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Abstract

Coconut is a widely produced and consumed fruit in Brazil, with annual production of 3
million tons. However, less than 20% of the fruit corresponds to water and pulp, so more than
80% of the fruit is discarded, generating a huge environmental damage by the amount of solid
easte generated. This residue could be applied in the production of geotextiles, carpets,
gardening, handcrafts and charcoal. On the other hand, its chemical composition has been
exploited in order to extend the possible applications of this residue, including the application
of proanthocyanidins, which are polymeric phenolic compounds also known as condensed
tannins. Therefore, the main objective of this work was to evaluate the effect of coconut fiber
extract on lettuce seed germination (Lactuca sativa) and its biocidal potential on the bacteria
involved in biocorrosion (sulfate reducing bacteria, Pseudomonas aeruginosa, Shewanella
sp.). The biocide effect was evaluated by the determination of the minimum inhibitory
concentration through the microdilution, for the strains of P. aeruginosa and Shewanella sp,
and macrodilution for the consortium of sulfate reducing bacteria (SRB). Proanthocyanidins
were tested in a concentration range of 0.1 g/L to 1 g/L. No significant interference was
observed in germination of lettuce seeds, however, root lengthening was increased in the
presence of proanthocyanidins. The minimum inhibitory concentration was higher than the
maximum concentration tested (1 g/L) for the consortium of BRS, P. aeruginosa and
Shewanella sp. Although proanthocyanidins show no biocidal effect at the maximum
concentration tested, there are reports in the literature that their interaction with metal surfaces
form toxic complexes to microorganisms, improving their biocidal activity and interfering
with the formation of biofilm. Thus, tests are still necessary to comprehend the interaction of
proanthocyanidins with metal surfaces and their interference in the formation of biofilm and
mature biofilm.
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Resumo

O coco é um fruto amplamente produzido e consumido no Brasil, com producdo anual de 3
milhGes de toneladas. Entretanto, menos de 20% do fruto corresponde a agua e polpa, logo
mais de 80% do fruto é descartado, gerando um grande impacto ambiental pelo montante de
residuo solido gerado. Se aproveitado, esse residuo pode ser aplicado na producdo de
materiais geotéxteis, carpetes, jardinagem, artesanatos e carvédo vegetal. Por outro lado, a sua
composicdo quimica vem sendo explorada de modo a ampliar as possiveis aplicacdes desse
residuo, inclusive pela aplicacdo de proantocianidinas, que sdo compostos fendlicos
poliméricos também conhecidos como taninos condensados. Por isso, o principal objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato da fibra de coco sobre a germinagdo de sementes
de alface (Lactuca sativa) e seu potencial biocida sobre as bactérias de interesse na
biocorrosdo (bactérias redutoras de sulfato, Pseudomonas aeruginosa, Shewanella sp.). Para
tanto, a ecotoxicidade foi avaliada através dos testes de germinacdo de sementes e
alongamento das raizes, enquanto que o efeito biocida foi avaliado pela determinacdo da
concentracdo minima inibitoria através da microdiluicdo, para as cepas de P. aeruginosa e
Shewanella sp, e macrodilui¢do para o consoércio de bactérias redutoras de sulfato (BRS). As
proantocianidinas foram testadas numa faixa de concentracdo entre 0,1 g/L e 1 g/L. Nessa
faixa ndo foi observada interferéncia significativa na germinacdo de sementes de alface,
entretanto o0 alongamento das raizes foi aumentado na presenca das proantocianidinas. A
concentracdo minima inibitéria foi superior a maxima concentracdo testada (1 g/L) para o
consorcio de BRS, P. aeruginosa e Shewanella sp. Muito embora as proantocianidinas ndo
tenham apresentado efeito biocida na maxima concentragdo testada, ha relatos na literatura
que sua interacdo com superficies metalicas formam complexos tdxicos aos microrganismos
melhorando sua atividade biocida e também interferindo na formacdo de biofilmes. Assim,
testes ainda sdo necessarios para conhecer a interacdo das proantocianidinas com as
superficies metéalicas e a sua interferéncia na formacao de biofilmes e em biofilmes maduros.

Palavras-chave: Tanino, Aproveitamento de residuo, Germinagdo de sementes, Biocorrosao.

Introducéo

O coco é um fruto amplamente cultivado e consumido em paises tropicais, inclusive no
Brasil, onde em média 3.000 toneladas sdo produzidas anualmente (1). Contudo, no maximo
20% dessa fruta é utilizada no consumo humano, seja in natura ou processado pela industria
de alimentos. O restante do fruto torna-se um grande problema ambiental ja que normalmente
ele é disposto de forma incorreta na natureza. Muito embora esse residuo solido possa ser
convertido inteiramente em matéria prima para materiais geotéxteis, adubo, carpetes,
artesanatos ou energia térmica, na forma de carvéo, a taxa de reciclagem desse material no
Brasil ndo chega a 30% (2).

Além da aplicacéo direta, a fibra do coco pode ter a sua composi¢do explorada. Esse material
tem concentracOes razoaveis de proantocianidinas, que sao compostos fenolicos polimericos
também conhecidos como taninos condensados. A composi¢do das proantocianidinas pode
variar de acordo com a espécie vegetal, no caso na fibra do coco sua caracterizagdo
apresentou polimeros de catequinas e epicatequinas (3). Mesmo ndo sendo a espécie vegetal
de maior conteido de proantocianidinas, 0 montante disponivel de fibra de coco o torna uma
opcao interessante para a extragdo desses compostos (4).
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As proantocianidinas extraidas de diversas espécies vegetais ja foram descritas pela sua
atividade antimicrobiana (5), antioxidante (6) e anticorrosiva (7). Sendo assim, o objetivo
desse trabalho foi estudar o potencial biocida das proantocianidinas extraidas da fibra do coco
para microrganismos envolvidos na biocorrosdo (consércio de BRS, P. aeruginosa e
Shewanella sp), bem como a sua ecotoxicidade através do teste de germinacédo de sementes e
alongamento das raizes.

Metodologia

A realizacdo desse estudo utilizou fibras de cascas de cocos (Cocos nucifera) coletados em
Sergipe, Brasil. Essa amostra foi autenticada pelo Dr. Benedito Calheiros Dias (Centro de
Pesquisas do Cacau, Bahia, Brasil) e foi depositada com o codigo CPC 2190. O extrato
aquoso de proantocianidinas foi obtido por infusdo em &gua destilada, seguida de liofilizag&o.
A partir do material liofilizado, foi preparado uma solucéo estoque para ser usado em todos 0s
experimentos, esterilizada por filtragdo em membrana, como por de 0,22 um, e armazenada a
-20°C (£2°C) até o momento de uso.

O consércio de BRS e as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Shewanella sp. foram isolados
de uma amostra de agua de um sistema de resfriamento de caldeira de uma refinaria com
historico de biocorrosdo. Essas espécies microbianas foram depositadas no banco de cepas do
Instituto Nacional de Tecnologia (INT — Rio de Janeiro, Brasil).

A concentracdo minima inibitéria das proantocianidinas extraidas da fibra do coco foi
determinada por microdiluicdo para as cepas de P. aeruginosa e Shewanella sp., e
macrodilui¢do para o consorcio de BRS, conforme descrito pelo “Clinical Laboratory
Standards Institute (8).

A ecotoxicidade foi determinada usando sementes de alface (Lactuca sativa) por meio dos
testes de germinacdo de sementes e alongamento de raizes (9). O percentual de germinacgdo de
sementes e do alongamento das raizes foram determinados através das Equacdes 1 e 2,
respetivamente.

@’GS—(GT) 100
bGS ={55) ¥

Equacdo 1 — Percentual de germinacdo de sementes. %GS — Percentual de Germinagdo de Sementes; GT —
Numero de Sementes Germinadas no Teste; GC - NUmero de Sementes Germinadas no Controle.

aCR (CRT) 100
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Equacéo 2 — Percentual de crescimento das raizes. %CRT — Percentual de Crescimento das Raizes; CRT —

Crescimento das Raizes nos Testes (média); CRC - Crescimento das Raizes no Controle (média).

Resultados e discussao

As proantocianidinas extraidas da fibra do coco ja foram descritas pela sua atividade
antimicrobiana (4). Contudo, a atividade biocida varia de acordo com a espécie microbiana e
a concentracdo de proantocianidinas, variando entre 1 g/L e 2,5 g/L (10-13). A concentragédo
minima inibitoria (CMI) das proantocianidinas extraidas da fibra do coco para P. aeruginosa,
Shewanella sp. e consorcio de BRS ¢ apresentada na Tabela 1. Como pode ser observado, a
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CMI foi superior a maxima concentracdo testada, nesse estudo ndo foi avaliada concentragdes
maiores que 1 g/L, pois a sua aplicacdo em larga escala se torna inviével.

Tabela 1 — Concentracdo minima inibitéria (CMI) de proantocianidinas
extraidas da fibra de coco para microrganismos envolvidos na biocorroséo

Microrganismo/Grupo microbiano CMI (g/L)
Pseudomonas aeruginosa >1
Shewanella sp. >1
Consorcio de Bactérias Redutoras de Sulfato >1

Além do efeito antimicrobiano em espécies isoladas, as proantocianidinas ja foram descritas
pela atividade em biofilmes (10-11). Quando esse biofilme é formado em superficies
metéalicas, a complexacdo dos ions metalicos com as proantocianidinas formam compostos
toxicos que aumentam o potencial biocida. Ademais, quando a superficie metélica é exposta
previamente ao composto natural, ha a formacdo de um filme protetor na superficie metalica
que interfere na formagé&o do biofilme (13-14).

Antes da utilizacdo de novos produtos em processos industriais € necessaria a sua avaliacdo
quanto a sua toxicidade ao meio ambiente, de modo a evitar danos ou interferéncias negativas
ao meio ambiente. A ecotoxicidade pode ser verificada pela aplicacdo de diferentes
organismos-teste, como sementes de vegetais (Lactuca sativa L., Allium sp. and Eruca
sativa), peixes, crustaceos, cnidarios e minhocas (9).

O uso de sementes de vegetais para avaliar a ecotoxicidade sdo uma alternativa de baixo custo
e grande sensibilidade para indicar a presenca de substancias tdéxicas (15). Foram
consideradas como sementes germinadas aquelas que apresentavam raizes com pelo menos 20
mm. Os resultados da germinacdo de sementes e do alongamento das raizes sao apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2 — Percentual de germinagdo de sementes e percentual de alongamento de raizes em
contato com diferentes concentragdes de proantocianidinas extraidas da fibra de coco

Concentragéo Sementes Percentual de Tamanho das Percentual de
(/L) germinadas germinacao de sementes raizes (mm) alongamento de raizes
0 14 (£3) - 25,2 (4) -
0,125 13 (£2) 93% 38,1 (x7) 151%
0,25 13 (£3) 93% 36 (£7) 143%
0,5 14 (£2) 100% 35 (£11) 139%
1 14 (£2) 100% 34 (£9) 135%

*QO desvio-padrdo é apresentado entre parénteses para os dados referentes as sementes germinadas e ao
alongamento das raizes.

Neste estudo ndo foi observado nenhum efeito significativo na germinacgdo de sementes, uma
vez que o percentual de germinacdo de sementes foi superior a 90% em todas as
concentragOes testadas. Por outro lado, em relagdo ao alongamento das raizes, o contato das
proantocianidinas com as sementes de alface promoveu um aumento de tamanho de mais de
30%, sugerindo que ndo s esses compostos ndo apresentam efeito toxico como sdo capazes
de estimular o desenvolvimento das sementes.
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Os resultados sugerem que mesmo que as proantocianidinas apresentem atividade biocida,
ndo hé efeito negativo sobre sementes de alface em concentragdes até 1 g/L.

Conclusodes

Atualmente, o conceito de sustentabilidade tem sido muito mais difundido, induzindo ao uso
consciente dos recursos naturais, aproveitamento maximo dos produtos e reducdo da geracao
de residuos. Assim, a bioprospeccdo de residuos solidos podem ser uma possibilidade para
contribuir com o desenvolvimento sustentavel. Nesse estudo, foram avaliadas diferentes
concentracdes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco em relagdo ao seu potencial
biocida e a toxicidade ao meio ambiente. Até a concentracdo méxima testada (1 g/L) néo foi
observada nenhuma interferéncia negativa na germinacao de sementes e até estimularam o seu
crescimento. Em contrapartida, a concentragdo minima inibitéria foi superior a 1 g/L para 0s
microrganismos testados (P. aeruginosa, Shewanella sp. e consorcio de BRS). Entretanto,
ainda é necessario verificar a interferéncia das proantocianidinas extraidas da fibra do coco
em biofilmes em formacao e ja maduros. E, ainda, verificar se as proantocianidinas extraidas
da fibra do coco tem atividade anticorrosiva e se a complexacdo com ions metalicos
aumentam o potencial biocida e a interferéncia no biofilme.
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