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(57) Resumo: Esta invengdo apresenta uma técnica simples e de baixo custo para a obtencéo do &cido elagico, uma molécula de
grande interesse comercial e de alto valor agregado, com efeitos antioxidantes aplicados em cosméticos. Para tal, foi utilizado
meio fermentativo de baixo custo, oriundo de subprodutos da cadeia produtiva do cacau, ou seja, cascas de cacau (Certificado
SisGen N° A4EC257). S&o propostos dois exemplos de produgéo do acido elagico, ambos séo realizados via fermentacao
submersa: o primeiro utiliza o extrato aquoso da casca de cacau como substrato, com adi¢éo de sais, para 0 microrganismo
Aspergillus niger LPB B6 ? CCT 7717 (Certificado SisGen N° A4D4320), o segundo relata a utilizacdo do suco de roma
adicionado ao extrato aquoso da casca de cacau, de modo a enriquecer o meio fermentativo em propor¢ées diferentes de fonte
de elagitanino, o precursor do acido elagico. A presente invencdo também descreve uma técnica de extragdo em fase sélida, para
a clarificacdo das amostras e remocéo de possiveis interferentes durante as analises de quantificagdo em cromatografia.
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PRODUGAO DE ACIDO ELAGICO A PARTIR DE CASCA DE CACAU

Campo da Invencdo

[001]. Esta invencado estd inserida na area da biotecnologia agro-
alimentar e industria, mais especificamente na area de producdo de
biomoléculas, acidos organicos (acido elagico).

[002]. O uso da casca de cacau insere-se na area de tecnologia
e inovagao para o aproveitamento de residuos agroindustriais. O acido
elagico possui potencial antioxidante, logo, sua aplicacdo estainserida

em cosmeéticos e em tratamentos estéticos.

Fund tos da I 50 e Estado da Técni

[003]. Esta invencao refere-se ao desenvolvimento de processo
de producao de acido elagico a partir do microrganismo Aspergillus
niger LPB B6 - CCT 7717, com o uso da casca de cacau como base
para meio de producao e fonte de nutrientes. O objetivo principal da
presente invencao é a diminuicdo do impacto ambiental por meio do
reaproveitamento de casca de cacau para a producao de biomolécula
de interesse industrial de alto valor agregado, o acido elagico e, dessa
forma, reduzir o seu custo de produgao.

[004]. Foi realizada uma pesquisa de anterioridade apresentada
na Tabela 1, utilizando como critério de busca o conjunto de palavras-
chave que relaciona a producao de acido elagico a partir da casca de

cacau, em inglés ellagic acid production cocoa husk.
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Tabela 1 - Resultados da pesquisa nas bases de dados nacionais e internacionais de
registros relacionados a presente invengdo.

Palavra-chave Base de dados
WIPO INPI* Espacenet Google USPTO CIPO FPO
patents
Ellagic acid production cocoa husk 157 51.849 61 170 0 0 67

*Para a pesquisa no INPI, as palavras-chave foram traduzidas para a
lingua Portuguesa.

[005]. Na base de dados WIPO, nenhum dos 157 resultados para
a producdo de acido elagico com uso de casca de cacau se relaciona a
invencao proposta. Nao foram encontrados registros para a base de
dados dos Estados Unidos e para a base de dados canadense. Foram
encontrados 61 registros de busca na base europeia de dados
Espacenet, dos quais, nenhum deles correspondeu a combinacao de
palavras-chave, os resultados relacionam-se a aplicacdo do cacau
como aditivo alimentar.

[006]. Foi encontrado elevado numero de registros no INPI,
porém, sem relacdo com esta invencao proposta. Na base de dados
Google Patents, bem como na FPO - Free Patents Online, retornaram
poucos resultados e nenhum se relaciona com esta invengao.

[007]. As publicacbes encontradas, em todos o0s casos,
relacionam-se a aplicacdbes diversas da casca de cacau, tais como
desenvolvimento de moedor de cascas, producao de extrato da casca
de cacau concentrado, extracao de esteroides e de fibras da casca de
cacau. Os demais resultados relacionam-se ao uso das améndoas do
cacau visando a producao do chocolate, e também, a aplicacao da
polpa do cacau em diversas bebidas. Demais resultados estao
relacionados as aplicagdes do acido elagico pela industria de farmacos
e cosméticos. Nenhum registro nem de patente, nem de publicacao
cientifica foi encontrado reportando o uso da casca de cacau como

substrato para a producdo de acido elagico.
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[008]. O cacau (Theobroma cacao L.) é o fruto da arvore
cacaueira de origem da América Central e do Sul. O seu
desenvolvimento necessita de solos profundos com uma regularidade
de chuva ao longo do ano, com preferéncia para que as temperaturas
variem entre 18 e 32 °C. Famoso desde a época do descobrimento do
continente, considerado um fruto dos deuses, suas améndoas sao
retiradas para a producao do chocolate (OETTERER, M. et al.
Fundamentos de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.Sdo0 Paulo: Ed.
Manole. 2006). Tal pratica gera um grande volume de cascas sem
destino apropriado e, por apresentar nutrientes favoraveis ao
desenvolvimento de microrganismos, as cascas rapidamente sofrem
processo de decomposicao. Além do ponto de vista ambiental, a
utilizacdo dos residuos/subprodutos agroindustriais em processos
fermentativos apresenta potencial econdmico. A exploracdo desses
residuos visa uma maior produtividade e menor custo da biomolécula
de interesse, pois sdao materiais de disponibilidade ao longo do ano e
em grandes volumes. Isso traz como possibilidade o emprego desses
residuos como substrato/suporte em processos de fermentacao
submersa para a producao de biomoléculas de interesse comercial, a
exemplo de acidos organicos como o acido elagico.

[009]. Os acidos organicos sao caracteristicos pela sua estrutura
molecular, que permite uma ampla aplicagao industrial bem como suas
fontes naturais sdo abundantes. O acido elagico possui uma estrutura
complexa que é formada a partir da hidrélise do seu precursor
elagitanino, pertencente a uma classe de taninos hidrolisaveis (OKUDA,
T. et al. Ellagitannins as active constituents of medicinal plants. Planta
Medica, v. 55, n. 02, p. 117-122, 1989). Em meio aquoso, a estrutura do
elagitanino é hidrolisada, chegando-se a estrutura temporaria do acido
hexahidroxidifénico (HHDP), caracterizada por apresentar uma

dilactona e quatro anéis aromaticos - tais caracteristicas conferem
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zonas hidrofilicas e lipofilicas, respectivamente. A estrutura do acido
HHDP rapidamente sofre um rearranjo, transformando-se em &cido
elagico, como pode ser visualizado na Figura 1. Na natureza, o acido
pode se apresentar sob trés formas: a do seu precursor, a forma de
acido elagico livre e a forma de acido elagico glicosidico - sendo estas
Ultimas, as formas menos frequentes (HAKKINEN, S. H. et al. Ellagic acid
content in berries: influence of domestic processing and storage.
European Food Research and Technology, v. 212, n. 1, p. 75-80, 2000,
ZAFRILLA, P. et al. Effect of processing and storage on the antioxidant
ellagic acid derivatives and flavonoids of red raspberry (Rubus idaeus)
jams. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 49, n. 8, p. 3651-
3655, 2001, BALA, I. et al. Analytical methods for assay of ellagic acid
and its solubility studies. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, v. 40, n. 1, p. 206-210, 2006).

[010]. Figura 1 - Formacao da estrutura do acido elagico a partir
do precursorelagitanino.
Fonte: Adaptado de HAKKINEN et al. Ellagic acid content in berries:
influence of domestic processing and storage. European Food Research
and Technology, v. 212, n. 1, p. 75-80, 2000.

[011]. O acido eldgico é encontrado em nozes e castanhas, em
madeiras utilizadas para o0 envelhecdimento de bebidas e
principalmente em frutas berries, que podem apresentar um conteudo
de acdido de até 15 vezes o conteudo presente em frutas de consumo
didrio (TOMAS-BARBERAN, F. A.; CLIFFORD, M. N. Dietary hydroxybenzoic
acid derivatives - nature, occurrence and dietary burden. Journal of the
Science of Food and Agriculture, v. 80, n. 7, p. 1024-1032, 2000). Em
nivel comercial, a sua aplicabilidade esta concentrada na industria de
cosméticos e em tratamentos estéticos (AGUILERA-CARBO et al.
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Microbial production of ellagic acid and biodegradation of ellagitannins.
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 78, n. 2, p. 189- 199, 2008).
Tal fato é decorrente de suas propriedades antioxidantes com acao em
radicais livres, o que atrai a atencao para o seu uso em logoes de efeito
rejuvenescedores (CRUZ-ANTONIO et al. Propriedades quimicas e
industriales del a&cido elagico. Revista Cientifica de la Universidad
Auténoma de Coahuila. 2, n. 3, p. 1. 2010). Com produgdao onerosa, sua
sintese esta limitada a processos quimicos. Para uma sintese por meio
da bioconversdo, é necessaria uma acao sinérgica de enzimas da dasse
das hidrolases, tais como celulases, xilanases e tanino acil hidrolases, as
quais atuam nas ligagdes ésteres, ligagdes C- glicosidicas e ligagOes
carbono-carbono da estrutura do elagitanino (HUANG, H. et al. Effect of
ellagitannin acyl hydrolase, xylanase and cellulase on ellagic acid
production from cups extract of valonia acomns. Process Biochemistry, v.
42,n.9,p. 1291-1295, 2007).

[012]. Estudos sobre a obtencdo do acido elagico por sintese
microbiana sdo pouco relatados. Até o momento se tem o
conhecimento da utilizagdao de fungos capazes de secretar as enzimas
mencionadas, os quais estao listados na Tabela 2. Tal fato é interessante e
motiva a presente invengao para o desenvolvimento de processo para a
producao de acido elagico utilizando uma linhagem de Aspergillus niger
em cultivo submerso contendo extrato aquoso de casca de cacau, o
qual por sua vez é um substrato pouco explorado e apresenta
composicdo fisico-quimica favoravel ao desenvolvimento microbiano
(Tabela 3).
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Tabela 2 - Microrganismos e fontes vegetais utilizados para a producdo de acido

elagico
Microrganismo Fonte vegetal Produgao Referéncia
Lentinus edodes Bagaco de mirtilo 350 ug g'l 1
Rhizopus oligosporus Bagago de mirtilo 375 ug g 2
Aspergillus niger SHL6| Casca de carvalho 160 mg g'l 3
Aspergillus niger GH1 Casca de roma 6,3 mg g_l 4
Aspergillus niger PSH Casca de roma 4,6 mg g'l 4
Aspergillus niger GH1 Casca de roma 12,39 mg g_1 5
. . Plantas creosote e 4,74 mg g'l e
Aspergillus niger PSH tar bush 7.56mg g 6

Referéncias: 1, Vattem, D. A.; Shetty, K. Ellagic acid production and phenolic antioxidant activity in
cranberry pomace (vaccinium macrocarpon) mediated by Lentinus edodes using a solid-state
system. Process Biochemistry, v.39, n.3, p.367-379, 2003; 2, Vattem, D.A.,; Shetty, K. Solid-state
production of phenolic antioxidants from cranberry pomace by Rhizopus oligosporus. Food
Biotechnology, v.16, n.3, p.189-210, 2002; 3, Huang, W.; Ni, J.; Borthwick, A. G. L. Biosynthesis
ofvalonia tannin hydrolase and hydrolysis of valonia tannin to ellagic acidby Aspergillus niger SHL 6.
Process Biochemistry, v. 40, n. 3, p. 1245- 1249, 2005; 4, Robledo, A. et al.Ellagic acid production
by Aspergillus niger in solid state fermentation of pomegranate residues.Journal of Industrial
Microbiology & Biotechnology, v. 35,n. 6, p. 507-513, 2008; 5, Aguilera-Carbo, A. F. Produccion
de d4cido eldgico: estudios enzimaticos.2009. 131 f. Tesis (Doctorado en Biotecnologia) -
Universidad Auténoma Metropolitana, México D. F., 2009; 6, Ventura, J. et al. Fungal
biodegradation of tannins from creosote bush (Larrea tridentata) and tar bush (Fluorensia
cernua) for gallic and ellagic acid production.Food Technology andBiotechnology, v. 46, n. 2, p.
213, 2008.

Tabela 3 - Composigdo fisico-quimica da casca de cacau

Parametro Resultado Referéncia
Estrutura lignocelulésica Aprox. 35% 1
Estrutura péctica Aprox. 40% 1
Proteinas totais Até 18 g 100 g 2
Aculcares totais 63 g 100 g 3
AcUcares redutores 23 g 100 g'l 3
Minerais predominantes |2768 mg 100 g 1 potassio 4

3974 mg 100 g zinco

Atividade de agua 0,283 3
Cinzas 8,2% 3
Umidade 3,4% 3

pH 6,18 3

Referéncias: 1, Adamafio, N. A. Theobromine toxicity and remediation of cocoa by-
products:an overview. Journal of Biological Sciences, v. 13, n. 7, p. 570-576, 2013; 2,
Bonvehi, J. S.; Coll, F. V. Protein quality assessment in cocoa husk.Food Research
International, v. 32, n. 3, p. 201-208, 1999; 3, Oliveira, P. Z. Produgdo de acidos orgénicos
(citrico e eldgico) a partir de casca de cacau. Dissertacdo (Mestrado em engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia) - Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2017; 4,
Vriesmann, L. C.; Amboni, R. D. M. C.; Petkowicz, C. L. O. Cacao pod husks (Theobroma
cacao L.).composition and hot-water-soluble pectins. Industrial Crops and Products, v. 34,
n.1,p. 1173-1181, 2011.
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[013]. Na presente invencdao, também é aplicado o suco da
roma como uma fonte suplementar de elagitanino, adicionada ao
extrato aquoso da casca de cacau, bem como o uso da técnica de

extracdo em fasesdlida.

[014]. A roma é relatada pela literatura como a fruta que
apresenta uma concentracdo de &acido eldgico superior as demais
tradicionais, e nos Ultimos anos, tem atraido o interesse de pesquisas na
area da saude por apresentar propriedades antioxidantes devido a
presenca de elagitaninos (AGUILERA-CARBO, A. F. Produccién de &cido
eldgico: estudios enzimaticos. Tesis (Doctorado en Biotecnologia) -
Universidad Auténoma Metropolitana, México D. F., 2009).

[015]. A extracdo em fase sdlida é utilizada para a purificacao e
concentracdo de amostras em etapas pré-cromatograficas pela
eficiéncia de recuperacao de determinados compostos, reduzindo o
tempo de preparo de amostras a serem analisadas. Possui um
comportamento semelhante ao das colunas de cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa, que consiste em uma fase ligada a base
de silica com forte propriedade hidrofdbica, utilizada para isolar
compostos especificos para fins qualitativos e quantitativos (YAN, L. et
al. Method development and validation for pharmacokinetic and tissue
distributions of ellagic acid using ultrahigh performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Molecules, v.
19,n. 11, p. 18923-18935, 2014).

Descricio da abord o probl técni

[016]. O Brasil é o sétimo produtor mundial de cacau,
destacando-se os estados do Para e da Bahia, e o segundo produtor da
América Latina (PICOLOTTO, A. et al. Cadeia Produtiva do Cacau.
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Organizacdo Internacional do Trabalho - OIT e Ministério Publico do
Trabalho - MPT. Novembro, 2018). De acordo com as informacgoes da
pesquisa referente ao més de Outubro de 2018, realizada pelo
Levantamento Sistematico da Producao Agricola do IBGE, a producdo
brasileira esta estimada em 252.890 toneladas de cacau (Levantamento
Sistemético da Producdo Agricola — SIDRA, IBGE. Tabela 1618 - Area
plantada, area colhida e produgdo, por ano da safra e produto das
lavouras. Disponivel em:
<https://sidra.ibge.gov.br/tabela/1618#resultado>. Acesso em: 05 dez.
2018).

[017]. A sua importancia econdmica esta atribuida a producdo
do chocolate, obtido a partir de suas améndoas. Tal fracao ¢é
extremamente valiosa para a industria e representa apenas 20% de
todo o fruto. Devido a essa subutilizacdo das demais partes do cacau, é
frequente encontrar suas cascas - que representam 80% do peso seco
do fruto - expostas ao ambiente da prdépria plantacdo, suscetiveis as
intempéries do tempo e aos ataques microbianos, além da
contaminacdo do solo e da cultura cacaueira. E exatamente essa
questao observada no Brasil durante a década de 90, quando as
culturas foram fortemente prejudicadas devido a manifestacao da
praga denominada vassoura-de-bruxa, promovendo a quase extingao
do cacau no pais. Em relacao aos residuos do cacau, sdo encontrados
nimeros preocupantes, nos quais, para cada 1 tonelada de améndoas
retiradas € gerada aproximadamente 7 toneladas de casca de cacau
(FIGUEIRA, A. et al. New products from Theobroma cacao: seed pulp and
pod gum. New Crops. New York: Wiley, p. 475-8, 1993; SODRE, G. A. etal.
Extrato da casca do fruto do cacaueiro como fertilizante potassico no
crescimento de mudas de cacaueiro.Revista Brasileira de Fruticultura, v.
34, n. 3, p. 881-887, 2012).
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[018]. Dessa forma, a permanéncia das cascas na area de
plantacdao tormou-se uma preocupagao ambiental, pois, atualmente,
quando nao dispostas no solo, as cascas sao destinadas para a
combustao (DELLA, V. P. et al. Reciclagem de residuos agro-
industriais:Cinza de casca de arroz como fonte alternativa de silica.
Cerdmica Industrial, v. 10, n. 2, p. 22-25, 2005, SYAMSIRO, M. et al. A
preliminary study on use of cocoa pod husk as a renewable source of
energy in Indonesia. Energy for Sustainable Development, v. 16, n. 1, p.
74-77, 2012; ODDOYE, E. O. K. et al. Cocoa and its by- products:
identification and utilization. In: Chocolate in Health and Nutrition,
Humana Press, p. 23-37, 2013, BATISTA, R. R. et al. Routes of
technological exploitation of agricultural waste for power generation.
Latin American Journal of Energy Research, v. 2, n. 1, p. 15- 27, 2015).
Este fato, recentemente, tem atraido o interesse de estudos sobre
possiveis aplicacoes industriais (ODDOYE, E. O. K. et al. Fresh cocoa
pod husk as an ingredient in the diets of growing pigs. Scientific
Research and Essays, v. 5, n. 10, p. 1141-1144, 2010; DINIZ, D. M. et al.
Producdo de goma xantana por cepas nativas de Xanthomonas
campestris a partir de casca de cacau ou soro de leite. Polimeros, v. 22,
n. 3, p. 278-281, 2012; SODRE, G. A. et al. Extrato da casca do fruto do
cacaueiro como fertilizante potassico no crescimento de mudas de
cacaueiro. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 34, n. 3, p. 881-887, 2012;
KRISHNA, C. A research on cocoa pod husk activated carbon for textile
industrial wastewater colour removal. International Journal of Research in
Engineering and Technology, v. 3, n. 3, 2014; KARIM, A. A. et al. Efficay of
cocoa pod extract as antiwrinkle gel on human skin surface. Journal of
Cosmetic Dermatology, v. 15, n. 3, p. 283-295, 2016) e sobre sua
composicao (ALEMAWOR, F. et al. Broiler performance on finisher diets

containing different levels of either Pleurotus ostreatus-fermented dried
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cocoa pod husk or dried cocoa pod husk supplemented with enzymes.
Tropical Animal Health and Production v. 42, p. 933-939. 2010;
ADAMAFIO, N. A. Theobromine toxicity and remediation of cocoa by-
products: an overview. Journal of Biological Sciences, v. 13, n. 7, p. 570-
576, 2013; KRISHNA, J. I. G.; CHANDRASEKARAN, M. Biochemical and
nutritional aspects of food processing by-products. In: Valorization of
Food Processing By-Products. CRC Press, p. 167, 2013). Em relacao a sua
composicdo, as cascas possuem um conteldo interessante de
nutrientes (ADOMAKO, D. Cocoa pod husk pectin. Phytochemistry, v. 11,
n. 3, p. 1145-1148, 1972; BONVEHI, J. S.; COLL, F. V. Protein quality
assessment in cocoa husk. Food Research International, v. 32, n. 3, p.
201-208, 1999, ADAMAFIO, N. A. Theobromine toxicity and remediation of
cocoa by-products: an overview. Journal of Biological Sciences, v. 13, n.
7, p. 570-576, 2013), favoravel ao desenvolvimento microbiano,
principalmente para fungos filamentosos por  apresentar
aproximadamente 35% de conteudo lignocelulésico (ALEMAWOR, F. et
al. Broiler performance on finisher diets containing different levels of
either Pleurotus ostreatus-fermented dried cocoa pod husk or dried
cocoa pod husk supplemented with enzymes. Tropical Animal Health
and Production v. 42, p. 933-939. 2010, ADAMAFIO, N. A. Theobromine
toxicity and remediation of cocoa by-products: an overview. Journal of
Biological Sciences, v. 13, n. 7, p. 570-576, 2013). Com isso, 0 presente
processo visa o aproveitamento de um residuo ou subproduto da
agroindustria que apresenta composicdo favoravel ao uso como
substrato/suporte para microrganismos na producdao de biomoléculas

de interesseindustrial.
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[019]. Esta inovacao aplica-se em:

e [020]. Explorar o potencial da <casca de cacau como
substrato/suporte na producdo de acido elagico;

e [021]. Desenvolvimento de bioprocessos de custo reduzido.

[022]. O processo desenvolvido apresenta as seguintes vantagens

em relacao as técnicas ja existentes:

» [023]. Diminuicao de problemas ambientais na cadeia produtiva do
cacau com a utilizacdo de um residuo/subproduto;

= [024]. Meio fermentativo de baixo custo;

» [025]. Tecnologia simples para producao de biomolécula de alto
valor agregado;

= [026]. Possibilidade de parceria com as fazendas cacaueiras e
empresas produtoras de chocolate, visando o aproveitamento das

cascas de cacau remanescentes do processamento do fruto.

0 icio detalhada da I ~

[027]. In6culo

[028]. O microrganismo utilizado na producdao de acido elagico é
o Aspergillus niger CCT 7717 (Certificado SisGen N° A4D4320)
armazenado sob o cédigo LPB B6, e foi obtido pela mutacdo induzida
por radiacdo UV do microrganismo Aspergillus niger CCT 7716,
armazenado sob o cddigo LPB BC (Certificado SisGen N° A4D4320),
isolado do bagaco da cana-de-acgucar. Ambas as linhagens encontram-
se depositadas no banco de cepas do Laboratério de Engenharia de

Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do Parana, e estao
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catalogadas pela Colecdo de Culturas Tropical, da Fundacdo André

Tosello. A cepa é previamente armazenada em tubos inclinados

contendo Agar Batata Dextrose, preparado na concentracao de 39 g L,
Apds 7 dias de incubacao (28-30 °C) os tubos sdao mantidos sob
refrigeragao.

[029]. Os indculos sao preparados por meio da producao de
esporos em meio sélido contendo Agar Batata Dextrose. Sdo utilizados
frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio, inoculados
em profundidade, permanecendo em estufa a 30 °C durante 7 dias.

[030]. A suspensao dos esporos € preparada a partir da extragao
dos esporos cultivados em Agar Batata Dextrose com o uso da solugao
extratora de Tween 80 0,01%. A suspensdao é entdo submetida a
contagem de esporos em camara de Neubauer, para a determinacao

do volume de indculo a seradicionado aos cultivos.

[031]. Exemplo 1 de producdo de acido elagico

[032]. O meio de cultura para a producdo de acido elagico tem
como substrato a casca de cacau (Certificado SisGen N° A4EC257), na
forma de extrato aquoso, o qual é obtido da suspensdao de casca de
cacau (10 g) em agua deionizada (100 mL) incubado durante 15
minutos em banho-maria a 96 °C. E, ao extrato, sdo adicionados os sais:
NaNO; (2g L"), KH,PO, (0,59 L), KsHPO,.7H,0 (0,5 g L ), MgSO4.7H,0
(0,5gL ™), KCI(0,5g L e FeS0,.7H,0 (0,001 g L').

[033]. O processo de producdo de acido elagico é realizado em
frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de extrato da casca
de cacau adicionado dos sais. O meio € inoculado com a suspensao de

: ~ 7 -
esporos previamente preparada, em concentracao de 1x10 esporos ml

' Apds 96 horas de cultivo em shaker a 30 °C com agitacdo de 120
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rpm, o conteldo de acido elagico, presente no meio de producgao, é
separado das células e submetido a andlise em cromatografia liquida
de alta eficiéncia para a determinacao da concentragdo produzida.

[034]. A quantificacdo do acido elagico produzido é realizada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia com base no método utilizado
por Gongcalves (2016) (Gongalves, C. G. Avaliacdo do impacto da
fermentacdo, secagem e torracdo sobre o perfil dos compostos
fendlicos e da capacidade antioxidante de sementes de cacau
(Theobroma cacao var. Forasteiro) produzidos no Estado do Para.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos).
Universidade Federal do Para. Belém, 2016). O método consiste em fase
movel agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B) acidificados com
2,5% de acido acético conforme o gradiente de eluicdo a seguir:

e [035].0-18 minutos a 5% do solvente B;
e [036].18-25minutosa25%dosolventeB;

e [037].25-27minutosa95%dosolventeB;
e [038].27-27,5 minutos a 95% do solvente B;
e [039].27,5-32 minutos a 5% do solvente B.

[040]. E utilizado um fluxo de 1 mL min™!, com volume de injecao
da amostra de 20 pyL e a temperatura da coluna é mantida a 35 °C. A
deteccao é realizada em comprimento de onda de 280 nm, em
equipamento Agilent 1260 Infinity, coluna C18 Zorbax Eclipse XDB 4,6 x
150 mm, 5um.

[041]. Nas condicoes de processo de producao descritas, a
producao de acido elagico pelo microrganismo Aspergillus niger LPB B6
- CCT 7717 chega a uma concentracao de 0,1511 mg de acido g'1 de
casca de cacau.

[042]. O processo de producao de acido elagico proposto pelo

Exemplo 1 é esquematizado no Fluxograma 1.
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[043]. Figura 1: Fluxograma 1 - Etapas para o processo de

producao de acido elagico: Exemplo 1

[044]. Exemplo 2 de producdo de acido elagico

[045]. O mesmo procedimento de producao do acido elagico é
realizado em fermentacao submersa da mesma forma descrita
anteriormente, porém neste caso, o meio de cultura pode ser
preparado com a adicao de diferentes proporcoes de suco de roma e de
extrato de casca de cacau, cuja composicao em elagitaninos pode ser
favoravel a producdo de acido elagico.

[046]. O meio de cultura tem como fonte de carbono a casca de

cacau e o suco da roma. A este meio, sdo adicionados os sais: NaNOs3
(2g L"), KHoPO, (0,59 L), KyHPO,.7H,0 (0,5 g L 1), MgSO4.7H,0 (0,5 g
LY, KCI (0,5 gL )e FeS0,.7H,0 (0,001 g L ).

[047]. A casca de cacau é utilizada na forma de extrato aquoso, o
gqual é obtido da suspensdao de casca de cacau (10 g) em agua
deionizada (100 mL) incubado durante 15 minutos em banho-maria a
96 °C. O suco da roma é obtido do processamento da polpa e sementes
da fruta.

[048]. O processo de producao de acido elagico é realizado em
frascos de Erlenmeyer de 250 mL em sistema fechado, contendo 100 mL
de meio de cultura adicionado dos sais, constituido de extrato de casca
de cacau e suco de roma em trés diferentes proporgoes:

[049]. a) meio de cultura consistindo da adicao de 15 mL de suco de
roma + 85 mL de extrato da casca de cacau (proporcao 3:17);
[050]. b) meio de cultura consistindo da adicao de 30 mL de suco de
roma + 70 mL de extrato da casca de cacau (proporcao 3:7);

[051]. c) meio de cultura consistindo da adigao de 50 mL de suco de
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roma + 50 mL de extrato da casca de cacau (proporgao 1:1).

[052]. O meio de cultura é inoculado com a suspensao de esporos

previamente preparada, em concentragao de 1x107 esporos mL'l. Apos
96 horas de cultivo em shaker a 30 °C com agitacao de 120 rpm, o
conteudo de acido elagico é separado das células e submetido a andlise
em cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinacdao da
concentracao de acido elagico produzida.

[053]. Apds a realizacdo do processo de fermentacdo, é utilizada a
técnica de extracdo em fase sélida, de modo a realizar uma clarificacdo
das amostras e remogdo de possiveis interferentes para as analises em
cromatografia.

[054]. Utiliza-se na etapa de pré-cromatografia, a coluna Waters
Sep-Pak Vac 35cc C18, 10 g, 60 mL, tamanho de particula 55-105 pum,
com base no trabalho de Mininel, et. al. (2014) (Mininel, F. J. et al.
Characterization and quantification of compounds in the hydroalcoholic
extract of the leaves from Terminalia catappa Linn. (Combretaceae) and
their mutagenic activity. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, ID 676902. 2014).

[055]. O procedimento de extracao consiste na utilizacao de 10
mL de metanol e 10 mL de agua para a ativacao da resina de silica de
adsorcdo da coluna. Apds a ativacdo da resina, é realizada a passagem
de 10 mL de amostra fermentada, cujo conteldo em &cido elagico é
retido. A eluicdo das moléculas de interesse da amostra que
permanecem retidas na resina da coluna é realizada pela eluicdo com
25 ml de solvente metanol-agua (1:1). Apds a eluicdo, o solvente passa
por um processo de concentracao em estufa a vacuo antes da analise
em cromatografia. Nestas condigdes é possivel recuperar até 50% do
conteudo de acidoelagico.

[056]. A quantificagdo do acido elagico produzido é realizada em
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cromatografia liquida de alta eficiéncia com base no método utilizado
por Gongalves (2016) (Gongalves, C. G. Avaliacdo do impacto da
fermentacdo, secagem e torracdo sobre o perfil dos compostos
fendlicos e da capacidade antioxidante de sementes de cacau
(Theobroma cacao var. Forasteiro) produzidos no Estado do Para.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos).
Universidade Federal do Para. Belém, 2016). O método consiste na
extracdo em fase modvel dgua (solvente A) e acetonitrila (solvente B)
acidificados com 2,5% de acido acético com o seguinte gradiente de

eluicao:

[057]. 0-18 minutos a 5% do solvente B;
[058].18-25minutosa25% dosolventeB;
[059].25-27 minutosa95% dosolvente B;
[060]. 27-27,5 minutos a 95% do solvente B;
[061]. 27,5-32 minutos a 5% do solvente B.

[062]. E utilizado um fluxo de 1 mL min’!, com volume de injecdo

da amostra de 20 pyL e a temperatura da coluna é mantida a 35 °C. A
deteccdo € realizada em comprimento de onda de 280 nm, em
equipamento Agilent 1260 Infinity, coluna C18 Zorbax Eclipse XDB 4,6 x
150 mm, 5um.

[063]. As etapas para a producdo e extracdo de acido elagico

proposto pelo Exemplo 2 sao dispostas em sequéncia no Fluxograma 2.

[064]. Figura 3: Fluxograma 2 - Etapas para o processo de

producao de acido elagico: Exemplo 2
[065]. Nas condi¢des de processo de producao e de extracao

descritas, a producdao de acido elagico pelo microrganismo Aspergillus
niger LPB B6 - CCT 7717 chega a uma concentracao de 2,3463 mg
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4cido g~1 de casca de cacau em meio de cultivo contendo 15 mL de
suco de roma + 85 mL de extrato de casca de cacau (proporgao 3:17).
[066]. Utilizando o meio de cultivo contendo 30 mL de suco de
roma + 70 mL de extrato de casca de cacau (proporcao 3:7), a
producao de acido elagico pelo microrganismo Aspergillus niger LPB B6
- CCT 7717 chega a uma concentragdo de 0,2117 mg &cido g-1 de
casca de cacau. E para o meio de cultivo contendo 50 mL de suco de
roma + 50 mL de extrato de casca de cacau (proporcao 1:1), ndo é
detectada a producao de acido elagico pelo microrganismo Aspergillus

niger LPBB6 - CCT 7717, como pode serobservado na Tabela 4.

Tabela 4 - Producdo de acido eldgico em meio de cultivo contendo suco de roma e
extrato de casca de cacau, apds extracdo em fase sélida e analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia

Amostra fermentada Concentracao de acido elagico (mg g'l)
Suco roma - extrato de casca de cacau (3:17) 2,3463
Suco roma - extrato de casca de cacau (3:7) 0,2117
Suco roma - extrato de casca de cacau (1:1) n.d.

n.d. ndo detectado.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE PRODUCAO DE ACIDO ELAGICO,
UTILZANDO CASCA DE CACAU COMO SUBSTRATO, caracterizado por
ser redlzado em fermentacdo submersa, utiizando como
componente do meio de cultivo, um extrato aquoso de casca de
cacau como substrato.

2. PROCESSO DE PRODUCAO DE ACIDO ELAGICO,
UTILZANDO CASCA DE CACAU COMO SUBSTRATO, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pela definicdo de um meio submerso
de producdo composto por extrato aquoso da casca de cacau
obtido a partir de 10 g de casca em 100 mL de dgua deionizada
mantidos em banho-maria a 26 °C durante 15 minutos, e posterior
filtracdo convencional, adicionado de nitrato de sdédio, a uma
concentracdo de 2 g I fosfato de potdssio monobdsico, a uma
concenfracdo de 0,5 g [, fosfato de potdssio dibdsico
heptahidratado, a uma concentracdo de 0,5 g I, sulfato de
magnésio heptahidratado, a uma concentracdo de 0,5 g I, cloreto
de potdssio, a uma concentracdo de 0,5 g I'!, e sulfato ferroso
heptahidratado a uma concentracdo de 0,001 g IF1.

3. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 1 e
2, caracterizado por utilizar linhagem de Aspergillus niger LPB B6 (CCT
7717).

4, PROCESSO, de acordo com as reivindicacoes 1
a 3, caracterizado pela fermentacdo submersa durar 96 horas, para
a producdo de acido elagico.

5. PRODUTO COMPOSTO POR ACIDO ELAGICO, de
acordo com asreivindicacdes anteriores, caracterizado pela adicdo,

ao extrato aquoso da casca de cacau, o qual foi adicionado de
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nitrato de sddio, fosfato de potdssio monobdsico, fosfato de potdssio
dibdsico heptahidratado, sulfato de magnésio heptahidratado,
cloreto de potdssio e sulfato ferroso heptahidratado, e ser
suplementado com suco de romd - obtido a partir do
processamento da polpa e sementes da roma, resulfando em trés
diferentes proporcdes que consistem da adicdo de 15 mL de suco +
85 mL de extrato de cacau (3:17); 30 mIL de suco + 70 extrato de

cacau (3:7) e 50 mLsuco + 50 mL extrato de cacau (1:1).
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Desenhos
HHDP Acido eldgico
OH HO OH HO OH %

B 3

*Em profundidade em 50 ml de meio PDA;
*Mantido em estufa a 30 °C/7 dias;
eSuspensdo de esporos: agitacdo magnética
com solucdo de Tween 80 a 0,01%/15 min.

¢ Suspensdo de casca de cacau (10 g) em
dgua deionizada (100 mL) incubado durante
15 minutos em banho-maria a 96 °C.

* 100 mL de extrato da casca de cacau;
e Adicdo de sais.

eFrascos de Erlenmeyer, sistema fechado com
taxa de inoculacdo de 107 esporos mL';

e Em shaker a 30 °C com agitacdo de 120
rom/96h.

*Metodologia ufilizada por Goncalves (2016).
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*Em profundidade em 50 ml de meio PDA;

*Mantido em estufa a 30 °C/7 dias;

eSuspensdo de esporos: agitacdo magnética com
solucdo de Tween 80 a 0,01%/15 min.

eSuspensdo de casca de cacau (10 g) em dgua
deionizada (100 mL) incubado durante 15 minutos em
banho-maria a 96 °C.

*Processamento da polpa e sementes da fruta.

e Adicdo de suco de romd e exirato aquoso de casca
de cacau em trés proporcoes:

*15mL suco + 85 mL exirato (3:17);
*30 mL suco + 70 mL extrato (3:7);
*50mL suco + 50 mL exirato (1:1).

*Frascos de Erlenmeyer, sistema fechado com taxa de
inoculacdo de 107 esporos ml';
*Emshaker a 30 °C com agitacdo de 120 rom/?6éh.

e Afivacdo da resina da coluna: 10 mL de metanol e 10
mL de dgua;

ePassagem de 10 mL de amostra fermentada (retencdo
do conteldo de dcido eldgico);

*Eluicdo do contelUdo retido: passagem de 25 mL de
solvente metanol-dgua (1:1).

*Reducdo do volume do solvente de eluicGo metanol-
dgua (1:1) em estufa a vdacuo.

*Metodologia ufilizada por Goncalves (2016).
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RESUMO

PRODUCAO DE ACIDO ELAGICO A PARTIR DE CASCA DE CACAU

Esta invencdo apresenta uma técnica simples e de baixo custo
para a obtencdo do dcido eldagico, uma molécula de grande inferesse
comercial e de alto valor agregado, com efeitos antioxidantes
aplicados em cosméticos. Para tal, foi utilizado meio fermentativo de
baixo custo, oriundo de subprodutos da cadeia produtiva do cacau, ou
seja, cascas de cacau (Certificado SisGen N2 A4EC257). SGO propostos dois
exemplos de producdo do dcido eldgico, ambos sdo realizados via
fermentacdo submersa: o primeiro utiliza o extrato aquoso da casca de
cacau como substrato, com adicdo de sais, para o microrganismo
Aspergillus niger LPB B6 — CCT 7717 (Certificado SisGen N° A4D4320), o
segundo relata a utilizacdo do suco de romd adicionado ao extrato
aquoso da casca de cacau, de modo a enriguecer o meio
fermentativo em proporcdes diferentes de fonte de elagitanino, o
precursor do dacido eldgico. A presente invencdo também descreve
uma técnica de exiracdo em fase solida, para a clarificacdo das
amostras e remocdo de possiveis interferentes durante as andlises de

quantificacdo em cromatografia.
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