente a grande producéo de residuos de
descarte e sua demorada reabsorcéo pela natureza, se faz evidente a necessidade
da procura por métodos alternativos e sustentaveis para o reaproveitamento da casca
do coco (MATTOS et al., 2011).
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Existem no Brasil algumas instituicées que conseguiram botar em pratica a
ideia de reaproveitamento dos residuos do coco. Em 2007, pesquisadores da
Embrapa Tabuleiros Costeiros de Aracaju publicaram trabalhos sobre tecnologias
para biodegradacéo dos residuos do coco, com passo a passo gratuito. As técnicas
permitiram a diminuicdo do tempo de biodegradacéo das cascas, que costumavam
tomar de 8 a 10 anos, para de 150 a 180 dias e ainda desenvolveram novos materiais
com valores nutricionais e macro nutrientes, com potencial para melhoramento de
cultivos e potenciais de compostagem. Eles calcularam que o reaproveitamento dos
residuos do coco é economicamente viavel, pois sendo o Brasil um alto produtor dessa
matéria organica, ele conseguiria gerar bem mais de 1,536 milhdo de tonelada de
substrato agricola proveniente de fonte inesgotavel e sustentavel (NUNES; SANTOS;
SANTOS, 2007). Instituicdes privadas também comecam a direcionar as suas for¢as
para trabalhar com o reaproveitamento desses subprodutos. Os residuos sao
repassados por empresas que trabalham com o beneficiamento do coco, entdo da-se
inicio ao processo de tratamento depois dos residuos do coco verde. Séo triturados e
dao forma a materiais, que sao destinados ao comeércio de paisagismo, jardinagem e
hortos, servindo por exemplo como substrato para orquideas de alta qualidade. Com
esse tipo de tratamento a estimativa € de que sejam reaproveitadas 2000
toneladas/ano de coco verde que estariam sendo descartados no lixo (GITEL, 2018).

O pensamento € voltado para dar uso a essa matéria-prima natural, de
forma que possam ser reutilizados sustentavelmente, mantendo um ciclo de producéo
(CNI, 2018). O reaproveitamento dos residuos do C. nucifera € muito importante para
a manutencado da natureza e se torna vantajoso, através do manejo de uma matéria-

prima abundante e renovavel.

2.3 Microcrustaceo Artemia salina L. como indicador de toxicidade geral e

bioatividade

O bioensaio com Artemia salina € um simples teste, que pode ser utilizado
desde avaliacdo de toxicidade geral até o monitoramento de efluentes. Esse teste
também tem sido realizado como pesquisa preliminar de atividades de produtos
naturais. O ensaio permite a avaliacdo de possiveis efeitos toxicos sobre sistemas
biolégicos, portanto, é considerado primeiramente no estudo inicial de compostos com

possivel acdo biolégica (ARAUJO; et al. 2003). A avaliacio do potencial da toxicidade
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de plantas medicinais, frente a A. salina, corrobora aspectos farmacodinamicos dos
principios ativos naturais responsaveis pelas propriedades terapéuticas destas
plantas (OLIVEIRA et al, 2012).

O ensaio com A. salina além de testar a toxicidade das plantas, oferece
numerosas vantagens, por ser, facilmente acessivel, rapido, sensivel, ndo utilizar
equipamentos sofisticados, e por que requer uma pequena quantidade de amostra (2
— 20 mg). A ampla distribuicao e facilidade de obtencao desse microcrustaceo (Figura
4), fazem com que o género Artemia tenha sido usado em testes de toxicidade frente
a uma ampla variedade de produtos como pesticidas, petroquimicos, dispersantes e
metais pesados, desde a década de 1950, sendo mundialmente aceito pela
comunidade cientifica (BOMM; PEREIRA; SIQUEIRA, 1998).

Figura 4 - Imagem do microcrustaceo Artemia salina Leach.

k3

Fonte: MRS RESEARCH GROUP, 2017.

Alguns trabalhos tentam comparar a toxicidade sobre A. salina com
bioensaios antifingicos, virucidas e antimicrobianos (MACRAE; HUDSON; TOWERS,
1988), parasiticida (SAHPAZ et al. 1994) e citotoxica (MCLAUGHLIN; CHANG,;
SMITH, 1991). No monitoramento de agrotdxicos, é preciso determinar o efeito
resultante da sua utilizacdo frente a natureza. Ao serem inseridos no meio ambiente
e alcancarem sistemas naturais aquosos, 0S agrotoxicos podem causar a

contaminagao desses meios, se depositar no interior dos organismos e se propagar
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ao longo da cadeia alimentar, podendo chegar a prejudicar os seres humanos. Os
animais aquaticos séo os primeiros a sentirem os efeitos prejudiciais e por isso sao
cotados como modelos de testes de poluentes (BARBIERI, 2004). Assim, faz-se
necessario o monitoramento de antifiingicos e antibacterianos quanto a toxicidade
aguda.

A atividade biolégica preliminar dos extratos, no teste com A. salina, é
determinada através do calculo da concentracao letal de 50% (CLso0) da populagéo do
organismo. A toxicidade é considerada significativa quando o valor da CLso € menor
que 1000 pg/mL (KRISHNARAJU et al. 2005), ndo possuindo atividade acima desse
valor. O dimetilsulfoxido (DMSO) € o padrdo de solubilidade utilizado para monitorar

o0 desempenho do teste.

2.4 A cultura do C. nucifera e o fitopatégeno Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl.

O crescente avanco da cocoicultura, no estado do Ceara, chega a
contabilizar uma éarea colhida de 39.692 mil hectares, principalmente das faixas
litordneas, abrangendo as localidades de Trairi, Itapipoca, Paraipaba, Pentecoste e
Sao Goncgalo do Amarante. Essa rapida expansao trouxe com ela uma complicacéo
em relacdo ao aparecimento e agravamento de doencas de ordem fitossanitarias, que
nao eram uma situacao grave no passado (FREIRE et al., 2004; IBGE, 2020).

Os problemas citados tém comprometido a produtividade e qualidade da
producdo do coco. Um fitopatdgeno comum das regides tropicais e subtropicais, 0
Lasiodiplodia theobromae, também conhecido como Botryodiplodia, ja foi encontrado
e relatado como causador de enfermidades em 500 espécies de plantas (CARDOSO;
FREIRE; SA, 1998). Ele se mantém viavel mesmo no ar, na matéria vegetal morta e
viva, se propagando por eles, por animais e por objetos contaminados. Os sintomas
de sua infestacéo séo variados e mudam de planta para planta, como a resinose, seca
e queima de folhas; cancro em ramos, caules e raizes; lesdes em estacas, folhas,
frutos e sementes. Dependendo da severidade pode causar rachaduras na casca e
apodrecimento, até o colapso total da planta (FREIRE et al., 2002; FREIRE et al.,
2004; CIPRIANO, 2014). No cajueiro (Anacardium occidentale L.) esse fungo se
manifesta causando resinose. Ja no coqueiro, a queima-das-folhas se d& pela acéo

do fungo Botryosphaeria cocogena Subileau, sendo teleomoérfica ao Lasiodiplodia
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(Botryodiplodia) theobromae que é o seu estado imperfeito (SUBILEAU et al., 1994).

O fungo penetra por feridas, na estrutura das folhas mais antigas e frageis,
causando a queima das folhas (Figura 5A e 5C) que necrosam e morrem,
enfraquecendo a sustentacdo dos frutos, que caem antes da maturacdo e
desenvolvem cancros enegrecidos na pés-colheita, ocasionando perdas na producao
(SOUZA FILHO et al., 1979; WARWICK et al., 1994).

Figura 5 - Sintomas de infeccao fungica por L. theobromae

A: Necrose de folhas do coqueiro; B: Podrid@o do fruto pds-colheita; C: Queima-de-folhas do coqueiro.
Fonte: Viana et al., (2002); Warwick; Leal, (2006).

Esta infestacdo constitui-se um problema serissimo para as plantagées do
Nordeste e Norte do Brasil (RENARD, 1982). Halfeld Vieira e Nechet, (2005) e Viana
et al. (2002), observaram os sintomas da doenca em C. nucifera ando verde: houve a
queda de frutos imaturos decorrente da podriddo do local de conexéo do fruto as
bracteas, que acabou por se enfraquecer. A necrose pode ser observada até mesmo
apos a colheita do fruto, como na Figura 5B.

Em boas condi¢des de proliferacdo, o fungo L. theobromae pode acarretar
prejuizos na ordem de 50% da produc¢éo de coco, 40% da producdo de manga e até
80% da producéo de macéa (TAVARES, 2002; WARWICK et al. 1994). Os crescentes
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relatos de prejuizos causados por esse fitopatdgeno tém despertado o interesse dos
agricultores a investirem em pesquisa, para a busca de solu¢cdes quanto ao manejo
do fungo, na reducéo de impacto ambiental e de perdas (TAVARES, 2002). A principal
e mais eficiente maneira de reduzir danos desse fungo, é através da utilizacdo de
fungicidas quimicos aplicados como erradicantes, imunizantes e protetores (LIMA et
al, 2013). E verdadeiro que a agricultura moderna depende da aplica¢do de defensivos
agricolas, contribuindo assim para o aumento e busca na qualidade e quantidade
destes produtos quimicos. Contudo, a0 mesmo tempo em que traz inegaveis
beneficios a agricultura, o uso de pesticidas pode acarretar uma série de impactos

negativos ao meio ambiente.

2.5 Defensivos naturais e controle bioldgico

O Brasil, com seu clima mais quente, tipico de areas tropicais, esta sujeito
a incidéncia de numerosos fitopatégenos e pragas na cultura agricola, sendo
necessaria também a elevada utilizacao de agrotdxicos, movimentando o mercado de
producado e comercializacéo destes produtos. O pais chegou a primeira colocacéo da
lista de consumidores de agrotoxicos, do ranking mundial, sobrepondo os EUA, no
ano de 2008, anterior lider mundial (HALFELD VIEIRA et al., 2016).

A utilizacao de agrotdxicos é muito comum em paises em desenvolvimento
e possui vantagens quanto ao rapido tratamento praguicida e métodos previsiveis e
controlados, mas seu uso exagerado acarreta graves consequéncias ambientais,
contaminando solos e mananciais, plantas e animais, corrompendo alimentos e
atingindo até o ser humano, que termina envenenado (RODRIGUEZ; VENDRAMIM,
1996; BETTIOL, 2013). As substancias de controle agricola além de ndo serem
aliadas ao meio ambiente podem causar a resisténcia dos organismos prejudiciais e
tém uma elevada tarifa para aquisi¢cdo, assim se fez necessaria a busca por produtos
de matéria prima natural. Substancias inovadoras, com acdes inseticidas, fungicidas
e pesticidas, de origens naturais e sustentaveis, quando unidas a técnicas de cultivo,
permitem certificar plantagbes livres de residuos toxicos, trazendo seguranca ao
agricultor e ao consumidor, conseguindo manter uma cadeia equilibrada entre
doencas, pragas e seus inimigos naturais (ANDRADE; NUNES, 2001).

Os chamados defensivos naturais, biologicos ou bioquimicos sé&o

enquadrados no grupo de controle biolégico, que constitui um fendmeno da natureza
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de contencdo de pragas e doencas, por acdo de inimigos naturais. Os defensivos
agricolas naturais podem ser originados de qualquer organismo presente na natureza:
de plantas, microrganismos, animais e minerais (HALFELD VIEIRA et al., 2016).
Tomando cada vez mais espaco na agricultura, o comércio de defensivos naturais se
mantém em alta. Em novembro de 2013, o numero de biopesticidas registrados
chegou a 52 (AGROFIT, 2014; BETTIOL et al.,, 2014). Os dados mais recentes
apontam um aumento. Segundo o 6rgédo do governo MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento) foi registrado um valor recorde de 95 biopesticidas como
defensivos de controle biolégico, no ano de 2020 (GOV, 2021).

A classificacdo quanto ao tipo de defensivo se da a partir de sua matéria
prima ou principio ativo. Agentes de controle bioldgicos sao originados de organismos
microbiolégicos como bactérias e fungos. Os biodefensivos sdo originados de
substancias desenvolvidas em organismos. As caracteristicas dos defensivos de
origem natural implicam requisitos como a baixa ou inexistente acdo nociva ou téxica
ao homem e ao meio ambiente, eficiéncia contra microrganismos, acessibilidade e
baixo valor de custo, atuando em conjunto com os sistemas de defesa da planta,
contribuem diretamente na forca de resposta (HALFELD VIEIRA et al., 2016).

2.5.1 Fungicidas agricolas

Os chamados fungicidas sao substancias ou compostos bioquimicos com
0 potencial para prevenir ou erradicar a atividade de agentes fitopatogénicos. Com a
modernidade, essa definicdo se estendeu ao controle de fungos, bactérias e algas.
Ha situacdes em que os defensivos apenas adormecem o processo germinativo do
fungo, inibindo seu crescimento, situagado essa nomeada de “fungistase”. Antifungicos
chamados “antiesporulantes” inibem a esporulagdo do fungo. O produto fungicida
guando formulado é constituido de uma substancia bioativa e de um condutor neutro
para contencao da substancia (GARCIA et al., 1999).

Os fungicidas séo divididos quanto a sua natureza e atuacgao na planta
(Figura 6). Sao eles protetores, erradicantes, curativos ou sistémicos (ZAMBOLIM et
al., 1995).
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Figura 6 - Acdo de fungicidas segundo o seu principio de controle

GERMINAGAO  PENETRAGAQ CRESCIMENTO SINTOMAS ESPORULAGAO
l DE ESPOROS MICELIAL VISIVEIS

erradicante / antiesporulante

Fonte: Menten; Banzzato, (2016).

Os protetores agem como uma camada protetora sobre a superficie da
planta impedindo a entrada do fitopatdgeno, pois sdo altamente toxicos se em contato
direto com as células vegetais. Enquanto os curativos agem inibindo a agéo infeciosa
do fungo ap6s a sua penetragdo, mas sem manifestacbes a olho nu. Ja os
erradicantes agem apos a penetracdo do fungo, exterminando o fitopatdgeno
diretamente em seu local infeccioso, s@o volateis e toxicos, por isso sao usados na
superficie da planta, podendo também agir como protetores e sendo utilizados quando
0s sintomas estéo visiveis. Nos sistémicos o produto bioquimico penetra na planta e
se movimenta para agir em quaisquer locais de processos infecciosos. Sao
erradicantes e inibidores de crescimento micelial, antiesporulante e solUveis em agua
(ZAMBOLIM et al., 1997).

Para a formulacdo de um fungicida competente frente a fitopatdogenos é
necessario que se considere algumas particularidades: possuir 0s potenciais
fungistatico, fungitoxico e antiesporulante; ter alto sucesso no controle do
microrganismo; sustentavel, biocompativel e atéxico aos seres vivos; estabilidade e
baixo custo comprovado (ZAMBOLIM et al., 1997).
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2.6 Microrganismos patogénicos

Sabe-se que com o avanco das décadas e a crescente banaliza¢do quanto
ao uso de antibidticos, deu-se inicio ao processo de resisténcia microbiana,
prejudicando as terapias medicinais e curativas e pondo em xeque a saude dos seres
humanos. O uso irracional e desmedido dos antibacterianos leva a mutacéo genética,
que altera o poder dos microrganismos. Um patdégeno como Staphylococcus aureus €
um conhecido infectante alimentar, que desperta a preocupagdo dos médicos-
sanitaristas. Sendo insistente contra 0os mais usuais antibioticos, a contaminacao
alimentar por S. aureus é uma preocupacao urgente (BACCARO et al., 2002;
MANTILLA et al., 2008; RIBEIRO et al.,, 2006). Assim, com a alta nos casos de
contaminagcdo por bactérias resistentes aos tratamentos medicamentosos
convencionais e a falha no controle eficiente dessa situagéo, a procura por matéria
prima natural, com potenciais biolégicos, tém surgido como consideravel alternativa.
O avanco da ciéncia de produtos naturais se concentra na obtencéo, formulagéo e
caracterizacdo de constituintes bioativos, para avaliacdo de novos farmacos
(FERREIRA, 1998).

Cada vez mais a importancia de uma vida saudavel, induz as industrias
farmacéuticas ao uso de substancias precursoras naturais, que sdo sustentaveis e
menos toxicas. Dessas, uma grande parte sdo obtidas com base no conhecimento

medicinal popular.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo antibacteriana, antifingica e a toxicidade geral dos extratos

brutos da casca (epicarpo) bem como do liquido da casca do coco verde (LCCV).

3.2 Objetivos especificos

a. Preparar os extratos metandlico, etandlico, éter etilico e acetanico a
partir da casca do coco verde.

b. Extrair o liquido da casca do coco verde.

c. Realizar a caracterizagdo quimica dos extratos pelas técnicas de
Espectroscopia de Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de tH.

d. Determinar os teores de fendis e flavonoides totais dos extratos e do
LCCV.

e. Avaliar a toxicidade/bioatividade in vitro, dos extratos da casca do coco
e do LCCV frente ao microcrustaceo Artemia salina L.

f. Verificar a atividade antibacteriana dos extratos da casca do coco e do
LCCV frente aos microrganismos patdégenos Staphylococcus aureus e Salmonella
typhimurium.

g. Avaliar a atividade antifangica dos extratos da casca do coco e do LCCV
frente aos fitopatdgenos Botryosphaeria cocogena (forma imperfeita: Botryodiplodia)

e Lasiodiplodia theobromae.
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Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes para a realizacao

deste trabalho (Tabela 3).

Tabela 3 - Relacao de reagentes e solventes utilizados

Reagentes e solventes

Marca

Etanol, Metanol, Acetato de etila
(1L, 95%) Folin-Ciocalteu (500 mL); Carbonato
de sédio (Na2COs, 500 g); Cloreto de aluminio
(AICls, 500 g); Brometo de potassio (KBr, 500 g);
Cloreto de sédio (NaCl, 500 g); Cloreto de
magnésio (MgClz, 500 g); Sulfato de magnésio
(MgSO0s3, 500 g); Cloreto de célcio (CaClz, 500 g);
Cloreto de potéssio (KCI, 500 g); Carbonato de
sédio (Na2COs, 500 g); DMSO ((CH3)2S0), 1 L);

Eter Etilico (1 L, 95%);

Metanol deuterado
(CD3OD);

TSA (trypticase soy agar, 500 g);

Mueller Hinton (500 g); Agar Potato Dextrose
(500 g);

Cloranfenicol (C11H12Cl2N20s, 50 discos)

Dinamica quimica contemporénea LTDA
Labsynth produtos para laboratérios LTDA

Hexis Cientifica (QHEMIS)

ACRO Forlab Express

Produtos Laboratoriais — Kasvi®

HiMedia®

Sensidisc

Fonte: Elaborado pela autora.

Todos os reagentes sao de grau analitico. Todas as vidrarias utilizadas

foram ambientadas antes do seu uso.

4.2 Instrumental

Foram utilizados os seguintes equipamentos para a realizacdo deste

trabalho (Tabela 4).
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Tabela 4 - Relacdo de equipamentos utilizados

Equipamento Marca/ Modelo
Espectrofotémetro UV-VIS Genesys — 10S Thermo SCIENTIFIC
Balanca analitica (0,01 — 215 g) Bioprecisa FA-2104N
Estufa bacteriologica SPLABOR - SP200
Autoclave vertical PHOENIX
Bomba a véacuo Prismatec
Capela de fluxo laminar, DMD solucdes

Agitador magnético, Estufa de secagem,

Rotaevaporador QUIMIS
Espectrdmetro Spectrum Two Perkin-Elmer
Espectrometro BRUKER Avance DPX-500
Triturador de casca de coco SHL-CRSH300

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Preparacado do material vegetal para obtencéo dos extratos

O material vegetal foi adquirido de plantacdes localizadas no estado do
Ceara. Para a obtencao dos extratos, os cocos foram quebrados, separando a parte
do epicarpo (casca) do restante do fruto. As porgdes selecionadas foram trituradas em

pequenos pedacos e secas em estufa por 24 h a 60°C.

4.3.1 Preparacao dos extratos da casca do coco

Para a preparacdo dos extratos foi utilizada a metodologia proposta por
Navarro (2005). Com a obtencdo da casca seca, foi realizado a sua imersao nos
diferentes solventes: etanol, metanol, acetato de etila e éter etilico a 95%, na
proporcao de 100 g de casca para cada litro de solvente, durante 3 dias, para extracao
de seus compostos. Ao término do tratamento, as por¢Bes foram filtradas e
concentradas em rotaevaporador, a temperatura de 50-60 °C obtendo a respectiva
fracéo final do extrato, para cada solvente. Os extratos obtidos foram armazenados
em frascos de vidro e colocados em estufa na temperatura de 40 °C até completa

evaporacao do solvente. O rendimento total dos extratos foi calculado, segundo a
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_ PesoExt

seguinte formula: Re = Sorocas X 100. Onde: Re = Rendimento total do extrato (%);

PesoExt = Peso do extrato seco (g); PesoCas = Peso das cascas de coco secas (Q)
(RODRIGUES et al., 2011).

4.3.2 Extracdo do liquido da casca do coco verde (LCCV)

O LCcCV foi disponibilizado em parceria com a Agua de Coco em P6
Biotecnologia (ACP) - Universidade Estadual do Ceara. Foram coletados de 10 a 30
frutos do C. nucifera, que apds a retirada da agua de coco, sdo pesados e cortados
em um triturador especifico. As cascas do coco foram entéo prensadas para obtencéo
do LCCV que foi em seguida peneirado e coletado em reservatérios. As amostras
foram entéo identificadas e acondicionadas sob refrigeracéo a 5°C para armazenagem

até a sua posterior utilizacao.

4.4 Técnicas para caracterizagcbes fitoguimicas e espectroscopicas dos

extratos da casca do coco verde

As andlises espectroscopicas foram realizadas em parceria com o

laboratoério de produtos naturais da Embrapa Agroindastria Tropical de Fortaleza-CE.

4.4.1 Determinacgéo do teor de fendis totais, por Folin-Ciocalteau

A quantificacdo de fendis totais foi feita por meio de espectroscopia na
regido do visivel pelo método de Folin-Ciocalteau (SOUSA et al., 2007). Na
preparacao da solucéo teste foi dissolvido 7,5 mg dos diferentes extratos da casca do
coco verde e do LCCV em 25 mL de metanol.

Agitou-se uma aliquota de 100 pL dessa solugao com 500 pL de Folin-
Ciocalteu por 30 segundos, em seguida adicionou-se 6 mL de H20 destilada e 2 mL
de Na2COs 15%. Realizou-se a analise em triplicata.

Agitou-se novamente a mistura por 1 minuto e foi completado o volume
para 10 mL com H20 destilada (1,4 mL). Em espectrofotdbmetro UV-Vis apos 2 h, foi
realizada a leitura das absorbancias das amostras em comprimento de onda

equivalente a 750 nm, em cubetas de quartzo. A preparacéo do branco foi realizada
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seguindo a mesma metodologia da preparacdo das concentracdes, porém sem a
solucdo amostra. A quantificacdo dos compostos fendlicos foi encontrada através de
uma curva analitica de acido géalico onde o teor de fendis foi determinado e o resultado
expresso em miligramas por equivalente de &cido gdlico por grama de extrato
(mgEAG/Q).

4.4.2 Quantificagéo do teor de flavonoides totais

A determinacédo do teor de flavonoides totais foi realizada por meio de
espectroscopia na regiao do visivel, pelo método proposto por Funari e Ferro (2006).

Para preparacao da solugdo amostral foi realizada a dissolu¢cado de 20 mg
dos extratos em 10 mL de etanol. Misturou-se uma aliquota de 2 mL desta solucao
(concentracdo de 2 mg/mL) com 1 mL de solucdo de AICIs 2,5%, em seguida
completou-se o volume para 25 mL com etanol. Apés 30 min, efetuou-se a leitura da
absorbéancia no espectrofotometro, no comprimento de onda de 425 nm. As leituras
foram realizadas em triplicata. A quantificacdo dos compostos flavonoides foi
encontrada através da construcdo de curva analitica de quercetina onde o teor de
flavonoides foi determinado e teve seu resultado expresso em miligramas por

equivalente de quercetina por grama de extrato (mgEQ/qg).

4.4.3 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando-se um
espectrometro Spectrum Two, Perkin-Elmer. A varredura foi realizada na faixa de 400-
4000 cm! com resolucdo de 4 cm™ e analisadas no programa ORIGIN. Pastilhas de

KBr foram utilizadas para analise das substancias sélidas e oleosas.

4.4.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrometro BRUNKER
Avance DPX-500, operando na frequéncia de *H a 500 MHz. Para a dissolugéo das
amostras foi utilizado metanol deuterado (CD3OD). Os deslocamentos quimicos (0)
foram expressos em (ppm) e Tetrametilsilano (TMS) utilizado como padrao externo e

analisados no programa ORIGIN.
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4.5 Bioensaios

4.5.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos nos Sistemas de Laboratorios em
Nanotecnologia e Biomateriais — SisNaBio, localizado na Universidade Estadual do

Ceara, Campus Itaperi.

4.5.2 Avaliacao de toxicidade aguda frente Artemia salina L.

Os ovos de A. salina foram adquiridos em lojas de produtos agropecuarios
e de pesca. Para preparacdo da agua salina foi feita uma solucdo de: 15,153 g de
NacCl, 1,398 g de MgClz, 1,888 g de MgS0Oa4, 0,652 g de CaClz, 0,414 g de KCI, 0,116
g de Na2COg, diluidos em 1 L de agua destilada.

Para o ensaio de toxicidade, seguindo a metodologia de Meyer (1982) com
algumas modificacdes, foi realizada a pesagem de 50 mg dos extratos da casca do
coco e diluiu-se a amostra em 5 mL de agua salina, para preparacao da solucdo mae.
Em seguida realizou-se as diluicdes seriadas em copos plasticos de 50 mL, retirando
aliquotas de 500, 250, 125 e 62,5 pyL e obtendo assim as concentracdes finais de
1000, 500, 250 e 125 pg/mL. Foi realizado também o teste controle (branco) que
consiste somente em agua salina.

Para inicio do teste, os cistos do microcrustaceo foram imersos em
recipientes de vidro contendo 200 mL de &gua salina. O recipiente foi dividido em
metade escura fechada e metade transparente sob incidéncia de luz artificial,
permanecendo nesta situacdo durante um periodo de 48 h. Posteriormente, com as
eclosbes, transferiu-se 10 nauplios de A. salina para cada triplicata de
recipiente/concentragéo, tendo o cuidado de completar o volume final para 5 mL.
Depois de 24 horas, fez-se a contagem do numero de nauplios sobreviventes.

Os percentuais de organismos mortos foram obtidos a partir da média
aritmética do numero de larvas mortas da triplicata de cada concentracdo e
proporcionalmente comparados ao numero de larvas mortas da solugdo controle. Os
resultados obtidos foram plotados para obtencdo da equacédo da reta, onde foi
correlacionada a porcentagem da mortalidade com o logaritmo da concentragcéao das

amostras, resultando no grafico com eixos de concentracao (ug/mL) por percentual de
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mortos (MEYER et al.,, 1982; HAMIDI; JOVANOVA; PANOVSKA, 2014). A
Concentragéo Letal de metade da populagéo (CLso) foi estimada usando a técnica de
regressao linear em Probit, que determinam os valores para extratos naturais ativos,
em pg/mL (FINNEY, 1971).

4.5.3 Atividade antibacteriana frente aos patdégenos Staphylococcus aureus e

Salmonella typhimurium

As bactérias (Staphylococcus aureus — ATCC27664 e Salmonella
typhimurium — ATCC14028) foram cedidas também em parceria com a Embrapa
Agroindustria Tropical de Fortaleza - CE.

Na avaliacdo do ensaio antibacteriano seguiu-se o método de difuséo em
disco, conforme Bauer et al., (1966) com adaptacdes. Primeiro, as culturas
bacterianas (S. aureus — ATCC27664 e S. typhimurium — ATCC14028) foram ativadas
e repicadas em tubos de TSA (trypticase soy &gar) inclinados e incubados por 24 h a
35 °C. Para a realizacdo do ensaio, foi preparada a solu¢do do in6culo com agua
destilada e NaCl (0,85%), depois foi realizado o ajuste da turbidez de acordo com a
escala MCFarland 0.5, sendo confirmada pela leitura de absorbancia da solucéo
salina dentro da faixa de 0,08 e 0,10, no comprimento de onda de 625 nm. Com a
solucado bacteriana ajustada deu-se inicio ao ensaio.

Um swab de algodao estéril foi mergulhado na suspenséo e passado na
superficie do agar Mueller Hinton, depositado na placa de petri. Em seguida, discos
de celulose estéreis contendo os extratos da casca do coco verde (pré-solubilizados
em metanol nas concentracfes de 500 e 1000 pg/mL) foram dispostos sobre o inéculo,
sendo pressionados de forma a colar na superficie do 4gar. Como controle negativo,
foram utilizados discos brancos estéreis embebidos em agua destilada estéril e o
antibiético em disco, cloranfenicol (30 pug/mL), foi usado como controle positivo. As
placas foram invertidas e incubadas em estufa por 24 h a 35 °C. Foi considerado como
resultado positivo a observacao do halo de inibicdo de crescimento em qualquer area
ao redor dos discos. O halo de inibicdo induzido pelos materiais testados foi

comparado com 0s obtidos nos controles positivos.



39

4.5.4 Atividade antifungica: avaliacdo in vitro da sensibilidade micelial frente ao

fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae.

Os fungos Botryosphaeria cocogena (forma imperfeita: Botryodiplodia) —
(LF.126) queima-de-folhas e fruto em coqueiro, e Lasiodiplodia — (LF.120) resinose do
caule em cajueiro, utilizados no experimento, foram previamente isolados de plantas
infectadas e cedidos pelo laboratério de fitopatologia da Embrapa.

Para inicio do ensaio, os extratos obtidos da casca do coco verde foram,
primeiramente, emulsionados em 3-5 gotas de dimetilsulfoxido (DMSO), adicionados
ao meio Agar Potato Dextrose fundente e vertido em placa de Petri resultando nas
concentragcbes 200, 500, 800, 1100, e 1400 pg/mL, com trés repeticbes para cada
concentracdo de amostras/fungo. No centro da placa foi depositado um disco de
micélio de 7 mm de diametro, retirado das bordas da colénia do fungo. Para efeito
comparativo da atividade dos extratos do coco e LCCV, utilizou-se como branco uma
placa de Petri inoculada com o fungo, contudo sem a adicdo das amostras e outra
com a adicao de 3-5 gotas de DMSO como testemunha. No ensaio com o LCCV nao
houve necessidade de uso do solubilizante, logo ndo foi realizada a testemunha.
Posteriormente, determinou-se o diametro médio das colbnias (em milimetros) depois
de um intervalo de 24, 48 e 72 horas apés a incubacéo, na temperatura de 27 °C. A
percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi realizada através da
comparacdo com o crescimento micelial das colénias nas placas do branco. Na
avaliacdo dos resultados referentes a atividade antifingica utilizou-se a férmula de
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) proposta por Menten et al.
(1976).

Para o calculo da porcentagem de inibi¢cdo dos constituintes frente ao fungo

L. theobromae, a férmula utilizada foi: Plc=%x 100, sendo CRTE o

crescimento radial da testemunha e CRT o crescimento radial de tratamento. Os
resultados obtidos foram comparados com um padrdo composto pela testemunha
(branco) que apresenta o PIC de 100%. Em seguida, os dados obtidos foram plotados
para obtencéo da equacéo da reta, onde foi correlacionado o PIC com o logaritmo da
concentracéo das amostras, resultando no grafico com eixos de concentragao (ug/mL)
por percentual de inibicdo (EDGINGTON et al.,, 1971) e assim, determinou-se a
concentracgéo efetiva para inibir o crescimento micelial pela metade (CEso).
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4 5.5 Analise estatistica

Foram realizadas andlises de variancia por ANOVA e comparacdo de
meédias usando teste de Tukey, para avaliacdo das amostras estudadas e nivel de
significancia (Teste F) para os ensaios e analises realizadas. O teste de Probit foi
utilizado para determinacdo da CLso (Concentracdo letal média), no ensaio de
toxicidade. Para o teste antifungico, foi realizado o PIC (Porcentagem de inibicdo do
crescimento) e CEso (Concentragcédo efetiva média). As andlises estatisticas foram
obtidas no programa do Microsoft Excel, utilizando o nivel de significancia p<0,05

expressos como meédia e desvio padrao.



41

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos obtidos da casca do coco verde

O rendimento total dos extratos foi obtido segundo Rodrigues et al., (2011).
Os melhores rendimentos obtidos foram do extrato metandlico 8,76% e 3,84% do
extrato etandlico (Tabela 5). As diferencas entre os valores amostrais podem sofrer a

influéncia de diversas condi¢des climaticas e de cultivo da planta.

Tabela 5 - Valores de rendimento dos extratos brutos da casca do coco verde

Peso seco Extrato Rendimento
600(g) Casca/Acetéanico 0,483(0) 0,12(%)
100(g) Casca/Etandlico 3,841(g) 3,84(%)
400(g) Casca/Etilico 1,056(g) 0,18(%)
100(q) Casca/Metandlico 8,763(9) 8,76(%)

Fonte: Elaborado pela autora.

Foi preciso a utilizacdo de mais matéria-prima para a producao dos extratos
etilicos e acetanico, justamente pelo baixo rendimento obtido. De acordo com o estudo
de Oliveira (2015) realizado em Macei6, a fracdo acetanica do extrato etandlico do
coco anao verde (fase jovem) apresentou rendimento de 29,6%. Tanto os solventes,
de diferentes polaridades, quanto o método de extracao utilizado e a volatilizacao dos
compostos durante o tratamento, podem influenciar diretamente nos percentuais
obtidos, por isso diferencas sdo observadas entre os resultados encontrados e relatos

da literatura.

5.2 ldentificagcdo de compostos quimicos presentes nos extratos da casca de
coco verde

5.2.1 Prospeccéo fitoquimica dos extratos da casca do coco verde

No presente estudo foi comprovada a existéncia de fenadis e flavonoides,
sendo 0s possiveis responsaveis pelas acdes biologicas observadas no presente
estudo. A presenca desses metabdlitos foi mais acentuada no extrato acetanico, que

apresentou teor de 21,89 mgEAG/g para fendis totais e para flavonoides totais 7,31
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mgQE/g, (Tabela 6) ambos obtidos por interpolacdo da absorbancia da amostra
testada contra a curva de calibracdo construida com padrdes de quercetina e acido
galico, em que os resultados foram expressos em gramas de equivalentes (QE)/1g do

extrato.

Tabela 6 - Comparacao entre teores dos compostos fendlicos e flavonoides
dos extratos e do liquido do coco verde encontrados no presente trabalho e os
relatados na literatura

Extratos e Liquido do Fenois Flavonoides
C. nucifera (mgEAG/g) (mgEQ/Q) Referéncia
Casca/Acetéanico 21,894 7,31+0,16" Presente trabalho
Casca/Etandlico 19,294 4,46+0,158 Presente trabalho
Casca/Etilico Nao detectado 3,39+0,078 Presente trabalho
Casca/Metandlico 14,10+0,024 2,65+0,028 Presente trabalho
LCcV 3,70+0,054 3,67+0,028 Presente trabalho
Casca/Etandlico 0,2 - CHALINEE et al., 2016
Casca/Etandlico 5,22 - SANTOS et al., 2011
Endocarpo/Etandlico 48,37 39,72e 67,60 ADEKOLA etal.2017; PATIL et al., 2018
Casca/Agquoso 8,63 - CHALINEE et al., 2016
Mesocarpo/Aquoso 33,24 - RODIE et al., 2018
Casca/Metandlico 3,11 e 64,2 49,4 DEY et al., 2003; VALADEZ et al., 2016
Casca/Metandlico 13,0 - THEBO et al., 2016
Albamen/Metanélico - 23,67 KANNAIAN et al., 2020
LCcv 9,01 - LEITAO et al., 2010
Padrdes de curva de Acido Galico Quercetina LOPES, 2019
calibracdo (mg/g) 145,71+0,16 4,27+0,0118

Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente segundo Teste de Turkey
(P<0,05; n=3; N=15). Efeito do fator solvente n&o foi significativo (Teste F, a=0,05). Fonte: Elaborado
pela autora.

Podemos observar na tabela acima, além dos valores obtidos no presente
trabalho também os teores relatados na literatura. Para efeito de comparagéo, foi
notado para o extrato etanolico o relato de teores de fendis totais de menor e maior
concentracdo aos encontrados neste trabalho. Valores variando de 0,2 a 48,37
MgEAG/g. Em contrapartida, para o extratos aquosos foram relatados valores entre
8,63 e 33,24 mgEAG/g. Estudos avaliando os extratos metandlicos extraidos por
técnicas de imerséo, alcalinizacédo, acidificacao e centrifugacéo, relataram valores de

3,11+0,03 mgEAG/g para fibras do coco, valor inferior ao encontrado neste trabalho,
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enguanto que para o extrato da casca os valores variaram entre 13,0 e 64,2 mgEAG/g.
Relatados para o LCCV existem teores de fendis totais de 9,1 mgEAG/L valores
superiores aos encontrados neste trabalho. Segundo Silva et al., (2009) o extrato
acetanico obtido do LCCV apresentou em seus testes fitoquimicos, a presenca de
taninos condensados, flavanonas, flavonoides, xantonas e esterdides. Nao foram
encontrados, durante a pesquisa, relatos na literatura de teores de fendis totais para
0s extratos etilicos e acetanico da casca do coco.

A partir de ensaios descritos na literatura, avaliando as presencas de
flavonoides totais do C. nucifera, foi possivel observar (Tabela 7) variacdo nos teores,
tanto para maior quanto para menor com relacdo aos encontrados no presente
trabalho. De acordo com a literatura, o valor de 49,4 mgEQ/g ja foi relatado para o
extrato metandlico da casca, obtido por técnica de imersédo seguido da centrifugacéo
de amostras frescas e secas da casca. Para o extrato acetanico foi relatado teor de
117 mgEQ/100g (NITIWATTANANON; THANACHASAI, 2019). Na avaliagdo do
extrato metandlico do albumen sélido do coco, o valor observado foi de 23,67 mgEQ/qg,
enquanto para o extrato cloroférmico o valor foi de 11,97 mgEQ/g (KANNAIAN et al.,
2020). O extrato etandlico do endocarpo, segundo estudo de Adekola et al. (2017),
preparado através da técnica de imersdo acoplada a centrifugacdo (8300 rpm) e
filtracdo apresentou teor maximo de 67,60 mgEQ/g. Ja para Patil et al. (2018), que
utilizou a extracéo por coluna de Soxhlet, observou-se o teor de 39,72 mgEQ/g para
flavonoides.

Conforme a literatura é possivel perceber que os teores de fendis e
flavonoides presentes nos extratos podem variar conforme as diferentes técnicas de
extracao e polaridade dos solventes utilizados, que influenciam diretamente para mais
ou menos nos teores de fendis do presente trabalho, além da possivel volatilizacao
de alguns compostos no momento da extracdo. Os teores de composicdo quimica
sofrem influéncia de varias causas externas, como época e esta¢do do ano da coleta
do fruto, temperatura e umidade, explicando assim as diferencas entre os valores
produzidos e os valores relatados na literatura (SIMOES, 2000; KIM et al., 2003).

5.2.2 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Neste trabalho, a técnica de IV foi utilizada para a deteccdo de grupos

funcionais possivelmente presentes nos extratos brutos da casca de coco verde
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(acetanica, etandlica, etilica e metandlica). A elucidacdo dos grupos quimicos
organicos presentes nas amostras submetidas a analise foi realizada por comparacao
direta do espectro formado com as frequéncias das bandas caracteristicas para cada
grupo funcional.

Na Figura 7 a seguir, observam-se as bandas de diferentes intensidades
de absorcdo para cada amostra, dentro do comprimento de onda entre 4000 e 400
cm. Logo, foi possivel avaliar que estéo presentes compostos com hidroxila, podendo
ser grupos de fendis, alcoois e possivelmente acidos, que sdo as estruturas
usualmente relatadas na literatura quando se fala em caracterizacéo de constituintes

do C. nucifera L.

Figura 7 - Espectro de infravermelho dos extratos da casca do coco verde
para cada solvente
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Fonte: Elaborado pela autora.

No espectro acima, os extratos metandlico, etandlico, acetanico e etilico
apresentaram semelhancas, como a banda em torno de 3400 a 3200 cm™%, relacionado
ao estiramento de ligagcéao (vO-H), havendo a variagéo na for¢ca da banda, sendo a do
etandlico mais larga e pronunciada que os demais; entre 3000 a 2850 cm™
observaram-se estiramentos fracos a agudos, caracteristicos de ligacdo C-H de
carbono sp3, sendo o acetanico mais forte; entre 1200 a 1000 cm™? é possivel
identificar estiramentos médios e agudos de ligacbes caracteristicas para C-O de
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éster, destacam-se os do extrato etandlico; entre 1500 a 1375 cm™ observou-se
dobramentos fracos e médios de ligacdes de CH2 e CHs para todos os extratos. Ja 0s
extratos acetanico e etilico apresentaram bandas diferentes, entre 1620 e 1750 cm™
com estiramentos fracos e médios de C=C ou C=0 que podem indicar a presenca de
grupos aromaticos e fendlicos; para o extrato etilico destaca-se também uma banda
entre 1500 e 1200 cm*, com um estiramento médio caracteristico de C-O-H. A partir
da analise, baseado nas bandas padrbes de func¢des organicas em infravermelho, é
possivel inferir que existe a presenca de compostos quimicos como alcoois,
provavelmente de cadeia alifatica, aldeidos e fendis com duplas ligacdes.

Tais bandas se encontram relatadas em alguns trabalhos sobre o C.

nucifera L (Tabela 7).

Tabela 7 - Compostos do coco encontrados na literatura

Extrato Ligacéo Composto

Mesocarpo/MetOH (PAL; BAG;

c-0 Alcool, fenol, éter
SAMANTA, 2014)
Mesocarpo/MetOH (TELI; PANDIT; _
c=C Anel aromético
BASAK, 2018)
P6 da casca (LIANAJE; PIERIS, 2015) O-H, C=C, C-OH Celulose, benzeno, fenol

Casca/Acet e MetOH (ESQUENAZI et

Catequinas, dimeros e trimeros
al., 2002)

Casca, mesocarpo e albumen
(AKYNIELE et al. 2017), Acido 5-cafeoilquinico
(CHAKRABORTY; MITRA, 2008)
Acido laurico, eugenol, vanilina,
Endocarpo/EtOH (SINGLA; DUBLEY,

acido palmitico e o 2,4-di-terc-
2019)

butilfenol

Fonte: Elaborado pela autora.

Para o extrato metanodlico do mesocarpo do coco, foram observados sinais
em 1633 e 1050 cm no Infravermelho, relacionados a presenca de anéis aromaticos
e grupos ‘C-O’ na amostra (PAL; BAG; SAMANTA, 2014; TELI; PANDIT; BASAK,
2018). Segundo analises feitas por Lianaje e Pieris (2015) para o po da casca, foram

observados sinais, para as ligacdes na celulose, em 1735 cm de carbonilas do grupo
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acetato, estiramentos de C=C em 1685 cm para benzeno e estiramentos entre 1246
e 1239 cm para ligacdes de C-OH de compostos fendlicos. Todos esses sinais foram
observados nos espectrogramas do presente estudo.

No ensaio conduzido por Esquenazi et al. (2002) os extratos acetanicos e
metandlicos do coco, foram caracterizados por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), produzindo um cromatograma com sinais pertencentes a catequinas,
epicatequinas, dimeros de procianidina do tipo B e trimeros, compostos esses que
podem estar presentes nos extratos obtidos no presente trabalho. Os autores Akinyele
et al. (2017), Chakraborty e Mitra (2008) através de HPLC e CG-MS acoplado a
massa, observaram a presenca majoritaria do composto quimico &cido 5-
cafeoilquinico na casca, mesocarpo e agua do coco verde. J& para caracterizacao do
extrato etandlico do endocarpo por CG-MS, foram relatadas as presencas de acido
laurico, eugenol, vanilina, &cido palmitico e o 2,4-di-terc-butilfenol (SINGLA; DUBLEY,
2019), além dos teores relatados de lignina, celulose e hemicelulose (MARAFON et
al, 2020; MISHRA; BASU, 2020). Todos sao compostos possiveis de serem
encontrados nos extratos do presente trabalho.

5.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Neste trabalho, a técnica de RMN foi utilizada para a identificagcdo dos
compostos quimicos presentes nos extratos brutos da casca de coco verde: acetanico,
etandlico, etilico e metandlico. A observacdo dos compostos quimicos, nas amostras
submetidas a andlise, foi realizada por comparacéo direta dos picos de *H deslocados
com 0s sinais caracteristicos ja conhecidos para os grupos de atomos. O espectro do
extrato etandlico (Figura 8) apontou varios picos, sendo 0s sinais de deslocamento
guimico mais significativo: 5,2 ppm; 4,8 ppm; 4,7 ppm; 4,6 ppm, 4,13 — 4,0 ppm; 3,9 —
3,6 ppm; 3,5 ppm, 3,2 ppm e 1,33 ppm. Os deslocamentos sugerem a presenca de
hidrogénio ligado a carbono de grupos como ésteres (R-COO-CH; & 3,5 - 4,8 ppm),
alcoois (CH-OH; & 3,2 - 3,8 ppm e C-OH; & 0,5 - 5,0 ppm), cadeia carbénica como
alcanos e alcenos (RCH; 6 1,3 ppm, =C-H; 8 4,5 - 6,0 ppm).
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Figura 8 - Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de RMN de 'H do extrato acetanico (Figura 9), apontou 0s
seguintes sinais de deslocamento quimico, aproximadamente: 7,5 ppm; 7,0 ppm; 6,9
- 6,7 ppm; 6,2 ppm; 4,8 ppm; 4,3 ppm; 3,9 - 3,6 ppm; 3,4 ppm; 3,2 ppm; 2,2 ppm; 1,9
ppm; 1,5 ppm; 1,6 ppm; 1,2 - 0,8 ppm. Os picos insinuam a presenca de hidrogénio
ligado a carbono de grupos como ésteres (R-COO-CH; 6 3,5 - 4,8), alcoois (CH-OH;
03,2 -3,8 ppm e C-OH; 6 0,5 - 5,0 ppm), aromaticos e fendis (Ph-H; & 6,5 - 8,0 ppm),
cadeia carbdnica como alcanos e alcenos (RCH; 6 1,3, =C-H; 6 4,5 - 6,0 ppm), amidas
(N-H; 8 5 - 8 ppm).

Figura 9 - Espectro de RMN de 'H do extrato acetanico
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de RMN de *H do extrato metandlico abaixo (Figura 10) apontou
0s seguintes sinais de deslocamento quimico, aproximadamente: 5,1 ppm; 4,8 ppm;
4,0 ppm; 3,7 ppm; 3,6 ppm; 3,4 - 3,2 ppm. Os deslocamentos indicam a presenca de
hidrogénio ligado a carbono de grupos como ésteres (R-COO-CH; & 3,5 - 4,8 ppm),
alcoois (CH-OH; & 3,2 - 3,8 ppm), amidas e aminas (N-H; & 5 - 8, Ph-NH; & 3,0 - 5,0
ppm, R-NH; & 0,5 - 4 ppm), alcenos (=C-H; 6 4,5 - 6,0 ppm).

Figura 10 - Espectro de RMN de 'H do extrato metanélico
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de RMN de 'H do extrato etilico abaixo (Figura 11) apontou os
seguintes sinais de deslocamento quimico, aproximadamente: 6,6 ppm; 4,9 — 4,8 ppm;
4,3 - 4,2 ppm; 4,2 ppm; 3,8 - 3,1 ppm; 1,0 - 0,9 ppm. Os picos deslocados sugerem a
presenca de hidrogénio ligado a carbono de grupos como ésteres (R-COO-CH; & 3,5
- 4,8 ppm), alcoois (CH-OH; & 3,2 - 3,8 ppm), amidas, aminas possivelmente
aromaticas (N-H; 6 5 - 8, Ph-NH; 6 3,0 - 5,0 ppm, R-NH; 6 0,5 - 4 ppm) e alcenos (=C-
H; 4,5 -6,0 ppm).
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Figura 11 - Espectro de RMN de 'H do extrato etilico
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com a revisao de literatura foi possivel observar dois relatos de composto

do coco caracterizados por RMN, conforme a tabela abaixo.

Tabela 8 - Compostos do coco caracterizados por RMN, relatados na literatura

Amostra Composto Referéncia
P6 da casca Eter metil-arilico MISHRA; BASU, 2020.
Endocarpo/Acet Acidos vanilicos, benzoicos e fendis ELSBAEY et al., 2021.

Fonte: Elaborado pela autora.

Foi relatado para o p6é da casca do coco verde presencas de grupos de éter
metil-arilico em maior quantidade, junto com grupos aromaticos de lignina. Ja outro
estudo sobre a caracterizacdo do extrato acetanico do endocarpo do coco por RMN
de H e 13C, identificou 11 compostos quimicos como acidos vanilicos, benzdicos e
fendis todas possiveis estruturas de serem encontradas nos extratos obtidos no
presente estudo. Em amostras analisadas por RMN de 'H os valores tipicos para
deslocamento quimico para: hidroxila O-H, pode ocorrer de 4 a 13 ppm; para C-OH
de 0,5 a 5,0 ppm; CH-OH de 3,2 a 3,8 ppm (RIBEIRO; SOUZA, 2007). Os sinais

observados nos espectros de RMN dispostos nas Figuras (8, 9, 10 e 11), fazem
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correlacdo as bandas de IV ao indicar a existéncia de compostos fendlicos, alcoois,
aromaticos e de cadeia carbdnica, para os extratos provenientes da casca do coco

verde.

5.3 Teste de toxicidade aguda dos extratos da casca do coco verde e do liquido

da casca do coco verde (LCCV) sobre a Artemia salina L.

Na avaliacdo da toxicidade aguda, os extratos com CLso < 1.000 pg/mL
foram julgados biologicamente ativos sendo classificados conforme os niveis de CLso
para A. salina: CLso < 80 pg/mL, altamente toxicos; entre 80 pg/mL e 250 pg/mL,
moderadamente toxico; CLso > 250 ug/mL, com baixa toxicidade (KRISHNARAJU et
al. 2005). Sendo considerada uma substancia com caracteristicas de toxicas as que
apresentarem CLso < 1.000 pyg/mL. A toxicidade contra A. salina, apresentada na
Tabela 9, € expressa pela CLso, que é a concentracdo que inibe 50% da populagéo de

A. salina, menores valores de CLso correspondem a maior toxicidade.

Tabela 9 - Resultados do ensaio de toxicidade aguda contra A. salina

Amostra PAM*(%) CLso (ug/mL) Classificacao
Casca/Acetanico 15,00 913,00 + 17,32 Baixa toxicidade
Casca/Etandlico 2,50 2823,55 = 5,00 Baixa toxicidade
Casca/Etilico 12,50 2010,08 + 25,00 Baixa toxicidade
Casca/Metandlico 10,00 1905,46 £ 0,00 Baixa toxicidade

LCCV 0,00 - N&o toxico

PAM*: Porcentagem média de animais mortos; CLso: Concentracéo letal de metade da populacéo.
Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados apresentaram Teste F significativo (Fc<F), comprovando
influéncia da concentracéo e do extrato nos resultados obtidos. Os extratos e o liquido
do coco avaliados no teste de toxicidade aguda, ndo mostraram mortalidade acima de
15%, o que indica sua baixa ou nenhuma toxicidade frente A. salina.

N&o sdo muitos os trabalhos sobre avaliacdo de toxicidade aguda de

extratos de C. nucifera L. frente A. salina. Alguns recentes ensaios in vitro, sobre a
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toxicidade aguda relataram resultados equivalentes ao obtido no presente trabalho.
Segundo Amaral (2018), a biomassa residual da casca de coco em agua salina
apresentou porcentagem de 30% de animais mortos e por consequente, baixa
toxicidade do residuo para o organismo em questdo. Valor esse relatado, ainda maior
do que o obtido no presente trabalho, mas com mesma classificacdo toxicologica.
Vergara e Riquelme (2019) avaliaram a resposta do extrato hidroalcodlico (Agua
destilada + Etanol 96%) do C. nucifera frente a A. salina e observaram apenas baixa
toxicidade, na maior concentracdo do extrato (1000 pg/mL). Eles consideraram que a
composicao fitoquimica das plantas sofrem alteracdes devido a diversos fatores e
condicbes de plantacdo, como a temperatura, umidade e pH do solo, fato ja
mencionado no presente trabalho, que influenciam na presenca e expressao de
constituintes quimicos com propriedades toxicolégicas.

No trabalho de Thode e Franco (2018), com residuos da casca de coco
verde, foram realizados dois tratamentos frente o microcrustaceo A. salina. Os
tratamentos n&o influenciaram de nenhum modo no comportamento do organismo
vivo. A CLs0-48 horas calculada para o poluente lixiviado em estudo foi de 37.500
Mg/mL, sendo classificado como um residuo nao perigoso (sem toxicidade).

Se tém considerado na literatura a relacdo entre o ensaio de toxicidade
aguda frente A. salina com a avaliacdo preliminar de toxicidade em humanos e que
seria uma possivel alternativa a testes com ratos, pois ambos produzem resultados
aproximados (HAMIDI; JOVANOVA; PANOVSKA, 2014). Sendo assim, entende-se
gue os extratos brutos do coco verde e o LCCV néao terdo altos efeitos tdxicos para os
seres humanos ou possivelmente poluentes para corpos hidricos, nas concentracdes
e condicdes testadas, corroborando as sugestdes do reaproveitamento de residuos
do coco para a formulacdo de defensivos de fontes renovaveis e ambientalmente
sustentaveis. Todavia € necessaria uma avaliagdo mais completa e criteriosa quanto

a quantidade e concentracdes maiores desses materiais.

5.4 Ensaio antibacteriano in vitro

Para os testes bacterianos, os resultados foram quantificados por medicéo
do halo de inibicAo do crescimento microbiano (ICM), segundo o0s critérios
estabelecidos por: ICM < 9 mm, n&o ativo; entre 9 e 14 mm, parcialmente ativo; ICM
> 14 a 17 mm, ativo e ICM > 17 mm, muito ativo (AYRES et al, 2008). Os quatro
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extratos brutos da casca do coco verde (Figura 12) foram avaliados frente as bactérias
S. aureus e S. typhimurium na concentragédo de 500 e 1.000 ug/mL, pela técnica de

difusdo em disco.

Figura 12 - Imagens do ensaio antibacteriano dos extratos da casca do coco
verde e LCCV frente aos patégenos S. aureus e S. typhimurium

A — Extrato etandlico; B- Extrato etilico; C- Extrato metandlico; D- Extrato acetanico; E- Extrato LCCV
frente a bactéria S. aureus. F- Extrato etandlico; G- Extrato acetanico; H- Extrato metandlico; |- Extrato
etilico; J- Extrato LCCV frente a bactéria S. typhi. Fonte: Elaborado pela autora.

Nenhum dos extratos apresentou atividade inibitoria frente aos patégenos
humanos testados, nas concentracées em estudo, por isso sdo considerados nao
ativos. A metodologia de extracdo de compostos quimicos, por solventes de diferentes
polaridades, é usualmente utilizada para isolar espécies fendlicas de vegetais que
possuem potenciais bioldgicos, como antibacterianos e antifingicos ja comprovados.
Mas é preciso entender que diferentes tipos de solventes e diferentes tipos de técnicas
de percolacao, obterdo diferentes compostos quimicos, sejam eles fenélicos ou nao
(SULTANA et al., 2009). Desse modo, € preciso encontrar a condicdo, 0 modo e o
solvente ideal para uma extracdo eficiente. A presenca de certos compostos quimicos,
por sua vez, influenciara diretamente nos resultados dos ensaios biologicos, sendo a
auséncia ou a baixa concentracao de polifendis, a causa dos resultados negativos em
ensaios microbianos.

Segundo Akinyele et al. (2017) os extratos aquosos e hexanicos

apresentaram atividade bacteriana com média de halo de inibicdo de 13,0+ 0,2 e 16,0


https://ifst.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ijfs.14000?casa_token=nfJS9JtWTg4AAAAA%3AYJfbiB-Zdu1jEDNgYe_mOHZK7AU9dB2HgK9479d2V3bK1YjTI6Qjt0RnPJ_6gyJlO8TB9D2CY9dpw14#ijfs14000-bib-0039
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+ 0,1 nm respectivamente, frente a bactéria S. aureus. Eles ainda inferiram que existe
a necessidade de mais estudos com C. nucifera L., e seus compostos bioquimicos
purificados e isolados. Prakash et al., (2018) observaram a acdo antimicrobiana dos
extratos metandlicos da casca do coco verde contra S. aureus (17 mm), mas em
contrapartida na obtencdo do CIM (Concentracao Inibitéria Minima), o mesmo extrato
se mostrou o menos eficaz dentre os testados, pois ndo produziu atividade
antibacteriana contra nenhuma das cepas de Salmonella enterica (ATCC 13311) e S.
aureus (ATCC 25923), na concentracéo de 10 mg/mL.

Esquenazi et al. (2002) avaliou a capacidade inibitéria dos extratos
acetanicos e metandlicos, em diferentes fracées e encontrou para o extrato bruto, um
resultado negativo de inibicdo da S. aureus, obtendo apenas resultado inibitorio nas
demais fracdes. Eles atribuiram os resultados positivos a presenca de catequinas e
as procianidinas do tipo B, presentes em maior concentracdo nas fracbes mais
isoladas e ausentes no extrato bruto, entendendo que quanto mais pura a porcéo do
extrato utilizado no teste, melhor os resultados obtidos.

Em outro estudo, desta vez de Verma et al. (2012), o ensaio microbiano do
p6 de mesocarpo do coco foi avaliado pelo método de difusdo em disco. A acdo contra
o patégeno humano S. typhi foi mais efetiva no extrato de éter dietilico e foi descoberto
gue os responsaveis pela atividade antimicrobiana foram os compostos: tocoferol,
alcool palmitoleil, cicloartenol e p-sitosterol. Do liquido do LCCV nao foram
encontrados relatos das atividades frente as bactérias testadas neste estudo.

Com efeito, tem-se agora conhecimento sobre a ineficiéncia dos extratos e
do liquido do LCCV contra S. aureus e S. typhimurium, nas condicdes testadas.
Porém, ndo pode ser descartada a necessidade de uso de técnicas mais especificas
para separacado e analise dos constituintes quimicos dos extratos do C. nucifera L.

5.5 Ensaio antifungico contra Botryodiplodia e Lasiodiplodia
5.5.1 Cepa 1: Botryodiplodia theobromae — (LF.126) queima-de-folhas e fruto, em

coqueiro

A atividade antifungica foi obtida com base em avalia¢cdes de inibicdo do
crescimento micelial em agar. Nos ensaios, do presente estudo, foram observados os

seguintes valores de (PIC), de acordo com a Tabela 10.



54

Tabela 10 - Porcentagem de inibicdo micelial dos extratos brutos e liquido do
C. nucifera, em 24 h de exposicao ao B. theobromae

Extratos e Liquido do CONCENTRAGAO (ug/mL)

C. nucifera 200 500 800 1100 1400
Casca/Acetanico 11,52+0,6 0,69+0,9 23,04+1,3 3,23+1,9 17,28+0,3
Casca/Etandélico 1,19+0,3 0,00 56,19+14 0,00 18,58+2,7

Casca/Etilico 29,62+6,7 14,96+8,8 10,33%1,5 12,50+0,1 23,56+9,4
Casca/Metandlico 3,90+0,73 0,00 0,00 0,00 0,00
LCCV 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Efeito do fator tempo né&o foi significativo em todos os resultados acima (Teste F, a=0,05). Fonte:
Elaborado pela autora.

O fungo B. theobromae apresentou-se sensivel para trés dos extratos, com
valores para medida de halo de inibicdo de 56,19% para o extrato etandlico, 29,62%
para o extrato etilico e 23,04% para o extrato acetanico. Durante os tempos de 24 e
48 horas foi observado taxas de inibicdo superiores aos valores apés 72 horas de
ensaio. Na maioria dos casos, nao houve atividade significativa sobre as porcentagens
de inibicdo do fungo, ap6s o tempo de 48 horas, pois 0 fungo comecou a se adaptar
aos efeitos inibitérios das amostras.

As porcentagens de inibicdo (PICs) das cinco amostras testadas in vitro,
nas concentragdes 200, 500, 800, 1100 e 1400 ug/mL, conforme os trés dias de

observacédo, podem ser visualizadas a seguir, nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Imagem dos graficos de inibicdo micelial dos extratos brutos e do
liquido do coco, frente acepa 1l,em 24,48 e 72 h

Inibigdo de crescimento micelial - 24 h Inibigéo de crescimento micelial - 48 h
Cepa1 Cepa1
€0,00 _ 60,00
F 50,00 F 50,00
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A — Porcentagem de inibicdo micelial no tempo de 24 h; B — Porcentagem de inibicdo micelial no tempo
de 48 h; C — Porcentagem de inibicdo micelial no tempo de 72 h. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 14 - Imagens dos ensaios antifungicos dos extratos brutos e liquido do
coco frente B. theobromae

A — Extrato acetanico, em 24 e 48 h; B — Extrato etandlico, em 24 e 48 h; C — Extrato metandlico, em
24 e 48 h; D — Extrato etilico, em 24 e 48 h; E — Liquido do coco, em 24 e 48 h. Fonte: Elaborado pela
autora.

Na observacao referente ao periodo de 24 horas de incubacéao foi possivel
observar as maiores taxas de inibicdo. Segundo a analise estatistica foi constatado
gue ha efeito significativo dos dois fatores (Tempo e Concentracao) sobre a inibicao
do micélio. O extrato que apresentou maior efeito sobre o fitopatégeno foi o etandlico,
com o mais elevado valor de PIC nas primeiras 24 horas de incubagdo e na
concentracéo de 800 pg/mL, inibindo até 56,19% do fungo B. theobromae. Apds 48h
apresentou ainda inibicdo de 57,19% e 32,46% nas concentracdes de 800 e 1100
ug/mL, respectivamente. De todas as amostras o liquido do coco verde (LCCV), ndo
apresentou nenhum efeito de diminuicdo dos halos de micélio, sendo ineficaz como
antifangico.

Também foram obtidos através dos PICs, das diferentes concentragdes, 0s

respectivos CEso (Concentracéo efetiva média) das amostras analisadas (Tabela 11).
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Tabela 11 - Classificacdo das amostras testadas contra B. theobromae, quanto

ao CEso
) CE50 o
Amostras Equacéo dareta Classificagéo
(ng/mL)
. N&o eficiente/ Insensivel
Cascal/Aceténico y =1,7531x + 8,7722 3358+8,4
o Baixa eficiéncia/ Baixa sensibilidade
Casca/Etandlico 0 10-50*
) Nao eficiente/ Insensivel
Casca/Etilico y =12,781x + 54,211 329,4248,1
Nao eficiente/ Insensivel
Casca/Metandlico 0 >50*
LCCV 0 >50* N&o eficiente/ Insensivel

*Ensaios onde ndo foi possivel calcular a equacgéo linear da reta, devido ao fato de que em todas as
concentracbes testadas houve baixa ou nenhuma inibicdo do crescimento micelial, sendo apenas
estimado o valor do CEso. Classificacdo em funcdo da CEso, onde: CEso< 1 ug/mL: alta eficiéncia ou
alta sensibilidade; CEso de 1 — 10 ug/mL: moderada eficiéncia ou moderada sensibilidade; CEso de 10
— 50 pg/mL: baixa eficiéncia ou baixa sensibilidade e, CEso> 50 pg/mL: néo eficiéncia ou insensivel
(EDGINGTON et al., 1971). Fonte: Elaborado pela autora.

Somente uma das cinco amostras apresentou algum nivel de atividade
antifangica. O extrato etanolico demonstrou um CEso entre 10 e 50, sendo classificado
como baixa eficiéncia/baixa sensibilidade somente por base do seu PIC. Os outros
tiveram CEso maior que 50, entdo ndo sdo considerados antifingicos eficientes. E
necessaria a avaliacdo das concentracfes e tempos utilizados para testes in vivo, e

avaliar a ac@o dos extratos com seus constituintes quimicos isolados.
5.5.2 Cepa 2: Lasiodiplodia theobromae — (LF.120) resinose do caule, em cajueiro
Nos ensaios antifUngicos com a cepa que causa resinose no cajueiro, foram

observados os seguintes valores de porcentagem de inibicdo micelial (PIC), ver a
Tabela 12.
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Tabela 12 - Porcentagem de inibicdo micelial dos extratos brutos e liquido do

C. nucifera, em 24 h de exposicdo ao L. theobromae

Extratos e Liquido do

CONCENTRAGAO (pg/mL)

C. nucifera 200 500 800 1100 1400
Casca/Acetéanico 14,93+2,9 25,79+0,2 21,57+0,5 31,07+5,3 3,69+4,9
Casca/Etandlico 0,00 0,00 0,00 0,00 21,99+3,8

Casca/Etilico 10,33+0,7 46,82+2,9 55,55+1,9 64,63+3,4 72,13+0,4
Casca/Metandlico 24,03x1 22,61+3 22,79+2,2 16,08+1,2 30,74£1,5
LCcV 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Efeito do fator foi significativo em todos os resultados acima (Teste F, a=0,05). Fonte: Elaborado pela

autora.

O fungo L. theobromae apresentou-se mais sensivel para trés dos extratos,

com valores de halo de inibicdo de 72,13% para o extrato etilico, 31,07% para o extrato

acetanico e 30,74% para o extrato metandlico. Durante os tempos de observacéo de

24 e 48 horas observaram-se taxas de inibicdo superiores aos valores apds 72 horas,

gque na maioria dos casos, ndo demonstrou atividade significativa sobre as

porcentagens de inibicdo do fungo.

As PICs das cinco amostras testadas in vitro, nas concentracdes 200, 500,

800, 1100 e 1400 upg/mL, conforme os trés dias de observagdo, podem ser

visualizadas nas Figuras 15 e 16, abaixo.
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Figura 15 - Graficos de inibicdo micelial dos extratos brutos e do liquido do
coco frenteacepa2,em 24,48e72h
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A — Porcentagem de inibicdo micelial no tempo de 24 h; B — Porcentagem de inibicdo micelial no tempo
de 48 h; C — Porcentagem de inibicdo micelial no tempo de 72 h. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 16 - Imagens dos ensaios antifungicos dos extratos brutos e liquido do
coco frente L. theobromae

A — Extrato acetanico, em 24 e 48 h; B — Extrato etandlico, em 24 e 48 h; C — Extrato etilico, em 24 e
48 h; D — Extrato metandlico, em 24 e 48 h; E — Liquido do coco, em 24 e 48h. Fonte: Elaborado pela
autora.

Na observacao referente ao periodo de 24 horas de incubacao foi possivel
observar as maiores taxas de inibicdo, e segundo a analise estatistica foi constatado
gue ha efeito significativo dos dois fatores (Tempo e Concentracao) sobre a inibicao
do micélio. O extrato que demonstrou maior efeito sobre o fitopatégeno foi o etilico,
que apresentou os melhores valores de PIC nas primeiras 24 horas e nas
concentracdes de 1100 e 1400 pg/mL, inibindo até 64,63% e 72,13% respectivamente,
do fungo L. theobromae. Apd6s 48 h apresentou ainda inibicdo de 37,22% e 43,31%
nas concentracées de 1100 e 1400 pg/mL respectivamente. Apds as 72 horas nao
houve inibicdo significativa do crescimento micelial, pois o fungo comecou a se
adaptar aos efeitos inibitérios das amostras. O liquido do coco verde (LCCV), ndo
apresentou nenhum efeito de diminuicdo dos halos de micélio, sendo ineficaz como
antifingico.

Com o uso dos PICs, das diferentes concentracdes, foi calculado os
respectivos CEso das amostras, para a segunda cepa fungica (Tabela 13).
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Tabela 13 - Classificacdo das amostras testadas contra L. theobromae, quanto

ao CEso
Amostras Equacéo da reta CEso Classificagado
(ng/mL)

Cascal/Acetéanico y = 18,069x - 26,1 132,2+6,8 Né&o eficiente/ Insensivel
Cascal/Etandlico y = 16,164x - 21,153 182,6+9,8 Né&o eficiente/ Insensivel
Casca/Etilico y = 71,464x - 151,5 <1 A“ig:ggﬂgfé eA'ta
Casca/Metandlico y = 6,4938x + 7,1035 879,6+3,8 Né&o eficiente/ Insensivel

LCCV 0 >50* Nao eficiente/ Insensivel

*Ensaio onde nédo foi possivel calcular a equacao linear da reta, devido ao fato de que em todas as
concentracdes testadas houve baixa ou nenhuma inibicdo do crescimento micelial, sendo apenas
estimado o valor do ECso. Classificagdo em funcao da CEso, onde: CEso< 1 ug/mL: alta eficiéncia ou
alta sensibilidade; CEso de 1 — 10 uyg/mL: moderada eficiéncia ou moderada sensibilidade; CEso de 10
— 50 pg/mL: baixa eficiéncia ou baixa sensibilidade e, CEso> 50 ug/mL: ndo eficiente ou insensivel
(EDGINGTON et al. 1971). Fonte: Elaborado pela autora.

Com a CEso do extrato etilico menor que 1 ug/mL, ele pode ser classificado
como antifangico de alta eficiéncia/alta sensibilidade. Todos 0s outros extratos e o
liguido do LCCV, apresentaram valores de CEso menor que 50, entdo séao
considerados de baixa eficiéncia ou até mesmo insensiveis. E notavel a acéo, do
extrato etilico bruto frente a um fitopatdogeno tao disseminado e prejudicial para o
comércio do caju no Brasil. A expectativa é de que sua eficiéncia como defensivo
agricola natural seja ainda maior, com a utilizacdo de seus compostos quimicos
isolados. Possivelmente, a acao inibitoria do crescimento micelial do fitopatdégeno seja
causada pelos grupos quimicos detectados, nas analises de caracterizacdo, com
especial acdo dos compostos acidos e fendlicos.

Ha relatos na literatura que sugerem a atividade antifingica dos polifenois
em geral, que demonstram eficiéncia contra fungos, por interromper sistemas
enzimaticos responséaveis pela produgéo de energia, sintese de proteinas e quebra
da membrana celular desses microrganismos. Ao agir interrompendo 0s processos de
absorcao de nutrientes, esses compostos podem causar prejuizos ao crescimento do
organismo (BIERHALS et al., 2009) A capacidade de inibicdo fungica, por acdo de
grupos fendlicos, ja foi relacionada ao numero de hidroxilas presentes na molécula,

gue esta diretamente ligado ao efeito toxico frente aos microrganismos (FERREIRA et
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al., 2006). E preciso também considerar a possibilidade de ac&o antifingica de outros
compostos nao fendlicos que podem agir de forma isolada ou em associacdo as
moléculas bioativas. Compostos como os flavonoides podem contribuir ao propiciar
um estresse oxidativo, atuando também na inibicdo desses agentes patdgenos
(AWAD, 2002). Existem na literatura, para alguns dos compostos quimicos
encontrados em amostras do coco e inclusive discutidos no presente trabalho,
resultados que demonstram a acéo inibitéria do crescimento micelial de fungos. Os
compostos eugenol, &acido cafeoilquinico e seus derivados, acido benzodico e
derivados da lignina ja apresentaram algum nivel de eficiéncia como antifingicos e
antibacterianos (AMBORABE et al., 2002; BELINATI, 2010; CASTRO, 2016;
SOARES, 2018; SWISLOCKA et al., 2013), indicando que na constituicdo do C.
nucifera existem moléculas com potenciais antimicrobianos.

S&o vérias as bioatividades relatadas de compostos de origem vegetal que
demonstram atividade antifingica contra o L. theobromae (DIAS; MATOS; DAVID,
2016; NAKASONE et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2017; OMOYELE et al., 2015), um
fungo muito prejudicial para diversas culturas frutiferas, o que desperta a procura por
matéria prima natural para o desenvolvimento de biodefensivos, com uma aposta
sustentavel e variados resultados positivos. Nao se encontram disponiveis muitos
estudos sobre o uso do C. nucifera L. para avaliacdo de novos defensivos agricolas
naturais, menos ainda sobre o0 uso da casca do coco verde para esse propésito. Mais
comumente, encontram-se disponiveis estudos de acdes do C. nucifera e de plantas
da sua familia (Arecaceae) sobre patdgenos fungicos humanos, como pode-se

observar na tabela abaixo.

Tabela 14 - Atividades antifungicas efetivas encontradas na literatura

(continua)

Amostra Microrganismo Referéncia

Candida albicans, Aspergillus
ANTHIKAT; MICHAEL, 2009

Areca catechu flavus,
] ANTHIKAT et al., 2014.
A. niger
] o CORTEZ RIVERA et al.,
C. nucifera/aquo Penicilium sp

2019.
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Tabela 14 - Atividades antifungicas efetivas encontradas na literatura

(concluséo)

C. nucifera/mesocarpo
(MeOH)

C. nucifera/mesocarpo

(alcodlico)

C. nucifera/exocarpo

(aquo)

C. nucifera/mesocarpo

(aquo)

A. niger, A. flavus, T.

rubrum, M. canis

E. flocossum

Gloeophyllum trabeum e R.

placenta

R. Stolonifer

THEBO et al. 2016.

VENKATARAMAN;
RAMANUJAM,;
VENIKATASUBBU, 1980.

BARBERO-LOPEZ, 2021.

CORTEZ RIVIERA et al.,
2021.

) Polyporus sanguineus L.
C. nucifera/6leo da casca SHINY et al. 2014.

Tyromyces palustris

Fonte: Elaborado pela autora.

Em relagdo a fungos que atacam as plantas, encontram-se documentados
estudos sobre o potencial antifingico dos extratos hexanicos, acetanicos e
metandlicos do pericarpo da Areca catechu, planta da mesma familia do C. nucifera,
frente ao fitopatdogeno C. gloeosporioides, que causa queda prematura de frutos do
coqueiro (WARWICK, 2018). Foram obtidos os CEso de 36.7, 47.5, 56.7 e 111.5 mg/L
(YENJIT, 2010), resultados que estdo proximos aos determinados no presente
trabalho. Em outro estudo, o extrato aquoso do exocarpo do coco demonstrou-se
eficiente e nocivo frente aos fitopatdgenos Gloeophyllum trabeum e R. (Poria) placenta
T., que causam apodrecimento da madeira (BARBERO-LOPEZ, 2021).

Em contrapartida, também se encontra na literatura que o extrato aquoso,
das fibras do mesocarpo apresentara um PIC de 67,12 + 7,45% inibicao micelial para
R. stolonifer, fungo esse que causa podriddo de pds-colheita de frutos, um valor bem
aproximado aos obtidos, no presente trabalho, pelo extrato etandlico contra a Cepa 1
(B. theobromae) e etilico contra a Cepa 2 (L. theobromae). Segundo relatado por Shiny
et al. (2014), o oleo pirolitico da casca de coco apresentou acdo antifungica contra
fungos que também atacam a madeira. Os resultados indicam que houve 81,5% de
inibicdo no crescimento de Polyporus sanguineus L. (podriddo branca) e 90% de
inibicdo do crescimento de Tyromyces palustris (podriddo parda) a uma concentracao
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de 0,25%, valores bem superiores aos dos encontrados neste estudo. O efeito fungico
tao eficiente foi atribuido ao alto teor de compostos fendlicos nas fracfes do 0leo.

A partir dos resultados desta pesquisa, € possivel afirmar que extratos
brutos obtidos dos residuos da espécie vegetal C. nucifera Linn. demonstraram agéo
antifangica frente ao fitopatégeno L. theobromae. Testes mais especificos devem ser
realizados para essas amostras, tanto com os constituintes quimicos isolados quanto
para a investigacdo dos intervalos de aplicagdo e concentragdes necessarias. De
acordo com Gao (1988) e Alfenas (1987) muitos fungicidas podem ter efeitos
fitotoxicos, podendo interferir no desenvolvimento das plantas, se aplicados em
concentracdes e intervalos de tempo inadequados, além de possibilitar a resisténcia
do fitopatdgeno (apud ABREU et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que os extratos da casca do coco verde e
o liquido do coco apresentaram baixa toxicidade frente o microcrustaceo A. salina,
nas concentracdes avaliadas.

A presenca de compostos acidos, ésteres e fenolicos foi comprovada
através das técnicas de caracterizacdo espectroscopica e andlise fitoquimica de
amostras obtidas do C. nucifera e estes compostos possivelmente sdo o0s
responsaveis pelas atividades biolégicas demonstradas pelos residuos do coco, no
presente trabalho.

Os extratos da casca do coco verde demonstraram atividade antifingica
frente o fitopatégeno L. theobromae, variando de baixa eficiéncia a alta, sendo o
extrato etilico classificado como o mais efetivo contra o crescimento micelial do fungo.

As evidéncias deste estudo sugerem o isolamento e identificacdo dos
compostos bioativos dos residuos da casca de coco verde, bem como a avaliagéo
biologica desses constituintes, contribuindo futuramente para o desenvolvimento de

novos bioprodutos e defensivos agricolas.
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APENDICE A - CURVA DE CALIBRACAO PADRAO PARA FENOIS E

FLAVONOIDES

Curva de calibracéo do acido gélico
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Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs M [ 1(ng/mL)
0 0 0 0 0
0,051 0,06 0,041 0,050667 0,25
0,084 0,083 0,087 0,084667 0,5
0,142 0,152 0,156 0,15 1
0,27 0,208 0,26 0,246 2
0,534 0,529 0,524 0,529 4
0,994 0,931 0,973 0,966 8

Fonte: LOPEZ, (2019).

Abs Extrato Eq. dareta
0,044 0,257892
0,082 0,554026
0,075 0,499475
média 0,437131

desvio 0,157604

Fonte: LOPEZ, (2019).

Calculo do teor

0,437131
0,437131

X
X=
Teor

(%)=

Vo] 0,003 mg x 1000

mg 0,003 ¢

mg 1 o]

145,71 mglg

145,71 + 0,16 mg EAG (Equivalente ao Acido Galico) / g de Extrato

Fonte: LOPEZ, (2019).

4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
-0,5

y = 7,7934x - 0,0856
/ R?=0,9953
& Sériel
/
——Linear (Sériel)
I 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Fonte:

LOPES, (2019).
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Curva de calibracdo da Quercetina

Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs M [ 1(ug/mL)
0 0 0 0 0
0,129 0,127 0,131 0,129 2
0,362 0,355 0,359 0,358667 4
0,511 0,509 0,507 0,509 6
0,742 0,745 0,749 0,745333 8
0,962 0,96 0,958 0,96 10
Fonte: LOPES, (2019).
Abs Extrato Eq. dareta
0,029 0,68938
0,027 0,66894
0,029 0,68938
média 0,682567
desvio 0,011801

Fonte: LOPES, (2019).

Calculo do teor

0,682567
0,682567
X

X=

Teor (%)=

Mg 0,16 mg X 1000

mg 0,16 ¢

mg 1 g

4,266042 mgl/g

4,27 + 0,01 mg EQ (Equivalente a Quercetina) / g de Extrato

Fonte: LOPES, (2019).

12

10

y =10,229x + 0,3934
PN R?=0,9936

< & Sériel

——Linear (Sériel)

7

L 4
0

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Fonte: LOPES, (2019).



