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RESUMO

A Annona squamosa L. € uma espécie nativa no Brasil conhecida como fruta do conde ou
pinha. O fruto do conde possui uma polpa branca e adocicada, sendo amplamente apreciado
no Brasil e em diversos paises tropicais. Ele é consumido principalmente in natura, sendo
aberto manualmente para retirar a polpa e separar as sementes. Além do consumo direto, 0
fruto também ¢é utilizado na preparacdo de sucos, sorvetes, mousses e doces, devido ao seu
sabor marcante e aroma caracteristico. Diferentes partes da planta ja demonstraram diversas
atividades farmacoldgicas, incluindo acdes analgésica, anti-inflamatdria, antimicrobiana,
antidiabética, inseticida, antiviral, antitumoral e antioxidante, entretanto, a maioria das
pesquisas concentra-se nas folhas, cascas, raizes e sementes. Este trabalho teve como
objetivos analisar o perfil quimico, o teor de compostos fendlicos e as atividades antioxidante,
antibacteriana e antifungica dos extratos etandlico e hidroetanolico (Etanol:agua 70:30 v/v),
bem como as particdes em hexano, diclorometano e acetato de etila obtidas a partir do extrato
etanolico. A partir das analises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM) foi possivel anotar a presenca de &cidos organicos, &cidos fenolicos, flavonoides,
taninos, alcaloides, cumarinas, terpenos, acetogeninas, &cidos graxos, esfingolipideos,
glicerideos e aminoacidos nos extratos e particbes. Entre as amostras investigadas, o extrato
hidroetandlico evidenciou maior teor de fendis totais (5310 mg de EAG/100 g de extrato) e
maior atividade antioxidante pelos métodos do radical DPPH (92,79 % de sequestro), FRAP
(89,45 umol ET/g extrato) e ABTS (87,13 umol ET/g extrato). A atividade antibacteriana foi
realizada pelo método de microdiluicdo em caldo contra diferentes micro-organismos bucais e
os extratos hidroetandlico, etanolico e a particdo hexano inibiram o crescimento de todos as
bactérias com concentra¢Bes inibitorias minimas variando entre 3,9 e 2000 pg/mL. Com
relacdo a atividade antifingica o extrato hidroetandlico foi o mais ativo contra todas as
espécies de Candida testadas com concentragdes inibitorias minimas variando entre 23,43 e
187,5 pg/mL. Especialmente para Candida auris, uma espécie de fungo emergente e
altamente preocupante por causar graves infeccGes e apresentar resisténcia a mdaltiplos
antifangicos, a concentracdo inibitéria minima encontrada para o extrato hidroetanolico foi de
93,47 ug/mL. Os extratos e particbes do fruto do Conde demonstraram capacidade
antioxidante e indicaram ser promissores como agentes antibacterianos e antifungicos. Os
resultados evidenciam o elevado potencial biolégico do fruto do conde, destacando-o como
uma promissora fonte natural de compostos bioativos com aplicagdes relevantes nas areas
alimentar, farmacéutica e biotecnoldgica.

Palavras-Chave: Annonaceae; extratos bioativos; acetogeninas; CLAE-EM; fruto do conde;

atividade antifungica.



ABSTRACT

Annona squamosa L. is a species native to Brazil known as custard apple or sugar apple. The
fruit is characterized by a sweet, white pulp and is widely appreciated in Brazil and several
other tropical countries. It is mainly consumed in natura, being opened manually to remove
the pulp and separate the seeds. Besides being consumed directly, the fruit is also used in the
preparation of juices, ice creams, mousses, and sweets, due to its distinctive flavor and aroma.
Different parts of the plant have demonstrated various pharmacological activities, including
analgesic, anti-inflammatory, antimicrobial, antidiabetic, insecticidal, antiviral, antitumor, and
antioxidant actions; however, most research focuses on the leaves, bark, roots, and seeds. This
study aimed to analyze the chemical profile, phenolic compound content, and antioxidant,
antibacterial, and antifungal activities of ethanolic and hydroalcoholic extracts (Ethanol:water
70:30 v/v), as well as the hexane, dichloromethane, and ethyl acetate partitions obtained from
the ethanolic extract. Based on analyses using liquid chromatography coupled with mass
spectrometry (HPLC-MS), it was possible to record the presence of organic acids, phenolic
acids, flavonoids, tannins, alkaloids, coumarins, terpenes, acetogenins, fatty acids,
sphingolipids, glycerides, and amino acids in the extracts and partitions. Among the samples
investigated, the hydroethanolic extract showed the highest total phenol content (5310 mg
GAE/100 g of extract) and the highest antioxidant activity by the DPPH radical scavenging
method (92.79% scavenging), FRAP (89.45 umol ET/g extract) and ABTS (87.13 umol ET/g
extract). Antibacterial activity was performed using the broth microdilution method against
different oral microorganisms, and the hydroalcoholic and ethanolic extracts, as well as the
hexane partition, inhibited the growth of all bacteria with minimum inhibitory concentrations
ranging from 3.9 to 2000 pg/mL. Regarding antifungal activity, the hydroalcoholic extract
was the most active against all Candida species tested, with minimum inhibitory
concentrations ranging from 23.43 to 187.5 pg/mL. Specifically for Candida auris, an
emerging and highly concerning fungal species that causes serious infections and exhibits
resistance to multiple antifungals, the minimum inhibitory concentration found for the
hydroalcoholic extract was 93.47 pg/mL. Extracts and partitions of the custard apple fruit
have demonstrated antioxidant capacity and have shown promise as antibacterial and
antifungal agents. The results highlight the high biological potential of the fruit, emphasizing
its potential as a promising natural source of bioactive compounds with relevant applications
in the food, pharmaceutical, and biotechnological fields.

Keywords: Annonaceae; bioactive extracts; acetogenins; HPLC-MS; custard apple,

antifungal activity.



LISTA DE FIGURAS

FIQUIA 1 = AL SQUAMOSA L. ...ttt 21
Figura 2 - Exsicata de ANNONa SQUAMOSA L ......coueiuiiiiiiiieieieese st 26
Figura 3 - Casca, sementes, folhas e caule de A. SQUAMOSA L.........cccccvvveiveiiiie i 26
Figura 4 - Etapas de obtencdo dos extratos € PartiCOES ........c.ccvevvereereeiiesieeie e e e see e 28
Figura 5 - Partigdo liquido-liquido do extrato etandlico de A. SQuamosa L .........c.ccccevvevriennee 28

Figura 6 - Esquema do método da microdiluicdo em caldo para a determinacédo da atividade

L0101 0] T oF: USSP 33
Figura 7 - CCD revelada com 0 reagente NP-PEG ..........c.cccoiiiiiiieiecic e 37
Figura 8 - CCD revelada com o reagente Dragendorff ..o 37
Figura 9 - CCD revelada com o reagente Liebermann-Burchard.............ccccooeiininninninnnnns 37
Figura 10 - CCD revelada com vaniling SUUFICA..........ccouieriiiiiiire e 37

Figura 11 - Cromatogramas do extrato hidroetanélico do fruto de A. Squamosa por CLAE-EM
N0S MOA0S NEJALIVO € POSITIVO.....cvicuiiiiiiciicie sttt ae e e nas 38
Figura 12 - Cromatogramas do extrato etanolico do fruto de A. Squamosa por CLAE-EM nos
MOAOS NEGALIVO € POSITIVO .....eeuviiiiiieisiieiieiee et bbbttt 39
Figura 13 - Cromatogramas da particdo hexanica do fruto de A. Squamosa por CLAE-EM nos
MOAO0S NEGALIVO € POSITIVO .....uveivieiice ettt st re e re e e sreeeas 39
Figura 14 - Cromatogramas da particdo diclorometano do fruto de A. Squamosa por CLAE-
EM N0S M0d0S NEQAtIVO € POSITIVO........cueiiiiiiiieitiitietieiee ettt 40
Figura 15 - Cromatogramas da particdo acetato de etila do fruto de A. squamosa por CLAE-
EM Nn0s modos NEgatiVO € POSITIVO.........cciuieiiiiiee ettt 40
Figura 16 - Cromatogramas da particdo hidrometandlica do fruto de A. Squamosa por CLAE-
EM N0s Mm0doS NEQAtiVO € POSITIVO........cueiiiiiiiiiiieiti sttt 41

Figura 17 - Compostos anotados no fruto e isolados em outros estudos com A. squamosa ....49



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Novos medicamentos aprovados de 01Jan1981 a 30Set2019..........cccccvvvrvrvennnne. 19
Gréfico 2 - Relacéo das principais classes de metabolitos anotadas nos extratos e parti¢oes de

F N0 U= 104017 N ORI 50



LISTADE TABELAS

Tabela 1 - Rendimento das extrag0es do fruto de A. SQUAMOSA. ..........ceevereieerieiereneneseeea 35
Tabela 2 - Prospeccéo fitoquimica dos extratos e particdes do fruto de A. Squamosa ............ 36
Tabela 3 - Anotacdo dos compostos presentes nos extratos e particdes do fruto de A.
10U E= 144017 TP PR 42
Tabela 4 - Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante de extratos e parti¢oes de A.
0 [T 1101 PRSPPI 52
Tabela 5 - Atividade antibacteriana dos extratos e particfes de A. SQUamMOSa............c.cc.c.v..... 54

Tabela 6 - Atividade antifingica dos extratos e partigdes de A. SQUAMOSA ..........ccerververereennn. 56



ABTS

ATCC

CCD

CiM

CLAE

DPPH

EM

ERO’S

FRAP

IES

IST

TPTZ

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)

American Type Culture Collection (Colecéo de Cultura de Tipos Americanos)
Cromatografia em camada delgada

Concentracdo inibitéria minima

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Espectrometria de massas

Espécies reativas de oxigénio

Ferric reducing antioxidant power (Poder antioxidante redutor férrico)
lonizacdo por eletrospray

Infeccdo sexualmente transmissivel

2,4,6-tris(2-piridil)-s_triazina


https://www.google.com/search?q=Ferric+Reducing+Antioxidant+Power&sca_esv=178e2c54028f2967&sxsrf=AE3TifMnehu3z97po-fbpgEd8-ehZSdshQ%3A1763083034889&ei=GoMWabCDNqOBhuMP_vCsiQY&ved=2ahUKEwiUtNbsvPCQAxXlILkGHb_BAQwQgK4QegQIARAB&uact=5&oq=FRAP+quimica&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiDEZSQVAgcXVpbWljYTIEECMYJzIIEAAYgAQYogQyCBAAGIAEGKIEMgUQABjvBTIFEAAY7wVI9AhQAFgAcAB4AJABAJgBjQGgAY0BqgEDMC4xuAEDyAEA-AEC-AEBmAIBoAKvAZgDAJIHAzAuMaAH_gKyBwMwLjG4B68BwgcDNC0xyAcV&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfC5zIFJTzTASS8Q8ryYaQLafZpuvVYEUqrXK7YoWIiMIlr8BshHo8-d7IcEAuV3Lj1njdGvQDafC0n1PHJTxss1LwTualK8vmHLUcVleZ11z2kS73Z5tnZEabABY6nEeRCJlkVVm1SMr0JGqcRrZtzFhHdeqfKPg74DQfrdSZYqgUH1lNg3Ds6yIUKeZ3Nni8c6P5PpSlASZCo0Q2210_tVbgk8QNQsF-hm_3JwQwH0N_UoIesZ-tSgbXzhVMuQf3nfnUzENLRfWYao5b4ri5DK&csui=3

SUMARIO

LINTRODUGAOD ...ttt 15
2 REVISAO DA LITERATURA . ..ottt eees et 18
2.1 Plantas alimenticias como fonte de compostos bioativos ...........ccccceeveveeiviie e, 18
2.2 A espécie ANNONA SQUAMOSA L. ...ccveiiiiiiiiciecie et 20
2.3 Aspectos quimicos e bioldgicos da espécie Annona squamosa L ........cccccevevveivivinnnne. 21
2.4 Compostos fenolicos e atividade antioxidante de A. sQUaMOSa L.......cccccovvvreieeriennn. 22
2.5 Atividade antimicrobiana de A. SQUAMOSA L...........ccccoieiiiiieiie i 23
BOBUIETIVOS ..ottt ettt ettt s e bt e e st et et neebe st n e bt e 25
3. L ODJELIVO GEIaAL......eeieieii bbb 25
3.2 ODjJtiVOS ESPECITICOS. ...t ettt 25
AMATERIAL E METODOS ......ooiiiieetietseeeieeeseeiess s ses s senssss s s ssssssessssn s ssansenss 26
4.1 Coleta da espécie e preparo do material vegetal............ccccccoveveviiiii s 26
4.2 Preparo dos extratos etanolico e hidroetanolico..........ccoocvveieiiiiiicciece e 27
4.3 Particao liquido-lIQUITO ........oooiiiiie e 27
4.4 Triagem FIlOQUIMICA ......ccveiii ittt sre e 29
4.5 TeOr de FENOIS TOTAIS......ccvi ittt re s reene e 29
4.6 Atividade antioxidante pelo método do radical livre DPPH...........c.ccccceiiviiiiincinnnen, 30
4.7 Método da capacidade de reducéo do Ferro (FRAP).......ccccooiiiiiinii e 30
4.8 Método de sequestro do radical ABTS .........coviieiiiii i 31
4.9 Atividade antibacteriana dos extratos € PartiGOeS...........ccovvrrerieereniienienece e 31
4.10 Atividade antifUNGICA .........coiiiiiiiiiie bbb 32
4.11 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com

ionizagdo por eletrospray (CLAE-EM-IES)........cccoooiiiiiiiiiiee e 34
4.12 ANALISES ESTALISTICAS. ... eveveitiitieieetieie ettt bt reene e 34
5 RESULTADOS E DISCUSSAD. ..ottt eee e eeen s en e en s 35
5.1 Obtencéo dos extratos etanolico e hidroetanolico e parti¢des do fruto..............cce..... 35
5.2 ProspecGa0o FItOQUIMICA ........vcieieieieieie ettt 36

5.3 Anotacéo dos compostos presentes nos extratos e parti¢coes do fruto de A. Squamosa
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) ............... 38
5.4 Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos extratos e particdes do
FrULO de A. SQUAIMOSE ....cuveivieieeiiesiee it eie st ste ettt et e s te s e sre e te e esseesbeeseesseeteaneenneenseenee e 51

5.5 Atividade antimicrobiana dos extratos e parti¢des do fruto de A. Squamosa............. 54



6 CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt

REFERENCIAS



15

1 INTRODUCAO

Muitas plantas alimenticias convencionais ou ndo convencionais podem ser
consideradas alimentos com alegacdes funcionais, uma vez que geram beneficios a saude
agregando, simultaneamente, valores nutricionais e propriedades terapéuticas. Alimentos com
essas caracteristicas podem ser encontrados em frutos, vegetais, especiarias, bebidas, cereais,
leguminosas e oleaginosas (Nayak et al., 2021). As plantas alimenticias com propriedades
medicinais, além de desempenharem um papel nutricional, ttm em seus compostos bioativos
0 potencial de agirem na prevengéo e tratamento de doengas (Ramalingum; Mahomoodally,
2014).

Os componentes nutricionais desses alimentos podem ser fornecidos, por exemplo,
por meio dos minerais, vitaminas e aminoacidos que atuam na manutencdo das funcdes do
corpo e da saude (Granato et al., 2020). JA& os componentes bioativos das plantas
compreendem varias classes de metabdlitos tais como os compostos fendlicos, flavonoides,
taninos, antocianinas, alcaloides, terpenos, saponinas, fitoesteroides e carotenos. Esses
compostos tém sido relacionados com diversas propriedades bioldgicas, tais como:
antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antidiabética, antiviral e anticancer. Além
disso, podem reduzir o risco de doengas cardiovasculares e carcinogénicas, controlar o
colesterol, aumentar a imunidade e prevenir doencas neurodegenerativas (Walia; Gupta;
Sharma, 2019).

As plantas medicinais e os alimentos com alegacGes funcionais tém ganhado
destaque crescente nos setores alimenticios, de bebidas, cosmético e farmacéutico (Carvalho;
Silveira, 2010; Castro et al., 2021). A utilizacdo desses recursos naturais surge como uma
alternativa promissora, uma vez que apresentam maior facilidade de acesso, menor custo e
maior simplicidade de manipulagcdo. Para muitas pessoas, esses produtos representam, ndo
apenas a primeira op¢do de tratamento, mas, a Unica forma de obtencdo de substancias com
potencial farmacoldgico (Freitas; Rodrigues; Gaspi, 2014).

Diversos alimentos naturais, como brécolis, chicéria, cebola, alho, aspargos, granola,
soja, morango, blueberry, tomate, meldo, repolho, cacau, entre outros, apresentam
propriedades funcionais que contribuem para a promocao da saude. A expectativa € que esses
alimentos, além de bebidas e ingredientes funcionais, desempenhem um papel cada vez mais
relevante na nutricdo humana. Destaca-se entdo, a importancia de novas pesquisas voltadas a
investigacdo de alimentos com alegacfes funcionais e a aplicagdo de extratos naturais em

diferentes matrizes alimentares (Granato et al., 2020).
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Nesse contexto, o fruto do Conde (Annona Squamosa L.) pode estar associado ao
conceito de alimento funcional, uma vez que sua polpa apresenta propriedades nutricionais
relevantes e contém compostos potencialmente bioativos (Shehata et al., 2021). O fruto possui
uma polpa carnosa e muito doce, por isso, € utilizada na producdo de sobremesas como doces,
sorvetes e bebidas, além de ser muito consumida in natura (Kill; Costa, 2003).

No Brasil, Annona squamosa L. é conhecida popularmente como fruta do conde ou
pinha; sendo essa uma espécie frutifera localizada em regides tropicais e subtropicais com
distribuicdo geografica na América Tropical, Africa, Asia e Australia. As diferentes partes da
A. squamosa, incluindo o fruto, j& evidenciaram vérias atividades farmacol6gicas como
analgesica, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antidiabética, inseticida, larvicida, antimaléria,
antiviral, antitumoral, anti-Leishmania e antioxidante. Diversas classes de metabolitos
especiais ja foram identificadas em extratos da espécie, sendo terpenos, acetogeninas,
ciclopeptideos e alcaloides os principais constituintes. Compostos fendlicos, tais como acidos
fendlicos e flavonoides, também ja foram relatados no fruto (Quilez et al., 2018; Ma et al.,
2017).

A A. squamosa é uma das espécies mais estudadas do género Annona, entretanto, 0s
trabalhos estdo mais concentrados nas folhas, cascas, raizes e sementes. Surpreendentemente,
em relacdo ao fruto de A. squamosa, ainda ha lacunas a serem exploradas, especialmente do
fruto do conde cultivado no Brasil. Os dados encontrados na literatura indicam que
investigacOes sobre a atividade antioxidante e principalmente de atividade antimicrobiana do
fruto podem ser mais aprofundados, seja por diferentes metodologias ou grupos de micro-
organismos que ainda ndo foram avaliados de forma mais abrangente, como por exemplo,
bacterias orais e as leveduras do género Candida.

Atualmente, diante da necessidade cada vez mais urgente de conter o avango da
resisténcia antimicrobiana e do interesse em desenvolver medicamentos fitoterapicos com
menos efeitos adversos, os produtos naturais, especialmente as plantas, tém se destacado
como importantes fontes de protétipos moleculares para a descoberta e 0 desenvolvimento de
novos farmacos (Chaachouay; Zidane, 2024; Seyed et al., 2025).

Em relagéo a esses microrganismos, estima-se que o Reino Fungi compreenda cerca
de seis milhdes de espécies. Muitos desses fungos podem causar doencas em seres humanos,
originando infecgdes graves que, se ndo tratadas adequadamente e em tempo habil, podem
levar a morte (Firacative, 2020). Alguns apresentam carater oportunista, afetando gravemente
individuos imunocomprometidos (Lam, 2018). Estima-se que 70 a 90% das infecgdes

fangicas em seres humanos sejam causadas por espécies do género Candida, destacando-se a
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Candida albicans (Firacative, 2020; Barbosa et al., 2020). O género possui diversas outras
espécies de importancia clinica e bioldgica, como Candida glabrata, Candida tropicalis,
Cadida parapsilosis e Candida guilliermondii, capazes de causar diferentes infeccdes, entre
elas candidiase vulvovaginal, candidiase oral e candidemia. Os antifingicos disponiveis para
o tratamento de infec¢cBes causadas por Candida sdo, em geral, farmacos de elevada
toxicidade, o que limita sua maior utilizacdo. Entre os principais representantes desse grupo
estdo o cetoconazol, o miconazol e o clotrimazol. Contudo, o surgimento de cepas tolerantes e
resistentes a esses medicamentos reforca a necessidade de novas pesquisas voltadas a
descoberta de compostos alternativos e terapias mais seguras e eficazes (Lam, 2018; Silva et
al., 2016).

Assim como ocorre com o0s fungos, diversas bactérias também representam uma
preocupacado crescente no contexto da resisténcia microbiana. Entre elas, destaca-se o0 género
Streptococcus, composto por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas amplamente
distribuidas na natureza. Embora algumas espécies de Streptococcus sejam comensais e fagcam
parte da microbiota normal do organismo, outras sdo patogénicas e podem causar uma ampla
gama de doencas, que variam de infeccdes leves a condigdes graves e potencialmente fatais.
Para o tratamento das infec¢bes causadas por Streptococcus, 0s antibi6ticos tém sido
amplamente utilizados. No entanto, a crescente resisténcia bacteriana tem se tornado um
problema global, reforgando a importancia do uso racional desses medicamentos e da busca
continua por alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras (Holland et al., 2016).

Destaca-se aqui a importancia de investigar alimentos com alegacdes de propriedades
funcionais para que se obtenha cada vez mais informagdes sobre a interagdo de alimentos na
saude humana (Nayak et al., 2021), e particularmente neste projeto, a fruta do conde, no
sentido de aprofundar analises quanto aos seus componentes bioativos e propriedades
medicinais. Este trabalho teve como objetivo investigar a composi¢do quimica, bem como
avaliar as atividades antibacteriana, antifungica e antioxidante do fruto de Annona squamosa
L.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas alimenticias como fonte de compostos bioativos

Nos ultimos anos, o interesse por dietas saudaveis voltadas a manutencdo da salude
tem crescido consideravelmente, impulsionando a aten¢do aos compostos bioativos presentes
nas plantas, sobretudo nas espécies utilizadas como alimentos. Muitos desses compostos
podem exercer funcdes biologicas importantes e estdo associados a prevencdo de diversas
doencgas (Negi et al., 2025).

A diversidade de compostos produzidos pelas plantas, sejam elas alimenticias ou ndo
alimenticias, origina-se tanto do metabolismo primario quanto do metabolismo secundério (ou
especializado). O metabolismo primario inclui moléculas essenciais, como os carboidratos,
proteinas e lipideos, que sdo moléculas fundamentais & manutencdo da vida e estéo
relacionadas com o crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos vegetais. J& 0S
metabolitos especializados desempenham funcBes de protecdo e regulacdo, estando
associados com mecanismos de defesa contra a acdo de herbivoros e agentes patogénicos,
atracdo de polinizadores e dispersores de semente, alelopatia e prote¢do a radiacéo ultravioleta
(Salam et al., 2023).

Entre as principais classes de metabdlitos especializados produzidos pelos vegetais
destacam-se 0s compostos fendlicos (como 4&cidos fendlicos, flavonoides e taninos), os
terpenoides e os alcaloides, que podem exercer papéis relevantes devido as suas propriedades
antioxidantes, antiestrogénicas, anti-inflamatorias, antimicrobianas e antitumorais (Negi et al.,
2025). Qutras classes de metabdlitos presentes nos vegetais, como carotenoides, acidos graxos
e fitoesterdis, também apresentam importantes acdes farmacologicas. Assim, a busca por
plantas medicinais e alimenticias, incluindo vegetais, legumes, frutas, cereais, condimentos e
especiarias, como fontes de compostos funcionais tem aumentado significativamente (Dar et
al., 2023; Javed; Waseem; Ammad, 2019; Mekinic; Simat, 2025).

Considerando que as propriedades bioldgicas dos produtos naturais estdo cada vez mais
estabelecidas, extratos obtidos a partir de matrizes vegetais, bem como seus éleos essenciais,
tém sido sistematicamente investigados e demonstram ser fontes de diversificadas substancias
naturais, além de apresentarem relevantes atividades biologicas in vitro e in vivo. Nesse
contexto, setores industriais como o alimenticio, nutracéutico, farmacéutico e cosmético tém
explorado diferentes técnicas de extracdo para obtencdo de extratos com maior qualidade e

rendimento, visando aplicagdes comerciais (Negi et al., 2025).
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Além das técnicas avancadas de extracdo aplicadas a alimentos de origem vegetal,
procedimentos de isolamento, identificagdo e caracterizacdo de compostos bioativos tém sido
fundamentais para potencializar a aplicacdo desses extratos. Esses produtos sdo utilizados
como conservantes em alimentos, ingredientes funcionais em suplementos e componentes
ativos em formulagGes cosméticas (Barbosa et al., 2025).

Particularmente em relagdo a industria farmacéutica, os produtos naturais tém sido a
principal fonte na busca por novos principios ativos. Em um estudo abrangendo o periodo de
janeiro de 1981 a setembro de 2019, foram identificados 1.881 novos medicamentos
aprovados para diversas doencas. Esses farmacos foram classificados em: molécula bioldgica
(B), produto natural inalterado (N), medicamento boténico (NB), produto natural
semissintético (ND), farmaco sintético (S), farmaco sintético inspirado em produto natural
(S*), farmacos derivados de estudos de produtos naturais (NM) e vacinas (V) (Newman;
Cragg, 2020). No gréfico 1 estdo representadas as classificagdes, 0 nimero de medicamentos

e a percentagem para cada grupo.

Gréfico 1- Novos medicamentos aprovados de 01Jan1981 a 30Set2019

S/NM; 207: 11 V;142: 75 B:346: 18.4

N; 71: 3.8

NB: 14; 0.8

S/INM; 217; 11.5
ND: 356; 18,9

S:463; 24,6
Fonte: Newman; Cragg (2020).

Considerando todos os grupos, € possivel verificar que de todos os medicamentos
aprovados, em torno de 51,8% foram inspirados em produtos naturais. Se considerarmos
apenas medicamentos aprovados contendo pequenas moléculas, ou seja, desconsiderando as
vacinas e as moléculas biolégicas (proteinas, glicosideos, peptideos, etc); cerca de 66,7% dos
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farmacos aprovados de 1981 a 2019 estdo relacionados com os produtos naturais (Newman;
Cragg, 2020).

Nessa perspectiva, € possivel verificar o quanto os produtos naturais, representam
uma promissora fonte na busca de compostos bioativos. Especialmente, as plantas
alimenticias sdo consideradas uma fonte rica e diversificada de principios ativos. Esses
compostos sdo bem conhecidos por seus beneficios a salde e tém sido objeto de intensa
pesquisa cientifica devido ao seu potencial para prevenir e combater varias doencas. Além
disso, as plantas alimenticias também contém vitaminas, minerais e fibras essenciais para uma
dieta equilibrada e saudavel. Portanto, a diversificagdo do consumo de frutas, legumes,
verduras e ervas pode contribuir significativamente para a promocdo da salde e bem-estar

geral de um individuo (Ramalingum; Mahomoodally, 2014).

2.2 A espécie Annona squamosa L.

A Annona squamosa L. € uma planta que pode se apresentar como arbusto ou arvore
de pequeno porte, caracterizada por intensa ramificacdo e pela producdo de frutos
comestiveis. Pertencente ao género Annona e & familia Annonaceae, destaca-se por preferir
areas de menor altitude em comparagdo com espécies relacionadas, como Annona reticulata
e Annona cherimola. Morfologicamente, a espécie apresenta raizes com coloracdo variando
do marrom-claro ao marrom-escuro, sem odor e com sabor amargo. O tronco possui
coloracdo entre verde e marrom, emitindo um aroma caracteristico e apresentando sabor
igualmente amargo.

As folhas sdo verdes, inodoras e de sabor amargo, enquanto as sementes apresentam
coloracdo negra, auséncia de odor e sabor insipido. Os frutos possuem casca verde e polpa
clara, com aroma e sabor adocicados (Chakraverty; Bhattacharya, 2016).

A planta atinge entre 4 e 6 metros de altura, com ramifica¢do vigorosa. Suas folhas
medem de 5 a 15 cm de comprimento e 2 a 6 cm de largura. As flores surgem nos ramos mais
jovens, podendo ser pendentes, solitarias ou agrupadas em inflorescéncias com duas a quatro
unidades. As sépalas, em nimero de trés, possuem formato triangular e comprimento entre 2 e
3 cm. As pétalas externas apresentam formato lanceolado e textura robusta, medindo cerca de
1,5 cm de comprimento. O fruto é uma baga composta, podendo ser arredondado, ovoide,
esférico ou em formato de coracdo, com diametro de 5 a 10 cm. E constituido por maltiplos
carpelos, que formam externamente protuberéncias achatadas semelhantes a tubérculos
(Araujo Filho et al., 1998).
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A polpa envolve, individualmente, cada uma das sementes, cerca de 68 por fruto,
sendo uma caracteristica marcante da espécie. No entanto, no Brasil e em Cuba, existe uma
variedade que produz frutos sem sementes (Aradjo Filho et al., 1998). Na Figura 1 esta

apresentado um exemplar de A. Squamosa contendo os frutos, folhas e caule.

Figura 1- Annona squamosa L.
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Fonte: autora (2023).

2.3 Aspectos quimicos e bioldgicos da espécie Annona squamosa L.

A Annona squamosa L. é amplamente estudada devido a presenca de metabdlitos
especializados, compostos naturalmente produzidos e associados a atracdo de polinizadores, a
defesa contra patdgenos e herbivoros e a protecdo da planta, assegurando sua sobrevivéncia
no ecossistema (Costa et al., 2002). Na medicina tradicional, A. squamosa L. é empregada
como analgésica, anti-helmintica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antirreumatica,
anticancerigena, digestiva e no tratamento de cefaleias (Quilez et al., 2018).

A andlise da composicao quimica da A. squamosa L. tem identificado uma variedade
de compostos bioativos em suas diferentes partes. No estudo de Kumar et al. (2021) foram
identificados alcaloides, flavonoides, terpenoides e compostos fendlicos como componentes
presentes na planta. Esses compostos tém sido associados a varias atividades bioldgicas
benéficas a satde.

Dentre os compostos bioativos de A. Squamosa L., as acetogeninas também tém sido
objeto de interesse, pois sdo um grupo de compostos bioativos exclusivos das plantas da
familia Annonaceae, incluindo a A. Squamosa L. Estudos tém relatado a presenca de diversas

acetogeninas nas diferentes partes da planta, incluindo as folhas, sementes e frutos. Esses
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compostos ja demonstraram potencial atividade antitumoral seletiva em estudos in vitro e in
vivo (Alali; Liu; Mclaughlin, 1999; Matsumoto et al., 2010), além das a¢des antiparasitaria,
antimicrobiana, citotoxica, imunossupressora e pesticida (Lima; Pimenta; Boaventura, 2010).

Os alcaloides séo outra importante classe de metabdlitos bioativos que se destaca na
espécie A. squamosa. Esses compostos ja foram isolados das suas folhas, caules e raizes e sdo
associados com varias acdes farmacoldgicas, incluindo antimicrobiana, antioxidante,
antidiabete e antitumoral (Nair; Agrawal, 2017). Além dos constituintes bioativos presentes
na espécie, as diferentes partes da planta também possuem quantidades significativas de
minerais, lipidios, proteinas, fibras, carboidratos totais, agUcares redutores, 6leo, acidos
graxos, acido ascorbico e tocoferol (Chimbevo; Essuman, 2019).

Diversos extratos obtidos de partes distintas de A. squamosa L. j& demonstraram
atividades anticancer, antioxidante, antidiabética, anti-hipertensiva, hepatoprotetora,
antiparasitaria, antimalérica, inseticida, anti-inflamatoria e antimicrobiana (Quilez et al.,
2018; Maet al., 2017).

Os trabalhos encontrados na literatura com A. squamosa L. evidenciam a espécie
como uma promissora fonte de compostos bioativos e de propriedades bioldgicas relevantes,
no entanto, ainda ha lacunas na literatura que despertam a necessidade de novos estudos com

a espécie, especialmente as propriedades dos frutos.

2.4 Compostos fenolicos e atividade antioxidante de A. squamosa L.

Os antioxidantes sdo compostos que desempenham um papel essencial na inibi¢ao ou
na protecdo de organismos vivos contra danos causados por espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Srividya; Ravishankar; Bhandhavi, 2013).

Os antioxidantes presentes nos alimentos podem prevenir e/ou retardar a formacéo de
radicais livres responsaveis pelo estresse oxidativo. Os principais compostos relacionados a
atividade antioxidante incluem &cidos fendlicos, flavonoides, diterpenos fendlicos,
carotenoides, tocoferdis e acido ascorbico. Esses compostos ajudam a combater danos
oxidativos por meio da eliminacdo de radicais livres.

Diversas complicacGes, como diabetes, inflamagfes, aterosclerose, disfuncdes
cardiovasculares e doengas neurodegenerativas, estdo associadas ao estresse oxidativo. Assim,
0 consumo de alimentos ricos em antioxidantes pode auxiliar tanto na prevengdo quanto no
tratamento dessas enfermidades. Os antioxidantes provenientes de alimentos sdo potenciais

agentes para formulagdes terapéuticas, apresentando menos efeitos colaterais e riscos a saude
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(Khaliduzzaman et al., 2023).

Flavonoides e compostos fendlicos ja foram relatados em A. squamosa L., sendo
associados ao seu potencial antioxidante. Entre os flavonoides identificados destacam-se
quercetina, rutina e kaempferol. Acido gélico e &cido cafeico sdo alguns dos compostos
fendlicos encontrados nas folhas da espécie. Tais compostos sdo capazes de sequestrar
radicais livres, protegendo as células contra danos oxidativos e contribuindo para a prevengdo
de doencas relacionadas ao envelhecimento e ao estresse oxidativo (Asefa; Teshome; Degu,
2022).

Os compostos fenolicos e os acidos fendlicos podem neutralizar e/ou inibir radicais
livres por meio de dois mecanismos principais: transferéncia de &tomos de hidrogénio (TAH)
ou transferéncia de elétrons (TAE) para o radical. Esses processos resultam na formacéo de

estruturas mais estaveis, reduzindo ou impedindo danos celulares (Chen et al., 2020).

2.5 Atividade antimicrobiana de A. squamosa L.

A resisténcia microbiana aos antibidticos e sua rapida progressao tém suscitado
sérias preocupacdes no tratamento de doencas infecciosas. Por esse motivo, muitos estudos
vém sendo direcionados a busca de solugdes capazes de superar esse problema, entre as quais
se destaca a investigacdo de fitoquimicos, considerados uma alternativa promissora. Diversas
classes de metabolitos tém demonstrado capacidade de inibir ou eliminar um amplo espectro
de microrganismos, como alcaloides, compostos sulfurados, compostos fendlicos, cumarinas e
terpenos (Khameneh et al., 2019).

Varios estudos comprovam que as plantas sdo uma fonte promissora de novos
agentes antimicrobianos. Destaca-se ainda que alguns desses compostos evidenciaram
atividade antibacteriana e acdo moduladora da resisténcia a antibiéticos. Além disso, certos
metabolitos, mesmo que ndo apresentem elevada eficacia isoladamente, quando combinados a
antibidticos convencionais podem contribuir para superar mecanismos de resisténcia
microbiana (Newman; Cragg, 2020; Khameneh et al., 2019).

Estudos tém demonstrado que os extratos de Annona squamosa L. possuem atividade
antibacteriana contra diferentes bactérias patogénicas. Entre os compostos identificados
associados a essa atividade destacam-se os alcaloides, flavonoides e terpenoides. Os
terpenoides, ja citados anteriormente e presentes na espécie, exibem ampla variedade de
propriedades bioldgicas, incluindo atividades antimicrobianas (Neethu; Santhosh, 2016).

Os mecanismos pelos quais os extratos de A. squamosa L. exercem sua atividade
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antimicrobiana ainda estdo sendo elucidados. Estudos sugerem que os compostos bioativos
presentes na planta podem afetar a integridade da parede celular bacteriana ou flngica,
comprometendo a sobrevivéncia e o crescimento desses microrganismos (Woguem et al.,
2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Esse trabalho teve como objetivos investigar a composicdo quimica, bem como
avaliar as atividades antibacteriana, antifungica e antioxidante do fruto de Annona squamosa
L..

3.2 Objetivos especificos

a) obter extratos etandlico e hidroetanolico do fruto de Annona squamosa L.,

b) obter as particGes do extrato etandlico por parti¢do liquido-liquido,

c) realizar a triagem fitoquimica dos extratos e particdes,

d) identificar a composi¢do quimica dos extratos e particdes por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray.

e) analisar o contedo de fendis totais dos extratos e parti¢oes,

f) avaliar a atividade antioxidante dos extratos e particoes,

g) avaliar a atividade antibacteriana e antifingica dos extratos e parti¢Ges,
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta da espécie e preparo do material vegetal

Os frutos da espécie Annona squamosa L. foram coletados de exemplares localizados
no municipio de Uberlandia — MG em dezembro de 2024 sob as coordenadas -19,045460 / -
48,4491470. A espécie foi identificada por especialista, e em seguida, uma exsicata com
diferentes partes do vegetal foi preparada (Figura 2) e depositada no acervo do Herbario
Uberlandense do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) com
registro de nimero HUFU 85.666. Na Figura 3 estdo em destaque a casca, sementes, folhas e
caule de A. squamosa L. A espécie foi cadastrada no Sistema nacional de gestdo do

patrimoénio genético e do Conhecimento tradicional associado sob o nimero A1B09A1.

Figura 2- Exsicata de Annona squamosa L.

Fonte: autora (2025).

Figura 3- Casca, sementes, folhas e caule de A. squamosa L.
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Fonte: autora (2025).
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O preparo inicial dos frutos da espécie Annona squamosa L. seguiu as seguintes
etapas: divisdo dos frutos inteiros (incluindo casca, sementes e polpa) em pequenas partes,
secagem e estabilizacdo em estufa (SOLAB SL-102) com ar circulante a temperatura
aproximada de 40°C durante 10 dias, moagem em moinho de facas (TEC MILL-TE633) e
estocagem em temperatura ambiente até o momento de inicio das andlises. Esses

procedimentos seguiram as orientagdes recomendadas por Silva et al., 2019.

4.2 Preparo dos extratos etanolico e hidroetandlico

Uma massa de 80,0 g dos frutos secos e moidos foi dividida igualmente em dois
frascos Erlenmeyers de 250 mL. Em seguida, em um Erlenmeyer foi adicionado etanol P.A
(200 mL) e no outro etanol: agua 7:3 , (200 mL). A extracdo por maceracéo foi realizada por
48 horas em temperatura ambiente e com auséncia de luz. Apds esse periodo, o solvente com
os extrativos foi filtrado e concentrado em evaporador rotatério (LGI-Scientific-Student) a
pressdo reduzida e banho aquecido a 40 °C. Sequencialmente, o sistema de solvente utilizado
em cada extracdo foi novamente adicionado ao material vegetal remanescente sendo esse
procedimento repetido por mais trés vezes. Os extratos etandlico (EE) e hidroetanolico (EHE)
obtidos ao final do processo foram congelados e liofilizados. Os procedimentos de obtengéo
dos extratos seguiram conforme descrito por Silva et al. (2019).

4.3 Particdo liquido-liquido

O extrato etandlico (10,0 g) foi ressuspendido em 100 mL de solugdo metanol/agua
(9:1v/v). Esse volume foi transferido para um funil de separacdo, e entdo, realizou-se a
particdo liquido-liquido com a seguinte sequéncia de solventes: hexano P.A, diclorometano
P.A e acetato de etila P.A. Para a parti¢do sucessiva, um volume total de 600 mL de cada um
dos solventes (4 x 150 mL) foi utilizado. As particbes contendo os solventes hexano,
diclorometano e acetato de etila e o remanescente hidrometandlico foram concentrados sob
pressdo reduzida em evaporador rotativo (LGI-Scientific-Student) originando quatro novas
particbes denominadas de PH, PD, PAE e PHM, respectivamente. Apds a remoc¢do dos
solventes organicos em temperatura ambiente, os extratos e particdes foram congelados,
liofilizados e armazenados em freezer a—18 'C até o momento das analises. Os procedimentos
de obteng&o das parti¢des seguiram conforme descrito por Silva et al. (2019).

Na Figura 4 estdo representadas as etapas para obtencdo dos extratos e particbes dos



frutos de Annona squamosa L.

Figura 4- Etapas de obtencéo dos extratos e particoes
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28

Extragdo com Etanol P.A
(4% 200 mL)

(3.528)

(161g)

(1368

(8.07g) (1135 g)
- Dissolugdo de 10,0 g em metanol/dgua (¥:1 )
- Partigio liquido-liquido
Particdo hexano (PH) Particdo diclorometano (PD) Partigdo acetato de etila (PAE) Particio hidrometandlica (PHM)

@738

Fonte: autora (2025).
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Triagem fitoquimica
Teor de compostos fendlicos
Cromatografia liquida — Espectrometria de massas
Atividade antioxidante
Atividade antimicrobiana

Na Figura 5 estdo apresentadas as etapas da particdo liquido-liquido utilizando

sequencialmente os solventes hexano, diclorometano e acetato de etila.

Figura 5- Particdo liquido-liquido do extrato etanolico de

Fonte: autora (2025).
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4.4 Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada utilizando a cromatografia em camada delgada
(CCD) com placas de silica gel 60 e indicador de fluorescéncia (UV2s4) (Wagner; Bladt,
2009). Quatro fases moveis foram utilizadas: A) acetato de etila: &cido formico: acido acético:
agua (10:1,1:1,1:2,6 v/v), B) cloroférmio: metanol: hidroxido de amonio (9:1:0,25v/v), C),
hexano: acetato de etila 7:3 v/v e hexano: acetato de etila 3:7 v/v. As solugdes dos extratos e
particoes foram preparadas a uma concentracdo de 5 mg/mL. As seguintes solucGes
reveladoras foram utilizadas: solugdo aquosa de cloreto férrico 1% m/v (compostos fenolicos
e taninos), solucdo metanodlica de cloreto de aluminio 1% m/v (flavonoides), NP-PEG
(flavonoides), Dragendorff (alcaloides) e solucdo etandlica de hidréxido de potassio a 10%
m/v (cumarinas, antronas e antraquinonas). Além desses, os reveladores gerais sulfato cérico
em solu¢do aquosa de acido sulfarico 0,33M a 0,25% m/v, vanilina sulfurica e Liebermann-
Burchard foram utilizados para indicar a presenca de terpenos, esteroides, saponinas,
acucares, fenois, taninos e flavonoides. As placas cromatograficas foram monitoradas
visualmente ou com luz UV 254nm - 366 nm com o propdsito de sugerir as possiveis classes

de compostos citadas acima nos frutos de A. Squamosa L.

4.5 Teor de fendis totais

O teor de fendis totais dos extratos e parti¢cdes do fruto de Annona squamosa L. foi
realizado pelo método de Folin—Ciocalteau de acordo com Sousa et al. (2007).

Solucdes dos extratos e particdes foram inicialmente preparadas em metanol com
concentragdo de 800 pg/mL. Um volume de 0,5 mL dessas solugGes foi transferido para tubos
de ensaio. Em seguida, adicionou-se 2,5 mL de uma solugéo aquosa do reagente de Folin-
Ciocalteau a 10% (v/v) e 2 mL de solucdo aquosa de carbonato de sodio a 7,5% (m/v). Os
tubos de ensaio foram aquecidos a 50 °C por 5 minutos. Ap6s o resfriamento das amostras, as
absorvancias foram medidas a 760 nm. Os teores de fendis totais das amostras foram
determinados a partir de uma curva analitica construida com solu¢@es metanolicas de acido
galico com diferentes concentracdes e expressos em mg de EAG (equivalentes de acido
galico) por grama de extrato.

A curva analitica foi obtida adicionando 0,5 mL de cada uma das solugdes de acido
gélico (60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10 e 5 pg/mL) em tubos de ensaio, juntamente com 2,5 mL

de solucdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteau a 10% (v/v) e 2,00 mL de carbonato de
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sodio a 7,5% (m/v). Os tubos foram aquecidos durante 5 minutos em banho aquecido a 50 °C.
Apos o resfriamento, as leituras das amostras foram realizadas a 760 nm descontando-se 0

valor do branco. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.6 Atividade antioxidante pelo método do radical livre DPPH

A atividade antioxidante para os extratos e particdes foi determinada utilizando o
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) por método espectrofotométrico segundo Sousa et
al. (2007).

Solucdes dos extratos e particbes foram preparadas em metanol e testadas a uma
concentra¢do de 1000 pg/mL. Um volume de 2,7 mL de solu¢cdo metanolica de DPPH (40
pug/mL/ 0,1 mM) foi adicionado a uma aliquota de 0,3 mL da solucdo dos extratos e partigdes.
Apo6s uma hora de reacdo, os valores de reducdo de absorbancia foram medidos a 517 nm
utilizando um espectrofotdmetro (PG Instruments-T60).

A porcentagem de DPPH sequestrada foi calculada pela expressdo: Atividade
Antioxidante (%) = [Abs(controle) — (Abs(amostra) —Abs(branco) / Abs(controle)] %100,
onde: Abs(controle) é a absorbancia do metanol com a solucdo de DPPH, Abs(amostra) é a
absorbancia da mistura (solucdo metanolica de DPPH + amostra) apds 1 h de reacdo e a
Abs(branco) é a absorbancia das amostras em metanol. A atividade antioxidante foi expressa

em porcentagem de sequestro do radical DPPH.

4.7 Metodo da capacidade de reducéo do Ferro (FRAP)

A capacidade antioxidante dos extratos e particGes foi realizada pelo método da
reducdo de ferro de acordo com Malta e Liu (2014) com modificagdes.

Solucdes dos extratos e particGes foram preparadas a 1500 pg/mL em metanol. Uma
solugdo de trolox foi preparada em metanol a 1600 uM, e a partir dessa solucdo, diluicdes
foram realizadas (480 — 25 pM) para obtencdo de uma curva padréo de trolox. Um volume de
0,15 mL das solugdes de trolox (curva padréo) e das solugdes dos extratos e particdes foi
transferido juntamente com 2,85 mL da solucdo FRAP (Solucédo de acetato de sodio 0,3 M
(pH 3,6), solucéo de 2,4,6-tris(2-piridil)-s_triazina (TPTZ) 10 mM e solucdo de cloreto férrico
20 mM; 10:1:1 v/v) para tubos de ensaio. Essas solugdes permaneceram em temperatura
ambiente e com auséncia de luz por 10 minutos. ApoOs esse periodo, a absorvancia das

solugdes foi medida a 593 nm. Os resultados foram expressos em pmol de Trolox / g de
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extrato.

4.8 Método de sequestro do radical ABTS

A capacidade antioxidante dos extratos e parti¢cbes foi realizada pelo método do
radical ABTS (Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)) de acordo com Malta e
Liu (2014) com modificacdes.

SolucBes dos extratos e particées foram preparadas a 1500 pg mL™ em metanol. Uma
solucéo de trolox foi preparada em metanol a 1600 mM, e a partir dessa solucéo, dilui¢cdes
serdo realizadas (480 — 25 uM) para obtencdo de uma curva padrdo de trolox. Em tubos de
ensaio, um volume de 0,15 mL das solucdes das solucbes de trolox (curva padrdo) e das
solucgdes dos extratos e parti¢des foi colocado para reagir com 2,85 mL da solu¢édo de trabalho
por 2 horas no escuro. Um branco com 0,15 mL das solug¢fes das amostras com 2,85 mL de
metanol foi preparado. Apos esse periodo, a absorvancia das solucGes sera medida a 734 nm.
A solucdo de trabalho foi preparada misturando 5 mL de uma solucdo de ABTS 14 mM e 0,88
microlitros de solucdo de persulfato de potassio a 140 mM. Essa solucdo ficou em repouso
por 12 horas a temperatura ambiente com auséncia de luz. Em seguida, 1 mL dessa solucao
foi dissolvida em 30 mL de metanol, sendo diluida até apresentar uma absorbancia de 1,0 +
0,02 em 734 nm. Os resultados estdo expressos em pmol de Trolox / g de extrato.

4.9 Atividade antibacteriana dos extratos e particoes

A atividade antibacteriana foi determinada utilizando o método da microdiluigdo em
caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para os
microrganismos aerébios (CLSI, 2012) e anaerobios (CLSI, 2007).

As cepas padrbes provenientes da cole¢ao “American Type Culture Collection”
(ATCC) testadas nos ensaios antibacterianos foram: bactérias anaerdbicas Porphyromonas
gingivalis (ATCC 33277); Fusobacterium nucleatum. (ATCC 25586), Actinomyces
naeslundii (ATCC 19039), e bactérias aerdbicas Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) e
Agreggatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717).

A analise da atividade antibacteriana foi realizada em microplacas contendo 96
pogos. Para determinacdo da concentracdo inibitoria minima (menor concentracdo capaz de

inibir o crescimento microbiano) foram adicionados em cada pogo o caldo (meio de cultura),
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amostra e o0 indculo. As amostras dos extratos e particOes foram preparadas inicialmente em
dimetilsulfoxido (DMSO) a 8000 pg/mL e posteriormente diluidas em caldo triptona soja para
as bactérias aerobias e caldo Schaedler suplementado com hemina (5,0 ug/mL) e vitamina K1
(10,0 ug/mL) para as anaerdbias. As concentragcdes das amostras testadas frente as bactérias
aerdbias e anaerobias foram de 0,98 pg/mL a 2000 ug/mL. Dicloridrato de clorexidina foi
usado como controle positivo para as bactérias aerobias e anaerobias (0,115 ug/mL a 59,0
pug/mL). O metodo espectrofotométrico foi utilizado para preparar o inoculo a 625 nm, e as
medidas comparadas com a escala 0,5 Mc Farland. A concentracdo final testada para cada
microrganismo foi de 5,0 x 10° UFC/mL (Unidades formadoras de col6nias por mL). Para
controle do método, metronidazol foi utilizado como controle positivo no intervalo de
concentragdes 0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL frente as cepas Bacteroides fragilis (ATCC 25285)
e Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 2974). Para controle do solvente foi utilizado o
dimetilsulféxido (DMSO) (concentracdo de 5,0% a 1,0% v/v). Foram realizados os controles
de esterilidade do controle positivo, do meio de cultura e das amostras.

Para os microrganismos aerdbios, as microplacas foram incubadas em microaerofilia
pelo sistema chama/vela, a 37 °C, por 24 h. Ap6s o periodo de incubacéo, foram adicionados
30,0 uL do indicador resazurina (0,02% m/v) em cada poco. Os microrganismos anaerébios
foram incubados por 72 h, em camara de anaerobiose (Atmosfera contendo: 5 - 10% de Hy,
10% CO,, 80-85% Ny), a 36 °C, sendo revelados com o mesmo indicador. A coloragdo azul
resultante ap6s a adicdo do indicador representa a auséncia de crescimento bacteriano,

enguanto a coloracgéo rosa indica a presenca do crescimento bacteriano.

4.10 Atividade antifungica

Os ensaios foram realizados utilizando o método da microdiluicdo em caldo
considerando as normas preconizadas pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2008).

As leveduras utilizadas nos ensaios sao originadas da “American Type Culture
Collection” (ATCC, Rockville MD, USA). Os seguintes microrganismos foram testados:
Candida albicans (ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabrata
(ATCC 15126).

Solucdes de estoque foram preparadas dissolvendo as amostras dos extratos e particoes
em DMSO (Sigma-Aldrich, Co) na concentracdo 192000 pg/mL. Dilui¢cbes com as solucdes

de estoque foram realizadas em meio de cultura RPMI 1640 tamponado a pH 7,2 com 0,165
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mol/L do &cido 3-N-morfolinopropanosulfénico (MOPS, Acros Organics, Geel, Turnhout,
Bélgica) a 12000 ug/mL. O in6culo foi preparado usando método espectrofotométrico e
comparado a escala de McFarland 0,5 para se obter o valor de 6,0 x 10° UFC/mL. Em seguida
foram realizadas as diluicdes em caldo RPMI até que o indculo atingisse 1,2 x 10° UFC/mL.
A determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foi realizada em placas de
microdiluicdo com 96 pogos, onde foram feitas diluicdes seriadas com as concentragdes finais
das amostras variando entre 3000 a 1,46 ug/mL. O meio de cultura utilizado foi o caldo RPMI
tamponado com MOPS com pH final de 7,2. Cada poco recebeu 100 pL da suspensdo do
inéculo e o volume final em cada poco foi de 200 p L. O controle positivo utilizado foi a
anfotericina B, sendo diluida em caldo para obter concentracGes entre 16,0 e 0,031 pg/mL. O
controle do solvente DMSO foi testado com concentra¢des variando de 5% a 1% v/v. O meio
de cultura adicionado de inoculo foi usado como controle de crescimento. Os controles de
esterilidade do controle positivo, do meio de cultura e das amostras também foram realizados.
Para a validacdo dos ensaios, o controle positivo anfotericina B foi testado frente a
cepas de referéncia Candida krusei (ATCC 6258) e Candida parapsilosis (ATCC 22019)
dentro de uma faixa de CIM entre 0,5 a 2,0 ug/mL. Ap6s a montagem das microplacas, elas
foram incubadas por 48 h a 37 °C, e posteriormente foi determinada a concentracgdo inibitéria
minima (CIM) utilizando o revelador resazurina (0,02 % m/v). Na Figura 6 esta representado
um esquema da metodologia utilizada para determinar o efeito antifungico dos extratos e

parti¢des dos frutos de Annona squamosa L.

Figura 6- Esquema do método da microdiluigdo em caldo para a
determinacdo da atividade antifingica
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Fonte: autora (2025).
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4.11 Andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com
ionizagéo por electrospray (CLAE-EM-IES)

Para analisar os constituintes presentes nos extratos e particGes obtidos a partir do A.
Squamosa L. foi utilizado um HPLC (Agilent, Infinity 1260) acoplado a um espectrometro de
massa de alta resolucdo QTOF (Quadrople Time of Flight, Agilent 6520B) com fonte de
ionizacdo por eletrospray (ESI) de acordo com o método descrito por Silva et al. (2019). Para
o0s experimentos de CL-EM-IES, as condicdes cromatograficas foram as seguintes: injecao de
2,0 pL de amostra e coluna Agilent Poroshell C18; comprimento de 100 mm, diametro
interno de 3,0 mm, tamanho de particulas de 2,7 um. A fase modvel utilizada foi 4gua ultrapura
acidificada com &cido formico (0,1%, v/v) (A) e metanol (B). O sistema de gradiente de
solvente utilizado iniciara com 10% B (0 min), 98% B (0-10 min), 98% B (10-17 min), em
um fluxo de 0,4 mL/min. As amostras dos extratos foram analisadas na concentracdo de 5,0
mg/mL.

O espectrometro de massas operou com pressao do nebulizador a 58 PSI, com fluxo
de gas de secagem a 8,0 L min™*, a uma temperatura de 220 °C. A energia de 4,5 kV foi
aplicada ao capilar. A massa em alta resolucdo para cada ion (MS) foi obtida nos modos
positivo [M+H]" e negativo [M-H]". As analises de espectrometria de massa sequencial (MS2)
foram realizadas em diferentes energias de colisdo (5-30 eV). As sugestdes para as possiveis
estruturas e classes de metabolitos foram propostas em comparacdo com bases de dados

(Metlin e PubChem) e espectros de massas de outros trabalhos na literatura.

4.12 Andalises estatisticas

As analises de fendis totais e das atividades antioxidantes (DPPH, FRAP e ABTYS)
foram ralizadas em triplicata e os resultados foram expressos pela média * desvio padréo. Os
resultados obtidos para a atividade antimicrobiana foram expressos em concentracao inibitoria

minima (CIM — pg/mL).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencao dos extratos etandlico e hidroetanodlico e particdes do fruto

Os rendimentos dos extratos obtidos por maceracdo e das particdes obtidas por
particdo liquido-liquido do extrato etandlico do fruto de A. squamosa L. estdo apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1- Rendimento das extragcfes do fruto de A. Squamosa

Amostras do fruto de

A. squamosa Massa obtida Rendimento
Extrato hidroetandlico (EHE) 8,07¢g 20,17 %
Extrato etandlico (EE) 11,35¢ 28,37 %
Particdo hexano (PH) 3,52 ¢ 35,20 %
Particdo diclorometano (PD) 161¢g 16,10 %
Particéo acetato de etila (PAE) 1,36 ¢ 13,6 %
Particdo hidrometandlica (PHM) 2,739 27,30 %

Fonte: elaborada pela autora (2025).
Nota: EHE - Extrato hidroetandlico, EE - Extrato etandlico, PH — Particdo hexano, PD — Particdo
diclorometano, PAE — Parti¢do acetato de etila e PHM — Parti¢do hidrometandlica.

O extrato etandlico apresentou maior rendimento que o extrato hidroetandlico. Isso
pode estar relacionado com o sistema de solvente empregado. O extrato hidroetanolico tem
maior polaridade devido a presenca da agua, favorecendo a extragdo de compostos com média
para alta polaridade. A extracdo com etanol permite extrair compostos de baixa polaridade até
aqueles com natureza mais polar.

Entre as particdo obtidas a partir do extrato etandlico, a particdo em hexano (solvente
apolar) apresentou maior rendimento, seguida pela particdo hidrometandélica (PHM), particéo
diclorometano (PD) e partigéo acetato de etila (PAE).

A particdo liquido-liquido do extrato etandlico foi realizada objetivando a
concentracdo de classes de metabdlitos e compostos em uma particdo de acordo com a
polaridade do solvente utilizado. De acordo com os rendimentos das particdes, € possivel
sugerir que a maior parte dos compostos presentes no extrato etanélico apresenta média para

baixa polaridade.
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5.2 Prospeccéo fitoquimica
A prospeccdo fitoquimica permitiu sugerir as possiveis classes de metabdlitos
presentes nos extratos e particdes do fruto de A. Squamosa L. Na Tabela 2 estdo apresentados

os resultados para cada um dos agentes reveladores empregados.

Tabela 2- Prospeccdo fitoquimica dos extratos e parti¢des do fruto de A. Squamosa

AMOSTRAS

Reveladores EHE EE PH PD PAE PHM
NP-PEG (Flavonoides) + + -- + + --
Cloreto férrico (Fendlicos e taninos) + + -- + + -
Dragendorff (Alcaloides) -- -- -- + -- -
KOH (Antraquinonas, Antronas e Cumarinas)  -- -- -- ++ + -
Liebermann Burchard (Terpenos e esteroides)  ++ ++ +++  +++ + ++
Vanilina Sulfurica (Revelador geral) ++ - ++H+ A+ - --

Fonte: elaborada pela autora (2025).
Nota: EHE - Extrato hidroetan6lico, EE - Extrato etanélico, PH — Parti¢do hexano, PD — Parti¢do diclorometano,
PAE — Particdo acetato de etila e PHM — Particdo hidrometanolica.

Os resultados obtidos indicaram a presenca de compostos das classes dos fendlicos,
flavonoides, cumarinas, alcaloides e terpenos nos extratos e particbes do fruto de A.
Squamosa.

As revelagcBes com NP-PEG (Figura 7) e cloreto férrico indicaram a presenca de
compostos fenolicos e flavonoides em EHE, EE, PD e PAE. Nas placas reveladas com NP-
PEG, observou-se manchas de coloragéo esverdeada sugerindo a presenca de flavonoides.

No experimento com KOH, a PD apresentou uma mancha de cor azul, caracteristica
da presenca de cumarinas na amostra. A revelacdo com o reagente Dragendorff apresentou
uma mancha alanrajada na PD, indicando a possibilidade de alcaloides no fruto investigado
(Figura 8).

A CCD revelada com o reagente Liebermann-Burchard (Figura 9) apresentou
manchas marrons para o EHE, EE, PH, PAE e PHM e manchas marrons e roxas para a PD
(Figura 10). A PAE apresentou uma mancha pouca intensa com esse agente revelador.
Geralmente, esse reagente, embora seja um revelador geral, é relacionado com a presenca

principalmente de terpenos e esteroides.



37

A revelacdo com vanilina sulfurica evidenciou a presenca de manchas roxas mais
intensas nas PH e PD e de baixa intensidade para o EE e PHM (Figura 11). O EHE apresentou

uma mancha rosa bastante nitida indicando a possibilidade da presenca de proantocianidinas.

Figura 7- CCD revelada com o reagente NP-PEG
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Fonte: autora (2025).

Figura 8- CCD revelada com o
reagente Dragendorff
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Fonte: autora (2025).

Figura 9- CCD revelada com o reagente
Liebermann-Burchard
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Fonte: autora (2025).

Figura 10- CCD revelada com
vanilina sulfurica
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Fonte: autora (2025).
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5.3 Anotagdo dos compostos presentes nos extratos e particées do fruto de A. Squamosa
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM)

Os extratos e particbes do fruto de A. squamosa L. foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo
por eletrospray (CLAE-EM-IES). Nas Figuras 11, 12, 13, 14, 15 e 16 estdo apresentados 0s
cromatogramas obtidos em modo negativo e em modo positivo para cada amostra.

A partir dos perfis cromatograficos, € possivel observar variacBes qualitativas e
quantitativas entre as amostras, investigadas evidenciando que o0s extratos e particoes
apresentam composicGes quimicas diferentes. Essa condicdo era esperada, uma vez que a
utilizacdo de sistemas de solventes com diferentes polaridades favorece a extracdo de

compostos com caracteristicas quimicas distintas.

Figura 11- Cromatogramas do extrato hidroetandlico do fruto de A. Squamosa por
CLAE-EM nos modos negativo e positivo
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Fonte: autora (2025).
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Figura 12- Cromatogramas do extrato etandlico do fruto de A. Squamosa por CLAE-
EM nos modos negativo e positivo
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Fonte: autora (2025).

Figura 13- Cromatogramas da particdo hexanica do fruto de A. Squamosa por CLAE-
EM nos modos negativo e positivo
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Fonte: autora (2025).



40

Figura 14- Cromatogramas da particdo diclorometano do fruto de A. Squamosa por
CLAE-EM nos modos negativo e positivo
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Fonte: autora (2025).

Figura 15- Cromatogramas da particdo acetato de etila do fruto de A. squamosa por
CLAE-EM nos modos negativo e positivo
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Fonte: autora (2025).
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Figura 16- Cromatogramas da particdo hidrometandlica do fruto de A. Squamosa por
CLAE-EM nos modos negativo e positivo
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Fonte: autora (2025).

Na Tabela 3 estdo apresentados os compostos e as classes de metabolitos especiais
anotados nos extratos e particdes do fruto de A. Squamosa.

Um total de 89 compostos foi anotado nos extratos e particbes do fruto de A.
Squamosa L. por CLAE-EM-IES. As classes de compostos encontradas foram acidos
organicos, acidos fendlicos, flavonoides, taninos, alcaloides, cumarinas, terpenos,
acetogeninas, acidos graxos, esfingolipideos, glicerideos e aminoacidos. Essas classes estao
de acordo com dados de estudos anteriores que investigaram a composi¢do quimica do fruto
de A. Squamosa L. ou de suas partes isoladamente, como sementes, cascas e pericarpo (Hopp
et al., 1998; Alali; Liu; Mclaughlin, 1999; Yang et al., 2009; Li et al., 2010; Chen; Chen; Li,
2011; Dang et al., 2011; Rabélo et al., 2015; Baskaran; Pullencheri; Somasundaram, 2016;
Chen et al., 2019; Guidoti et al., 2019; Al-ghazzawi, 2019; Singh et al., 2024).

Na sequéncia (Figura 17), estdo apresentadas as estruturas dos compostos anotados
nesse trabalho, os quais ja foram previamente isolados em outros estudos com a espécie A.

sguamosa.



Tabela 3- Anotacado dos compostos presentes nos extratos e particdes do fruto de A. squamosa
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_ - + Erro Fragmentos (m/z) Formula Anotacdo dos Classe de i
Trn  [M-H] [M+H] (ppm) EM/EM molecular compostos Amostras metabolito Referéncias
5eV: 161, 143, 131 EHE, EE,
0,37 179,0558 -- -1,67 : ' ' ' CsH1206 Glicose ou frutose PD, PAE, AcUcar Jinetal., 2018
119, 101, 89 PHM
0,47  133,0145 -- 2,29 10 eV: 115 C4HsO0s Acido malico EHE Acido organico Baskaran; Pullencherr;
Somasundaram, 2016
, Acido hidroxi- o .
0,47 - 133,0496 0,75 15eV:97,73,71,69  CsHgO, oXopentanoico PAE Acido organico HMBC
20eV: 177, 159, 141 Acido glucénico ou EHE, EE, .
0,47 195,0510 -- 0,0 ; ' k " CeHp04 L. g o - PD, PAE, Acido organico Araujo et al., 2020
129, 99, 75, 59 acido galactonico PHM
20eV: 173, 147, 127, < . - o .. Baskaran, Pullencheri,
0,47 191,0566 -- 2,62 111 C;H1,04 Acido quinico EHE Acido organico Somasundaram, 2016
10 eV: 129, 115, 103, < . . . EHE, EE, © . A Baskaran; Pullencheri;
0,55 147,0297 -- -1,36 71, 59 CsHgOs Acido citramalico PD, PAE Acido organico Somasundaram, 2016
0,55 117,0196 -- 2,56 20 eV: 99, 85, 73 C,HeO, Acido succinico EE, PD, PAE Acido organico PubChem®
0,53 1910200 -- 157 173,129,111 CeHsOs Acido citrico ouacido ¢y e Acido organico  Daskaran; Pullencheri;
isocitrico Somasundaram, 2016
20 eV: 276, 258, 230 EHE, EE, Aminoacido
0,65 -- 294,1548 0,33 ' k k " CyH»sNO; Deoxi-frutosil leucina PD, PAE, . HMDB
212, 144, PHM derivado
15eV: 101, 99, 85, < . e EE, PD, ‘. A Baskaran; Pullencheri;
0,65 161,0458 -- 1,86 73.71, 59, 57 CsH1005 Acido hidréxiadipico PAE, PHM Acido organico Somasundaram, 2016
20 eV: 310, 292, 264, Deoxi-frutosil EHE, EE, Aminoacido
10 N 3281393 061 246, 178, 166, 132 C1sHxNO; fenilanalina PHM derivado HMDB
Baskaran; Pullencheri;
- . EHE, EE < . - Somasundaram, 2016;
1,24 1 1 -- 1 10eV: 1 H A ! ! A fenol ) ! ’
, 53,0195 .30 Oe 09 C,Hs0, cido protocatecuico PD, PAE cido fendlico Baleiras-Couto et al..
2023
10 eV: 153, 135, 123, . . EHE, EE, Glicosideo Baleiras-Couto et al.,
1,43 315,1088 -- 0,95 89 C14H204 Vanilolosideo PD. PAE fendlico 2023
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1,70

1,94

2,17

2,45
2,52
2,72

2,85

3,13

3,21

3,21

3,25

3,27

3,41

3,46

137,0246

477,1615

289,0717
121,0294
177,0191

577,1354

131,0712
865,1993

289,0717

272,1285

300,1588

141,0550

286,1439

328,1553

1,45

0,21

1,46

-0,35
-0,83
-1,17

0,52

-2,00

2,84

0,35

3,05

-1,52

0,92

-0,35

20 eV: 93, 65

10 eV: 431, 293, 233,
191, 149, 125, 89

20 eV: 255, 237, 2009,
161, 145, 143, 123,
107

15 eV: 245, 205, 179,
137, 125, 123, 109
20eV: 121, 120, 92,
77

25eV: 149, 133, 121,
105, 93, 89, 77

10 eV: 451, 425, 407,
289, 125

20 eV: 269, 257, 237,
209, 175, 145, 107

20 eV: 109, 97, 85,
81, 69

20 eV: 269, 254, 237,
209, 191, 175, 145,
143, 137, 107

20 eV: 298, 297, 266,
265, 237, 219, 205,
191, 178

15eV: 113, 85, 69

15eV: 271, 245, 205,
137, 109

C7HeO3

C20H30013

C16H17NO3

C15H1406
C7H60,
CoHeO4

C30H26012

C18HZlNO3

C7Hs0s

C17H19NC)3

CigH21NO,

C6H1203

C45H38018

C15H1406

Acido hidroxibenzoico
3,4,5-trimetoxifenil-O-
apiofuranosil-
glucopiranosideo

Norcoclaurina

Catequina
Acido benzoico
Esculetina

Procianidina B2

N-metilcoclaurina

Metoxi benzenodiol

Coclaurina ou
isococlaurina

Corituberina

Acido hidroxi-
hexanoico

Procianidina trimero

Epicatequina

EHE, EE,
PD, PAE

EHE, EE,
PD, PAE,
PHM

EHE, EE,
PAE, PHM
EHE

EHE, EE,
PD, PAE

EE, PD, PAE

EHE

EHE, EE,
PD, PAE,
PHM

EE, PD

EHE, EE,
PD, PAE,
PHM

EHE, EE,
PD

EE, PD
EHE

EHE

Acido fenélico

Glicosideo
fendlico

Alcaloide

Flavonoide

Acido organico

Cumarina

Tanino

Alcaloide

Fenolico

Alcaloide

Alcaloide

Acido organico

Tanino

Flavonoide

Zhu et al., 2025;
Baleiras-Couto et al.,
2023

Wang et al., 2024

Schmidt et al., 2007

Baskaran; Pullencheri;
Rajarathnam, 2016

PubChem

Zhu et al., 2025

Baskaran; Pullencheri;
Somasundaram, 2016

Schmidt et al., 2007

HMDB

Al-Ghazzawi, 2019;
Schmidt et al., 2007;
Zhu et al., 2025

Schmidt et al., 2007; Oh
et al., 2018

Baleiras-Couto et al.,

2023

Baskaran; Pullencheri;
Somasundaram, 2016

Baskaran; Pullencheri;
Somasundaram, 2016




44

3,49

3,69

3,73

3,77

3,80

3,85

3,88

4,23

4,45

447,1507

281,1394

387,1659

431,1922

165,0560

185,0819

193,0504

298,1085

330,1703

342,1688

342,1699

286,1434

268,1330

-0,22

0,91

0,0

-0,51

-0,23

1,82

0,0

-3,51

-1,03

-2,92

-1,40

-0,75

0,0

20 eV: 401, 269, 161,
101, 89

25 eV: 299, 267, 241,
239, 192, 175, 143,
137, 109

20 eV: 237, 201, 189,
171, 139, 123

20 eV: 387, 207, 163,
119, 89

20 eV: 385, 284, 179,
161, 119, 89

10 eV: 147, 119, 103,
67

20 eV: 141, 123

20 eV: 311, 296, 279,
264, 248, 236, 219,
209, 178, 138

20 eV: 311, 296, 280,
265

20 eV: 269, 254, 237,
209, 194, 191, 175,
145, 143, 137, 107

20 eV: 251, 236, 235,
219, 191, 165, 138,
107

25eV: 190, 178, 161,
148, 135

C19H28()12

C1eH24NO4

C15H2205

C18H2809

CigH300s+AF

CoH1005

CoH1404

CZOHZSNC)4

C1OH 1004

C2oH23NO,

C17H19NO3

C17H17N()2

C17H17NO,

4-metoxifenil 4-O-(b-D-
galactopiranosil)-b-D-
glucopiranosideo

Reticulina

Acido dihidrofasico

Acido tuberénico
hexosideo

vomifoliol-hexosideo
(Roseosideo)

Acido
hidroxifenilpropionico

Acido nonenodioico

Isocoridina”

Acido ferlico

N-metillaurotetanina

Coclaurina ou
isococlaurina

Asimilobina”

N-Cafeoil tiramina
isbmero |

EHE, EE

EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PD, PAE

EHE, EE,
PAE

EHE, EE,
PAE

EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PD

EHE

EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PD, PAE

Glicosideo
fendlico

Alcaloide

Sesquiterpenoi
de

Acido organico
glicosideo

Iridoide
glicosideo

Acido fendlico
Acido organico
Alcaloide

Acido fendlico

Alcaloide

Alcaloide

Alcaloide

Aminoacido
derivado

Baleiras-Couto et al.,
2023

Schmidt et al., 2007

Zhu et al., 2025

Danise et al., 2021

Danise et al., 2021;
Rosso et al., 2022

Metlin

HMDB

Bhakuni; Tewari; Dhar,
1972; Singh et al., 2017;
Dantas et al., 2020
Baskaran; Pullencheri;
Somasundaram, 2016

Dantas et al., 2020

Schimidt et al., 2007;
Oh et al., 2018; Yassin
et al., 2025; Zhu et al.,
2025

Rabélo et al., 2015; Zhu
et al., 2025

Palo et al., 2022
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4,95

5,20

521

5,63
5,64

5,70

7,86

7,98

8,18

8,13

8,25

8,29

8,38

356,1862

609,1467

298,1089

187,0976

333,2073

335,2226

293,1757

335,2227
381,2277

377,2333

611,1599

282,1485

266,1175

319,2252

274,2743

1,68

0,98

1,34

-1,41
0,0

-0,37

0,60

-0,60

-0,50

-0,34

-0,30

0,73

0,0

20 eV: 325, 310, 294,
279, 251, 220, 189,
166, 119

30 eV: 609, 301, 300,

271,179,151/ 20 eV:

303, 304, 252, 179
25eV: 190, 178, 161,
148, 135

20 eV: 265, 250, 235,
234, 219, 207, 191
15eV: 169, 125

20 eV: 249, 219, 201,
190, 191, 189, 178

30 eV: 333, 315, 287,
271, 219, 161

20 eV: 335, 321, 293,
277, 205, 168

15eV: 301, 283, 273,
255, 241, 219, 177

20 eV: 236, 221, 220,
205,192, 177,71

20 eV: 335, 293, 277,
205

20 eV: 274, 256, 212,
173, 106

30eV: 331, 317

C21H25NO4

C27H30016

C17H17N()4

C1gH1sNO
CoH1604

C17H15NOZ

CaoH300,

C20H3204

C20H30C)3

C17H26C)4

CyoH3,04+AF

C16H35NO2

C2oH3405

Glaucina®

Rutina”

N-Cafeoil tiramina
isdmero 1l

Nornuciferina
Acido metilsubérico

Anonaina*
3,7,12- Trihidroxiabieta-
8,13-dien-18-al

Acido 16-beta,17-
dihidroxi-ent-kauran-19-
oico |l *

Isosteviol

Gingerol

Acido 16-beta,17-
dihidroxi-ent-kauran-19-
oico Il *

Hexadecaesfinganina
Acido 16-beta-Hidroxi-

17-acetoxi-ent-kauran-
19-oico *

PD

EHE, EE,
PAE, PHM

EE, PD, PAE

PD
EE, PH, PD

EE

EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PD

PD

EHE, EE,
PH, PD,
PAE, PHM

EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PH, PD,
PAE

EHE, EE,
PH, PD

Alcaloide

Flavonoide

Aminoacido
derivado

Alcaloide

Acido organico

Alcaloide

Diterpenoide

Diterpenoide

Diterpenoide

Fendlico

Diterpenoide

Esfingolipideo

Diterpenoide

Bhakuni; Tewari; Dhar,
1972; Dantas et al.,
2020; Singh et al., 2017
Baskaran; Pullencheri;
Somasundaram, 2016;
Sakna et al., 2019;
Yadav et al., 2011

Palo et al., 2022

Zhu et al., 2025

HMDB

Bhakuni; Tewari; Dhar,
1972; PubChem

Mbakidi-ngouaby et al.,
2018

Singh et al., 2024

Metlin

Chibuye et al., 2024

Singh et al., 2024

Huang et al., 2016

Wu, 1996
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8,55

8,78

8,80

9,06

9,54

9,57

9,55

9,84

9,84

9,89

10,09

10,21

10,36

317,2126

315,1965

347,2223

291,1968

309,2071

311,2228

293,2124

295,2275

313,2382

683,4734

343,2202

301,2146

317,2099

318,3001

661,4647

661,4648

-1,13

-5,31

-0,32
-3,78

-1,43

-0,63

0,69

0,00

0,00

0,68

-1,35

-0,45

-0,64

-0,88/
-0,3

30 eV: 343, 314, 252,
237,187, 167, 145

25eV: 317,271, 126

15 eV: 283, 255, 245,
227,199, 185, 173,
147, 133, 119, 107

25eV: 315, 271, 117

20 eV: 300, 282, 255,
215, 191, 173, 147
20 eV: 291, 273, 247,
223, 207, 185

15eV: 291, 273, 247,
223, 195, 183, 121,
111

20 eV: 293, 277, 249,
223, 195, 185, 177,
137,125, 113

20 eV: 293, 275, 249,
185,163, 125, 113

20 eV: 295, 277, 251,
249, 208, 192, 149,
111

30 eV: 661, 617. 347,
279

20 eV: 295, 277, 251,
183, 155, 137, 109

20eV:637/30eV:
661

C20H3203

C20H3003

C20H28()2

C21H3:04

C1gH3oNO3

C18H2803

C1gH300,

C1gH3204

ClBHSOOS

C18H3203

C37H6508+ Na

C1H3404

C37HgsOs+AF
C37H6508+ Na

Acido hidroxi-
eicosatetranoico

Acido 16-alfa-Hidro-19-
al-ent-kauran-17-oico *

Acido dehidroabiético

Acido anacérdico (13:2)

Acido 16-alfa-H-ent-
kaurano-17,19-dioico,
17-metil-ester *

Fitoesfingosina

Acido colnelénico

Acido dihidroxi-
octadecatrienoico

Acido dihidroxi-
octadecadienoico

Acido hidroxi-
octadecatrienoico

Acido hidroxi-
octadecadienoico

Annosquatina-1*

Acido dihidroxi-
octadecenoico

Annosquatina-11*

EHE
EE, PH, PD

EHE, EE,
PD

EE, PH, PD

EE

EHE, EE.
PAE

EE, PH

EHE, EE,
PH

EHE, EE,
PH

EHE, EE,
PH

EHE, EE

EHE, EE,
PD

EE, PH

EHE, EE,
PD

Acido graxo

Diterpenoide
Diterpenoide
Acido fenolico
Diterpenoide

Esfingolipideo

Acido graxo

Acido graxo

Acido graxo

Acido graxo

Acido graxo

Acetogenina
Acido graxo

Acetogenina

Metlin

Wu, 1996
Metlin
Ersan et al., 2016

Chen et al., 2019

Metlin

Islam; Rafiqul;
Sunghwan, 2022

Khalil et al., 2024

Metlin

GOmez-romero; Segura-
carretero; Fernandez-
gutiérrez, 2010.
GOmez-romero; Segura-
carretero; Fernandez-
gutiérrez, 2010.

Chen; Chen; Li, 2011

HMDB

Chen; Chen; Li, 2011
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10,49

10,49

10,57

10,91

10,94

11,07

11,28

11,51

11,54

11,54

11,65

11,94

12,07

12,14

12,29

639,4488

277,2171

667,4791

301,2173

279,2331

255,2329

623,4533

281,2484

651,4842

283,2646

633,4335

661,4648

617,4375

623,4885

601,4432

645,4698

629,4753

585,4500

587,4648

-0,30

1,56/
-2,10

1,10

0,0/
0,64

0,00
0,36

-0,39

0,80/
-1,16

-0,46

-0,71

0,15/
-0,16

1,06
-2,39

0,34

30eV: 593/
30eV: 617

20eV: 277, 159

20eV:621/20eV:
605, 587, 569, 551,
533, 319, 265, 195

20 eV: 301, 256, 146

20eV: 279, 261, 162,
119

20 eV: 255, 237, 196,
164, 131

20eV: 577/
30 eV: 601

20 eV: 645, 533

20eV: 605/
20 eV: 629

20 eV: 283

20 eV: 587

CssHe20g+Na

CssHesOg+Na

CasHg,O7+AF
C3sHg20O,+Na

C18H30()2

Ca7HesO7+AF
Cs7Hes07

CZOHSOOZ
C18H3202

C16H3202

CasHe:06+AF

C18H34C)2

Ca7HesO6+AF

C18H3602

C37H60()5

CssHesOs+Na

Annonisina
Squamostatina-A*
Squamolinone”
Acido linolénico

Squamocina ou isbmero
*

Acido caurenoico *
Acido linoleico
Acido palmitico

Squamocina J ou K*
Squamoxinona E

Acido oleico
Squamocina L*
Acido estearico

Derivado de diglicerideo

Solamina ou
Annotemoina - 1*

EE

EE, PD

EHE, EE,
PH, PD

EHE, EE,
PH

EHE, EE,
PH, PD

EHE, EE

EHE, EE,
PH, PD
EHE, EE,
PH, PD
EHE, EE,
PH, PD
EHE, EE,
PH, PD,
PAE
EHE, EE,
PD

EHE, EE,
PH, PD
EHE, EE,
PH, PD
EHE, EE,
PH, PD
EHE, EE,
PH, PD

Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina

Acido graxo
Acetogenina

Diterpenoide
Acido graxo
Acido graxo

Acetogenina
Acetogenina

Acido graxo
Acetogenina
Acido graxo
Glicerideo

Acetogenina

Alali; Liu; Mclaughlin,
1999

Chen; Chen; Li, 2011
Hopp et al., 1998

Paquin et al., 2015

Fujimoto et al., 1988;
Dang et al., 2011; Singh
et al., 2024

Yang, 2002; Guidoti et
al., 2019

Paquin et al., 2015
Paquin et al., 2015

Dang et al., 2011

Yassin et al., 2025

Paquin et al., 2015
Dang et al., 2011
Paquin et al., 2015
HMDB

Dang et al., 2011
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12,52

12,79

13,37

13,88

15,48

15,75

16,50

16,75

-~ 613,4800

- 615,4955

- 641,5138

643,5290

-~ 615,4958

-~ 641,5135

-~ 617,5125

-- 643,5297

-0,33

-0,65

-0,78

1,55

0,16

-0,78

-2,43

1,55

30eV: 613

CssHesOs+Na

Cs7HesOs+Na

C41H6805

C41H70s

Ca7HesOs+Na

C41Hgs0s

C39H6805

C41H700s

Annojahnina

Uvarimicina | ou
Uvarimicina IV ou
reticulatacina

Derivado de diglicerideo

Derivado de diglicerideo
Uvarimicina | ou
Uvarimicina IV ou
reticulatacina

Derivado de diglicerideo
Derivado de diglicerideo

Derivado de diglicerideo

EHE, EE,
PD

EE, PH

EE, PH

EE, PH

EE, PH

EE, PH

EE, PH

EE, PH

Acetogenina

Acetogenina

Glicerideo

Glicerideo

Acetogenina

Glicerideo
Glicerideo

Glicerideo

Alali; Liu; Mclaughlin,
1999

Alali; Liu; Mclaughlin,
1999

HMDB
HMDB

Alali; Liu; Mclaughlin,
1999

HMDB
HMDB

HMDB

Fonte: elaborada pela autora (2025).
Nota: ~* Isolado na espécie. --: Nao determinado. EHE - Extrato hidroetanélico, EE - Extrato etandlico, PH — Particdo hexano, PD — Particdo diclorometano, PAE — Particdo
acetato de etila e PHM - Particdo hidrometandlica. Metlin Database:
https://lwww.hmdb.ca/spectra/ms/search. PubChem — National Center for Biotechnology Information: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.

https://metlin.scripps.edu/auth-login.html.

HMDB - Human Metabolome Database:


https://metlin.scripps.edu/auth-login.html
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 17- Compostos anotados no fruto e isolados em outros estudos com A. squamosa

Acetogeninas

Ry OH

o
OH
Squamocina: Ry =He R, = OH
Squamocina L: Rye R, = H
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Solamina

OH
Annotemoina - 1
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Fonte: autora (2025).
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Acido 16-beta,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oico Acido 16-beta-Hidroxi-17-acetoxi-ent-kauran-19-oico

Alcaloides
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Anonaina Glaucina

l OH
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o
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Rutina
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Cada composto anotado no fruto de A. squamosa foi classificado de acordo com sua
presenca nos extratos e particdo. A partir desses dados, foi elaborado um gréfico de resposta

(Grafico 2) relacionando as classes de metabdlitos identificadas em cada amostra.

Gréfico 2- Relagdo das principais classes de metabolitos anotadas
nos extratos e particdes de A. squamosa

Acidos...
glicerideos Acidos fendlicos

Aminoacidos mpostos... —o—EHE

1 —=—EE

Esfingolipideos Flavonoides PH

—%—PD
Acidos graxos Taninos —K—PAE
PHM

Acetogeninas Alcaloides

Terpenos Cumarinas

Fonte: elaborado pela autora (2025).

Os extratos hidroetanélico (EHE) e etanolico (EE) seguiram a mesma tendéncia,
contendo compostos representativos de todas as classes de metabdlitos identificadas no fruto.
Acidos organicos, alcaloides, terpenos, acetogeninas e acidos graxos foram os principais
constituintes em ambos os extratos. Em relagdo aos compostos fendlicos (acidos fendlicos,
flavonoides, taninos e outros fendlicos), o EHE apresentou o maior numero desses
constituintes. Destaca-se, especialmente, o maior nimero de flavonoides e taninos anotados
nesse extrato. Os glicerideos, devido a sua natureza apolar, foram majoritariamente anotados
no extrato etanolico (EE).

A utilizacdo do etanol como solvente extrator permite a extracdo de uma ampla
variedade de compostos, especialmente aqueles de baixa a média polaridade, como
flavonoides, alcaloides e terpenos. Quando se empregam misturas hidroalcoolicas, como a
proporcdo etanol/agua 7:3 (v/v), a presenca da agua aumenta a polaridade do sistema,
favorecendo a extracdo de compostos mais polares, como flavonoides de maior polaridade,
taninos e glicosideos.

Com relagdo as particdes obtidas a partir da particdo liquido-liquido do extrato
etanolico (EE), a particdo hexano (PH) apresentou, principalmente, a presenca de acidos
graxos, glicerideos e acetogeninas. Esses compostos por terem baixa polaridade estdo

coerentes com a natureza do solvente empregado na particéo.
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A particdo diclorometano (PD) apresentou maior nimero de compostos anotados,
destacando-se as classes dos alcaloides, terpenos, acetogeninas, seguidas por compostos
fenolicos e acidos organicos. Ja a particdo o acetato de etila (PAE) teve como principais
constituintes os compostos fendlicos e 4acidos organicos. Por sua vez, a particdo
hidrometanolica (PHM) evidenciou o menor nimero de compostos anotados entre todas as
particoes.

Embora alguns compostos ndo tenham sido anotados, foi possivel verificar que as
classes presentes em cada extrato e particdo sdo coerentes com 0s solventes utilizados nas
extraces. Além disso, os resultados indicam uma tendéncia de concentragdo caracteristica
para cada amostra.

Uma revisdo recente reuniu diversos compostos isolados em A. sguamosa,
relacionando suas respectivas classes quimicas com as partes da planta de onde foram
extraidos. Alcaloides foram isolados da casca do fruto, folhas, estemas e galhos.
Diterpenoides foram encontrados na casca, no estema e no pericarpo. As acetogeninas foram
isoladas a partir das sementes de A. squamosa, enquanto alguns peptideos ciclicos foram
isolados tanto nas sementes como no exocarpo (Yassin et al., 2025).

E importante destacar que a composicdo quimica dos extratos vegetais, bem como
suas atividades biologicas, pode variar em funcdo de fatores, como a regido de cultivo,
condic@es climaticas, tipo de solo, sazonalidade, fatores genéticos, estagios de crescimento da
planta, qualidade do material de partida, processos de extracdo utilizados, além das técnicas e
condicdes analiticas empregadas (Zhang et al., 2022; Monogas et al., 2022; Alzunaydi;
Alharbi; Alfarhan, 2025).

5.4 Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos extratos e parti¢cbes do

fruto de A. squamosa

Os resultados dos teores de compostos fenolicos e atividade antioxidante pelos
métodos dos radicais DPPH e ABTS e pelo método FRAP dos extratos etandlico e
hidro&lcoolico e particdes do fruto de A. squamosa estdo apresentados na Tabela 4.

Os resultados referentes ao teor de compostos fendlicos, a capacidade antioxidante
pelo método FRAP e a capacidade antioxidante pelo método ABTS foram calculados a partir
das curvas analiticas, utilizando diferentes concentracbes de acido gélico (y = 0,1178x —
0,022; R? = 0,09993), reagente Trolox para FRAP (y = 0,0844x — 0,0233; R* = 0,09983) e
reagente Trolox para ABTS (y = -0,0355x + 0,8225; R? = 0,09896), respectivamente.
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Tabela 4- Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante de extratos e particdes de A.
Squamosa

- Meto_do do Método Método
Teor de compostos fendlicos radical
FRAP ABTS
DPPH
Amostra M de EAG ]
mg de EAG / g % de sequestro pmol de ET/ pmol de ET
100 g de
g de extrato Extrato de DPPH g extrato / g extrato
EHE 53,10+ 0,1 5310,0 92,79+13%  8945+21 87,13
EE 10,20+ 1,1 1020,0 67,48 £ 5,6% 3557+1,3 49,67
PH - - 7,21 £1,7% - -~
PD 21,60+ 0,2 2160,0 90,07 + 3,8% 60,92 £ 3,4 77,13
PAE 28,90 £0,5 2890,0 92,50 = 2,9% 77,85+ 1,6 81,27
PHM 40£0,5 400,0 62,51 +2,1% 11,59+0,8 34,19

Fonte: elaborada pela autora (2025).

Nota: EHE - Extrato hidroalcoolico (etanol/agua 70:30 v/v). EE - Extrato etandlico. PH - particdo hexano. PD -
particdo diclorometano. PAE - particdo acetato de etila. PHM - parti¢do o hidrometandlica. --: Nao determinado.
DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil. EAG: Equivalentes de acido galico. ET: Equivalente de Trolox. Porcentagem
de sequestro de DPPH relacionada a 1000 g de extrato/mL.

A maioria dos estudos encontrados na literatura sobre A. Squamosa concentra-se em
partes especificas do fruto e um dos diferenciais deste trabalho é justamente o fato da
investigacao ter sido conduzida com o fruto inteiro, incluindo casca, sementes e polpa.

Os resultados evidenciaram que o EHE apresentou maior teor de compostos
fendlicos (53,20 mg EAG/g de extrato) comparado ao EE e as particdes PH, PD, PAE e PHM.,
O EHE tambeéem apresentou o maior efeito antioxidante pelas trés metodologias testadas
(DPPH, FRAP e ABTS), indicando uma correlacdo positiva com o teor de compostos
fenolicos totais. A atividade antioxidante de uma amostra € frequentemente associada a
presenca de compostos fendlicos, amplamente conhecidos por suas propriedades
antioxidantes. De todo modo, € importante mencionar que, em uma amostra, outras classes de
compostos além dos fendlicos, também podem contribuir para a atividade antioxidante.
Corroborando esse achado, o EHE apresentou 0 maior nimero de compostos fendlicos por
CLAE-EM-IES, e também evidenciou a presenca dessa classe no experimento qualitativo de
cromatografia em camada delgada (CCD).

Com relagéo as particGes, PAE e PD apresentaram teor de fendis totais de 28,90 e
21,60 mg EAG/g de extrato, respectivamente. Esses valores foram superiores aos encontrados

para 0 extrato etandlico (EE), bem como para as particbes PH e PHM. O potencial
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antioxidante obtido pelas metodologias DPPH, FRAP e ABTS, apresentou correlagéo positiva
com o teor de fenois totais, de acordo com a seguinte ordem decrescente de atividade: EHE >
PAE > PD > EE > PHM > PH. O maior teor de fendis e a maior atividade antioxidante
observada nas particbes PAE e PD podem estar relacionados com o fato de que o
procedimento de partigdo liquido-liquido favorece a concentracdo de determinadas classes em
particdes especificas.

Alguns estudos ja relataram sobre o teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante em diferentes partes do fruto de A. squamosa. Extratos metanolicos das sementes
e da polpa de frutos adquiridos em mercado local de Juazeiro do Norte (Ceard, Brasil)
apresentaram teor de compostos fendlicos de 32,53 e 2,20 mg EAG/g de extrato,
respectivamente. O extrato da semente que teve o maior teor de fenois totais, também indicou
maior atividade antioxidante pelos métodos dos radicais DPPH e ABTS e pelo método FRAP
(Leite et al., 2021).

Extratos hidroalcoolicos (Etanol/agua 95:5 v/v) da casca do fruto de A. squamosa de
diferentes cultivares produzidas na Tailandia indicaram teores de fenois totais entre 33,8 a
140,4 mg EAG/g de casca seca (Manochai et al., 2018).

Quando o teor de fendis das partes do fruto é comparado ao de outras partes da
planta, como a raiz (171,5 mg EAG/ g extrato) e as folhas (167,9 mg EAG/100 g extrato),
observa-se que essas apresentam concentragdes mais elevadas dessa classe de compostos
(Mariod et al., 2012).

Em outro estudo com o0s extratos metanodlico e aquoso da polpa do fruto, a
capacidade de sequestro do radical DPPH foi investigada sendo encontradas porcentagens de
inibicdo de 91,83% e 70,64% a uma concentracdo de 500 pg/mL, respectivamente
(Nandhakumar; Indumathi, 2013). Ja no trabalho de Trindade et al. (2020), o extrato etan6lico
da polpa indicou uma porcentagem de atividade antioxidante pelo método do DPPH de
20,6%.

Embora as comparacGes entre os diferentes trabalhos encontrados na literatura sejam
dificultadas por vérios fatores ja discutidos anteriormente nesse trabalho, os valores aqui
observados estdo dentro dos intervalos relatados.

Os estudos que investigaram as partes do fruto separadamente indicam que todas elas
podem contribuir para a atividade antioxidante do fruto como um todo. Os resultados obtidos
nesse estudo foram mais expressivos do que os relatados em outras pesquisas da literatura,
sugerindo que o aproveitamento de todas as partes do fruto em conjunto pode resultar em

extratos com potencial antioxidante promissor para futuras aplicacBes na industria de
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alimentos.

5.5 Atividade antimicrobiana dos extratos e parti¢cdes do fruto de A. Squamosa

Os extratos e particdes do fruto de A. Squamosa foram avaliados pelo método da
microdiluicdo frente a bactérias bucais relacionadas com doencas como a cérie, infeccGes
periodontais e infecgdes endoddnticas. Os extratos e particdes também foram avaliados pelo
mesmo método contra algumas leveduras relacionadas com a candidiase e infeccbes
oportunistas em pacientes imunocomprometidos. As concentragcdes inibitdrias minimas

(CIM’s) obtidas a partir desses ensaios estdo apresentadas nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5- Atividade antibacteriana dos extratos e parti¢cGes de A. Squamosa

Concentracdo inibitéria minima (CIM - pg/mL)

Microrganismos
EHE EE PH PD PAE PHM C+

S. mutans ") 1000 500 125 1000 1000 2000 0,461

S. mitis ) 500 250 62,5 1000 1000 1000 1,844
S.sanguinis ©® 2000 2000 2000 >2000 >2000 >2000 0,922
A. actinomycet.©™ 1000 500 125 1000 1000 1000 1,844
F.nucleatum ©V 125 125 125 62,5 125 125 1,844
A. naeslundii ©®® 625 781 39 7,81 2000 2000 1,844
P.gingivalis ©¥ 2000 625 625 125 2000 1000 3,688

Fonte: elaborada pela autora (2025).

Nota: EHE - Extrato hidroalcoolico (etanol/agua 70:30 v/v). EE - Extrato etandlico. PH - particdo hexano. PD -
particdo diclorometano. PAE - particdo acetato de etila. PHM - particdo o hidrometandlica. C+: Digluconato de
clorexidina. Concentragdes das amostras avaliadas frente as bactérias = 2000 ug/mL a 0,98 pg/mL Bactéria para
controle do método: Bacteroides fragilis — CIM = 1,47 pg/mL. GP: Bactéria Gram positiva. GN: Bactéria Gram
negativa.

Os resultados de CIM obtidos para os microrganismos bucais evidenciaram que 0s
extratos EHE e EE, e a particdo PH inibiram o crescimento de todas as bactérias dentro do
intervalo das concentracOes testadas (2000 pg/mL a 0,98 pg/mL). Entretanto, a particdo PH
apresentou os menores valores de CIM para a maioria das bactérias (125 — 3,9 pg/mL)
indicando maior atividade antibacteriana.

Valores de CIM abaixo de 100 ug/mL, a atividade é considerada significativa; entre



55

100 e 625 pg/mL, moderada e valores de CIM acima de 625 pg/mL, a atividade ¢ fraca (Kuete
2010). Com base nesses parametros, a atividade encontrada para a particdo PH é de
significativa a moderada para a maioria das bactérias testadas. Destaca-se ainda que valores
de CIM abaixo de 100 ug/mL, como aqueles encontrados para S. mitis, A. naeslundii e P.
gingivalis, sdo considerados promissores para extratos vegetais (Rios; Recio, 2005). As
principais classes de compostos anotadas na composi¢do quimica da particdo PH foram os
acidos graxos como principais componentes, seguidos das acetogeninas.

Os é&cidos graxos sdo considerados relevantes como agentes antibacterianos contra
um amplo espectro de microrganismos (Yoon et al., 2018). Embora seus mecanismos de agao
ndo sejam totalmente esclarecidos, um entendimento bastante aceito é a insercdo dos &cidos
graxos na membrana celular da bactéria promovendo alteracbes na sua permeabilidade,
induzindo a lise celular (Arellano et al., 2023). Acidos graxos tais como linoleico, linolénico,
palmitico e oleico j& foram relatados para seus efeitos contra bactérias bucais, incluindo S.
mutans, A. actinomycetemcomitans, C. albicans, P. gingivalis, F. Nucleatum e S. gordonii
evidenciando maior atividade frente as bactérias Gram positivas (Huang; George; Ebersole,
2010).

As acetogeninas também podem estar relacionadas com a atividade antibacteriana
observada. Particdes ricas em acetogeninas de Annona coricea demonstraram atividade contra
S. mutans, S. sanguinis, S. mitis e S. salivarus com concentraces inibitorias entre 3,12 e 50
pug/mL (Terezan et al., 2020). Acetogeninas de Annona muricata indicaram potente efeito
antibacteriano contra véarias bactérias Gram negativas e Gram positivas com concentragdes
inibitdrias variando de 0,009 a 12,5 pg/mL (Romero et al., 2023). Na particdo PH ainda
foram anotados em menor proporcdo alguns alcaloides e terpenoides. Essas classes de
compostos também sdo reconhecidas por apresentarem propriedades antibacterianas (Das;
ruhal, 2025) e podem contribuir para a atividade observada.

A particio PD com a presenca de alcaloides, acetogeninas e terpenos, também
indicou bons resultados para F. nucleatum, A. naeslundii e P. gingivalis (CIM’s entre 7,81 e
125 pg/mL), entretanto indicou fraca atividade para S. mutans, S. mitis e S. sanguinis (1000
pg/mL), e foi inativo para A. actinomycetencomitans dentro do intervalo de concentracao
testado.

Os extratos e particdo de A. squamosa L. também foram investigados quanto aos seus
potenciais antifungicos contra algumas leveduras do género Candida e os resultados
apresentados na Tabela 6.

Em relacdo a esse grupo de microrganismos, o extrato EHE e a particdo PAE
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inibiram o crescimento de todas as leveduras, com destaque para o extrato EHE que
evidenciou os menores valores de CIM (23,43 — 187,5 ug/mL). Ressalta-se que para trés
leveduras testadas, o EHE inibiu o crescimento com valores de CIM abaixo de 100 pug/mL

indicando significativo efeito contra estas espécies.

Tabela 6- Atividade antiflngica dos extratos e particdo de A. Squamosa

Concentracdo inibitéria minima (CIM - pg/mL)

Micorganismos

EHE EE PH PD PAE PHM C+
C. auris 93,47 750 1500 3000 3000 >3000 0,25
C. albicans 23,43 375 >3000 >3000 375 >3000 0,25

C. tropicalis 187,5 1500 >3000 >3000 1500 >3000 0,25
C. glabrata 93,75 >3000 3000 >3000 375 >3000 0,12

Fonte: elaborada pela autora (2025).

Nota: EHE - Extrato hidroalcoolico (etanol/agua 70:30 v/v). EE - Extrato etandlico. PH - parti¢do hexano. PD -
particdo diclorometano. PAE - particdo acetato de etila. PHM - parti¢do o hidrometandlica. C+: Digluconato de
clorexidina. Concentrages das amostras avaliadas frente as bactérias = 3000 ug/mL a 1,46 pg/mL Leveduras
para controle do método: C. crusei — CIM = 2,0 pg/mL e C. parapsilosis — CIM = 0,25 pg/mL.

Os resultados mais expressivos de atividade anti-Candida observados com o extrato
EHE, podem estar relacionados com o maior teor de compostos fendlicos entre todas as
amostras e com a presenca de compostos de outras classes como os alcaloides, as
acetogeninas e os diterpenoides no extrato.

Extratos vegetais com carater polar ricos em compostos fenoélicos, especialmente os
hidroalcoolicos, séo relatados como mais efetivos contra espécies de Candida. Os extratos
metanolicos, aquosos e hidroalcoolicos indicaram menores valores de CIM contra esse grupo
de microrganismos que 0s extratos obtidos com outros solventes organicos, tais como
acetona, diclorometano e etanol (Martins et al., 2015).

Os compostos fenolicos (acidos fenolicos, flavonoides, cumarinas e taninos)
presentes nos extratos vegetais tém sido considerados uma promissora classe de metabolitos
para o controle de infec¢bes causadas por espécies de Candida (Jaiswal; Kumar, 2022).

Extratos de diferentes plantas contendo acidos fenolicos, flavonoides e taninos, bem
como compostos dessas classes isolados ja demonstraram atividade contra varias espécies de
Candida (Teodoro et al., 2015; Oliveira et al., 2018; Freitas et al., 2022). Alguns compostos
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fendlicos anotados no extrato EHE, tem reconhecido efeito contra espécies de Candida tais
como os acidos fendlicos ferulico, acido protocatecuico e acido hidroxibenzoico, o
aminoacido fendlico N-cafeoiltiramina e os flavonoides catequina, epicatequina e rutina
(Martins; Cardoso; Gomes, 2015; Susilawati et al., 2023). As procianidinas (Taninos)
detectadas apenas no extrato EHE, também podem exercer uma relacdo com a atividade anti-
Candida observada (Huang et al., 2024).

E importante mencionar que, de acordo com a analise por CLAE-EM-IES, os
extratos EHE e EE apresentaram perfis semelhantes de classes de metabdlitos, com excec¢édo
da presenca dos flavonoides catequina e epicatequina, além dos taninos prociadina B2 e
procianidina trimero, detectados exclusivamente no extrato EHE. O extrato EHE também
apresentou maior teor de compostos fendlicos pelo método Folin-Ciocalteau. Considerando a
relevancia dos compostos fenolicos na atividade anti-Candida, é possivel sugerir essa classe
de substancias presente no EHE desempenhe um papel fundamental para esse efeito
bioldgico, constituindo um possivel diferencial em relacdo ao extrato EE.

Nas atividades bioldgicas de extratos vegetais, € importante considerar o possivel
sinergismo entre os diversos constituintes presentes. Além dos polifendis, alcaloides e
terpenoides também apresentam diferentes mecanismos de agdo contra Candida spp.,
incluindo a inibicdo de biofilme, ruptura da membrana celular e a inducdo de estresse
oxidativo. Essas substancias, portanto, podem contribuir de forma significativa para o efeito
bioldgico observado nos extratos. Varios extratos e particbes contendo compostos dessas
classes ja demonstraram atividade inibitoria contra essas leveduras (Dantas et al., 2025).
Ainda na composic¢do do extrato EHE, as acetogeninas ja foram encontradas para exercerem
atividade contra diversos tipos de microrganismos, incluindo aqueles relacionados com
infeccOes fungicas (Yassin et al., 2025).

Os extratos metandlicos, aquosos e cloroférmios Extratos metandlico, aquoso e
cloroférmio das folhas de A. squamosa indicaram valores de CIM contra C. albicans de 600,
600 e 800 pg/mL, respectivamente (Kalidindi et al., 2015). Em outro estudo, os extratos das
folhas inibiram o crescimento de Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus com CIM’s de 62,5 a 125 pg/mL (Dholvitayakhun et al., 2013).

Os extratos etandlicos da polpa do fruto evidenciaram valores de CIM de 340 pg/mL
para as bactérias Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (Trindade et al., 2020). Os extratos etanol, acetona e aquoso do fruto de A.
Squamosa L. foram avaliados pelo método de difusdo em agar e demonstraram atividade

antimicrobiana com halos de inibicdo para S. aureus, Streptococcus pyogenis, Pseudomonas
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aeruginosa, Klebsiella pnemonia, E. Coli, S. typhimurium e Aspergillus niger (Vijayalakshmi;
Nithiya, 2015).

Os extratos hidroetandlicos das sementes de A. Squamosa indicaram atividade contra
C. albicans e A. niger pelo método difusdo em agar com concentragdes de 250 e 500 pg/mL,
respectivamente (Koushik; Babu; Karthikeyan, 2017).

No que diz respeito ao conteudo do extrato de Annona squamosa, é possivel afirmar
que a escolha do solvente na extracdo do soluto resulta em variacBes nas quantidades de
compostos presentes. Entretanto, de modo geral, podem ser identificadas substancias como
acetogeninas, alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, glicosideos, sesquiterpenos,
antocianinas, esteroides, diterpenos, terpenoides, quinonas, aminoacidos e &cidos graxos.
Dentre eles, os compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides, saponinas e taninos sao de
especial relevancia (Kumar et al., 2021). Estes compostos tém uma eficacia demonstrada na
regulacdo de diversos processos bioquimicos e fisiolégicos, incluindo fungdes enzimaticas no
organismo humano, proporcionando multiplas vantagens para a sociedade (Chen et al., 2016).

Destaca-se aqui a relevancia dos resultados encontrados para extrato EHE contra as
espécies de Candida, no qual apresentou valores abaixo de 100 pg/mL para a maioria das
leveduras testadas e resultados de CIM menores que varios trabalhos encontrados na

literatura.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O perfil quimico obtido para os extratos e parti¢des do fruto de A. squamosa a partir
das analises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria com ionizacdo por eletrospray
(CLAE-EM-IES) estdo de acordo com a literatura.

Os resultados por CLAE-EM-IES demonstraram que os diferentes extratos e
particbes obtidos do fruto de Annona squamosa apresentam perfis quimicos distintos,
diretamente influenciados pela polaridade dos solventes empregados nos processos de
extracdo. A correspondéncia entre as classes anotadas e as caracteristicas de cada solvente
evidencia a eficiéncia da estratégia de fracionamento adotada, permitindo a concentracdo
seletiva de diferentes classes de compostos em uma determinada particdo. A diversidade de
metabolitos anotados, incluindo compostos fenolicos, alcaloides, terpenos, acetogeninas,
acidos organicos e lipideos, confirma a complexidade quimica do fruto quando todas as partes
séo analisadas em conjunto.

O extrato hidroetandlico (EHE) destacou-se tanto pelo teor de fendis totais quanto
pelo desempenho nas diferentes metodologias para avaliar a atividade antioxidante,
evidenciando coeréncia entre sua composicdo quimica e atividade bioldgica. As particdes
PAE e PD também apresentaram resultados expressivos, reforcando a eficiéncia do processo
de fracionamento em concentrar compostos bioativos.

Com relagdo a atividade antimicrobiana, os resultados obtidos evidenciam que 0s
extratos e particoes do fruto de Annona squamosa apresentam expressivo potencial
antibacteriano e antifungico, destacando-se especialmente o extrato hidroetanélico (EHE),
extrato etandlico (EE) e particdo hexano (PH) para as bactérias bucais e no contexto
antifangico, o extrato hidroetandlico (EHE) foi o mais promissor, exibindo os menores
valores de CIM contra todas as espécies de Candida, incluindo aquelas clinicamente mais
importantes. De forma geral, os resultados sugerem que a utilizagdo integral do fruto favorece
a obtencdo de extratos com caracteristicas superiores as verificadas quando suas partes séo
analisadas isoladamente.

Os dados obtidos neste estudo contribuem para o avango do conhecimento sobre a
composi¢do quimica e propriedades biologicas do fruto do conde e fornece subsidios
importantes para o avanco de pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novos agentes
naturais antimicrobianos, aléem de abrir um campo para o desenvolvimento de ingredientes

naturais com elevada capacidade antioxidante, especialmente para a industria de alimentos.
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