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RESUMO

A caracterizacéo fisico-quimica e a quantificacdo dos componentes bioativos dos
frutos séo relevantes para a compreensdo do seu valor nutritivo, agregacao de valor
aos produtos regionais e para o possivel desenvolvimento de géneros alimenticios e
farmacéuticos a partir de seus subprodutos. A Annona x atemoya Mabb., fruta
popularmente conhecida como atemoia, € uma espécie cultivada no estado do
Parana, possui consumo e conhecimento restritos pela populacdo, além de pouco
explorada pela classe cientifica. O objetivo deste trabalho foi realizar a anélise da
composicdo fisico-quimica, atividade antioxidante e atividades bioldgicas da
atemoia. Foram avaliadas as fracdes da polpa, casca, semente e folha do cultivar
African Pride. O perfil fisico-quimico foi obtido mediante analises de umidade,
cinzas, acidez titulavel, sélidos solaveis, pH, acUcares totais, proteinas, lipideos,
carboidratos e fibra alimentar total. Os extratos das amostras foram obtidos por meio
de extracdo com etanol em Sohxlet. Foram realizados os doseamentos de polifenois
e flavonoides, atividade antioxidante, testes de toxicidade frente & Artemia salina e
por hemodlise in vitro, além da atividade antimicrobiana. O isolamento e identificacéo
de substancias procedeu-se para a fracdo hexanica da folha e, a fracdo hexano da
semente, foi submetida & anéalise do teor de ésteres metilicos em acidos graxos. As
fracOes in natura da atemoia demonstraram alto teor de umidade, sélidos soluveis,
proteinas, acuUcares totais, carboidratos e fibras. O alto teor de cinzas foi
predominante nas amostras de casca e folha. O pH foi baixo para polpa, casca e
sementes, bem como ocorreu para os lipideos nas duas primeiras. Embora em
guantidades variaveis, todos o0s extratos analisados apresentaram compostos
fendlicos e atividade antioxidante pelos métodos analisados, sendo mais
significativos 0s resultados para os extratos etandlicos da folha e casca fresca. O
maior teor de flavonoides foi observado no extrato etandlico da folha. Quanto a
toxicidade frente a Artemia salina, as fracdes cloroférmio, acetato de etila e etanol da
semente demonstraram-se as mais toxicas. O extrato da folha apresentou maior
atividade hemolitica e, a casca fresca foi a Unica amostra a apresentar inibicao
microbiana. Os esteroides [B-sitosterol e campesterol foram identificados na fracéao
hexanica da folha e, a semente apresentou maior percentual de acidos graxos
insaturados aos saturados em sua composicdo. Este estudo demonstrou a alta
qualidade na composicao da atemoia e suas fracdes, reforcando o estimulo do seu
consumo in natura e encorajando maiores estudos envolvendo seus subprodutos
para possiveis aplicacdes industriais.

Palavras-chave: Annona x atemoya Mabb., atividade antioxidante, caracterizagao
nutricional, fruticultura.



ABSTRACT

The quantification of the bioactive compounds of regional fruits and their byproducts
is relevant to understanding their nutritional characteristics and quality, increases the
commercial value of those products and allows converting byproducts in food
ingredients and herbal medicines. Annona x Atemoya Mabb., fruit popularly known
as atemoya, is one of the species produced in the state of Parand, but still have
limited knowledge and consumption by the population, and are still little explored by
science. The present work was aimed at studying the physical and chemical
composition, antioxidant activity and biological activities of atemoya. To trace the
physical and chemical profile, fractions of pulp, peel, seeds and leaves of atemoya,
(African Pride cultivar) were analysed by moisture, ash, titratable acidity, soluble
solids, pH, total sugar, protein, lipid, carbohydrate, and total dietary fiber. The
samples were extracted by Sohxlet using ethanol. The measurements of
polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, toxicity tests through brine shrimp test
and hemolysis in vitro and antimicrobial activity of each extract has been performed.
Isolation and identification of substances by high performance liquid chromatography
was performed to the hexane fraction of the sheet, and the hexane fraction of the
seed was submitted to methyl esters of fatty acids analysis. Fractions of fresh fruit
demonstrated high moisture content, soluble solids, protein, total sugars,
carbohydrates and fiber. The ash content found was higher in the peel and leaf. The
pH was low for pulp, peel and seeds, as well as for lipid occurred in the first two.
Although in varying amounts, all extracts analyzed showed positive results in the
determination of phenolic compounds and antioxidant activity, it was more significant
for the ethanol extracts of leaf and fresh peel. Likewise, flavonoid content was
highest leaf extract, as well as dry skin. Regarding toxicity by the brine shrimp
lethality test, the fractions chloroform, ethyl acetate and ethanol seed proved to be
the most toxic. The leaf extract showed higher hemolytic activity and fresh peel was
the only sample to present microbial inhibition. Steroids (3 -sitosterol and campesterol
were identified in leaf hexane fraction, and the seed had a higher concentration of
unsaturated fatty acids to saturated. This study demonstrated the high quality of
atemoya composition, fortifying its fresh consumption and encouraging further
studies involving byproducts for possible industrial applications.

Keywords: Annona x atemoya Mabb., antioxidant activity, nutritional characterization,
fruit production.
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1. INTRODUCAO

O interesse pelo uso de produtos naturais tem sido crescente nos ultimos
anos tanto pela industria farmacéutica como pela industria alimenticia, sobretudo
devido a presenca de diversos compostos bioativos reconhecidamente
indispensaveis para a saude humana.

O consumo de frutas ja ndo é simplesmente o resultado do gosto ou da
preferéncia pessoal, pois além de nutrientes essenciais, a maioria delas possui
quantidades consideraveis de micronutrientes, como minerais, vitaminas e
compostos fendlicos (RUFINO et al., 2010).

Os compostos fendlicos estdo entre a classe mais comum de metabdlitos na
natureza. Sao conhecidos pelo seu potencial antioxidante, o qual difere em termos
de intensidade entre os diversos compostos pertencentes a essa classe (MELO et
al., 2008).

As frutas, principais fontes alimentares de compostos fendlicos, em fungéo de
fatores intrinsecos (cultivar, variedade, estddio de maturacdo) e extrinsecos
(condicbes climéticas e edaficas) apresentam, em termos quantitativos e qualitativos,
composi¢cdo variada desses constituintes. Por sua vez, a eficacia da acéo
antioxidante depende da estrutura quimica e da concentracao destes fitoquimicos no
alimento (MELO et al., 2008).

A caracterizacao fisico-quimica e a quantificacdo dos componentes bioativos,
tanto dos frutos como de seus subprodutos (como casca e sementes), S&o
relevantes para a compreensao do seu valor nutritivo, para valorizacdo do produto
no mercado e, ainda, para o possivel desenvolvimento de géneros a partir das
fracbes desperdicadas, potencializando seu interesse na agroindUstria e
favorecendo a promocao da saude a populacdo através da riqueza natural local.

A atemoia, cujo nome cientifico € Annona x atemoya Mabb, & um fruto hibrido
derivado do cruzamento entre as espécies Annona squamosa e Annona cherimoia
Mill. (BONAVENTURE, 1999). Alguns estudos descrevem algumas vantagens da
atemoia quando comparada as demais Annonas, sendo considerada mais saborosa,
com menor numero de sementes, com maior vida pés-colheita e melhor adaptacéo
climaticaa (MARCELLINI et al., 2003).
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O cultivo da atemoia pode ser notado no Brasil, bem como no estado do
Parana. O consumo e o conhecimento dessa espécie sao restritos pela populagéo,
além de pouco explorada pela classe cientifica. O interesse na investigacao de suas
propriedades esta atribuido, além das caracteristicas da polpa propriamente dita, a

agregacdao de valor as partes ndo comestiveis do fruto (casca, sementes e folhas).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a composicdo fisico-quimica, atividade antioxidante e atividades
biolégicas da espécie Annona x atemoya Mabb.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o perfil fisico-quimico da espécie Annona x atemoya Mabb.;
Analisar o teor de compostos fendlicos da espécie Annona x atemoya Mabb.;
Analisar o teor de flavonoides da espécie Annona x atemoya Mabb.;

Analisar a atividade antioxidante da espécie Annona x atemoya Mabb.;

NN

Analisar a toxicidade pelos métodos da Atermia salina e pela atividade
hemolitica da espécie Annona x atemoya Mabb.;

v" Analisar a atividade antimicrobiana da espécie Annona x atemoya Mabb.;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONTEXTUALIZACAO: SEGURANCA ALIMENTAR E NUTRICIONAL

A alimentac&o e a nutricdo constituem requisitos basicos para a promocéo e a
protecdo da saude, possibilitando a afirmacéo plena do potencial de crescimento e
desenvolvimento humano, com qualidade de vida e cidadania (BRASIL, 2012a).
Neste contexto, o conceito de Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) tem sido
largamente abordado e fortalecido por discussdes no ambito politico, na sociedade
civil e cientifica.

Desde a primeira metade do século XX, o pais avanca na construcao de
acOes com reflexos nas condi¢des de alimentacdo e nutricdo, como a instituicdo do
salario minimo em 1940, programas de abastecimento, alimentacdo escolar,
refeitérios para trabalhadores nos anos 1950 e programas de suplementacao
alimentar nos anos 1970. Destaque para a contribuicio do meédico, socidlogo,
geografo e politico pernambucano Josué de Castro (BRASIL, 2009a).

O Direito Humano a Alimentacdo Adequada (DHAA) esta previsto entre os
direitos sociais da Constituicdo desde a aprovacdo da Emenda Constitucional n° 64
em fevereiro de 2010, porém antes implicito em outros dispositivos constitucionais.
Esse direito se realiza quando todas as pessoas tém acesso garantido e ininterrupto
a alimentacdo adequada e saudavel por meios proprios e sustentaveis (BRASIL,
2010a), e foi devidamente fortalecido pelo Decreto n° 7.272 de 25 de agosto de
2010, que dentre outras providéncias, veio regulamentar a criagdo do Sistema
Nacional de Seguranca Alimentar e Nutricional (BRASIL, 2010b).

Hoje, discorrer sobre SAN transcende o panorama fome, abarcando questdes
que transpde desde o0 acesso a terra, a qualidade das etapas da producéo, a
distribuicdo do alimento, o cuidado com o meio ambiente, a valorizagdo do produto
local, a preservacgao de tragos culturais, 0 consumo e a saude da populagéo.

Segundo Custdodio et al. (2011):

‘O tema SAN é bastante amplo, envolvendo aspectos
tanto de oferta (producdo, desenvolvimento sustentavel,
abastecimento e comercializacdo), quanto de demanda
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(aproveitamento e aquisicdo) de alimentos. O tema pode ser
analisado sob o ponto de vista micro ou macroeconémico”.

Partindo do ponto de vista nutricional da SAN, e mais especificamente
bioldgico, o grupo alimentar das frutas destaca-se por exercer um papel fundamental
na alimentacdo humana durante todas as fases da vida, uma vez que se referem a
alimentos fontes de vitaminas, minerais, fibras e outros componentes relevantes
para o bom funcionamento do organismo, bem como na reducdo do risco de
inUmeras patologias.

A escolha por um padréao alimentar saudavel tem recebido maior valorizacéo,
especialmente nas Ultimas décadas, nas quais pesquisas nhacionais vém
demonstrando um aumento significativo de doencas associadas aos maus habitos
de vida, o que inclui a alimentacéo. Estudos demonstram associacao positiva entre a
nutricdo e eventos cardiovasculares, desenvolvimento de canceres, diabetes,
hipertenséo arterial, dislipidemias, além, é claro, do perfil sobrepeso/obesidade que
tem acometido grande parte da populagao.

Entretanto, a riqueza fisico-quimica das frutas ndo € a Unica caracteristica
qgue lhes atribui mérito, sobretudo em um pais de invejavel biodiversidade como se
configura o Brasil. Neste sentido ndo ha como desvincular-se de questbes como a
producdo do alimento, o acesso, a informacdo, a preservacao sociocultural e
ambiental e, certamente, o incentivo do Estado por meio de politicas publicas a fim

de concretizar efetivamente todas estas etapas.

3.1.1 Indicadores de consumo

Apesar dos inumeros beneficios biol6gicos apontados quanto a ingestdo de
frutas e hortalicas, estudos revelam que a populacao brasileira consome menos da
metade desses grupos alimentares segundo as recomendacgdes do Guia Alimentar
para a Populacdo Brasileira (BRASIL, 2009a), o qual, além de abordar questbes
relacionadas as deficiéncias nutricionais, estabelece orienta¢cdes adequadas para a
reducdo do risco de doencas cardiovasculares, cancer, diabetes, hipertenséo,
sobrepeso e obesidade (BRASIL, 2006).

A terceira diretriz do Guia Alimentar € a que se reporta as recomendacdes

para frutas, legumes e verduras, e preconiza um consumo diario de trés por¢des de
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frutas e trés porcbes de hortalicas. Em meédia, 400 g destes alimentos devem
compor a alimentacdo diaria do brasileiro — 9 a 12% do valor energético total
baseado em uma dieta de 2000 kcal/dia (BRASIL, 2006).

Segundo os indicadores da Pesquisa Or¢camentaria Familiar (POF), uma das
maiores fontes de dados referentes ao consumo alimentar, houve um aumento de
aquisicdo de frutas de 4,38 kg/pessoa/ano no territorio brasileiro entre os anos de
2002-2003 e 2008-2009, anos em que foi aplicada a pesquisa, passando para um
total médio de 28,86 kg/pessoa/ano (IBGE, 2010). Segundo a base de
recomendacdes do Guia Alimentar (BRASIL, 2006), o consumo anual deveria ser
proximo de 70 kg/pessoa, considerando um consumo médio de 200 g/dia.

A banana e a laranja mantiveram-se como as frutas preferidas do brasileiro e
0 consumo de melancia e mag¢a apontou crescimento. A explicacdo geral para isso é
que sao frutas mais populares e menos onerosas, disponiveis praticamente durante
todo o ano e encontradas na maioria dos estabelecimentos do pais. O mamao
também é relativamente popular, alcancando quase a mesma representatividade
gque a macd no consumo domiciliar, mas o aumento do seu consumo ndo €
acompanhado pela oferta em quantidade e qualidade regulares ao longo do ano
(SILVEIRA et al., 2011).

A regido Sul tem o maior consumo de frutas e hortalicas per capita,
extrapolando a média de consumo individual de todo o pais. A regido Sudeste é a
segunda maior consumidora de frutas e, apesar da ampliacdo de consumo na regiao
Norte, esta ainda ocupou o ultimo lugar no ranking nacional (SILVEIRA et al., 2011).
A Ultima POF também indicou uma relagéo positiva entre consumo de hortifruticolas
e a renda da populacdo (IBGE, 2010), mas é importante saber que o aumento de
renda ndo é por si s6 um fator determinante nas escolhas de padrées alimentares
mais saudaveis (BRASIL, 2005).

A Vigilancia de Doencas Cronicas por Inquérito Telefbnico, pesquisa
conhecida como VIGITEL, é sistema de monitoramento implantado em 2006 pelo
Ministério da Saude em todas as capitais nacionais e Distrito Federal por meio de
guestionario via telefone. Através dela, sdo coletadas informac¢des atualizadas sobre
a frequéncia, a distribuicdo e a evolucdo dos principais fatores que determinam as
doencas cronicas no pais. Segundo os dados da penultima pesquisa realizada, a
média do consumo regular de frutas e hortalicas pela populacdo adulta,

considerando uma frequéncia de cinco ou mais dias na semana, nao atingiu 50% de
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consumo recomendado, e, ainda, o aumento do consumo foi relacionado
positivamente ao aumento de idade e escolaridade (BRASIL, 2012b), elementos que
podem ser um reflexo da formacéo dos habitos alimentares entre as geracoes.

Para o0 mesmo ano da pesquisa (2011), os dados do consumo adequado de
frutas e hortalicas, considerado quando da ingestéo de pelo menos cinco porgdes ao
dia, sdo ainda mais impactantes, uma vez que 0 estado que atingiu 0 maior
consumo médio adequado nao atingiu um percentual de 35% (BRASIL, 2012b).

Os ultimos resultados divulgados, referentes ao ano de 2012, apresentaram
um ligeiro aumento nas médias percentuais de individuos que mantém um consumo
adequado de hortifruticolas, porém nenhuma das capitais chegou a apresentar ao
menos a metade de entrevistados de acordo com o consumo preconizado pelo Guia
Alimentar. A média de consumo adequado para o territdrio nacional neste ano foi de
apenas 22,7%, sendo maior para as mulheres em comparacado aos homens: 27,2%
e 17,6%, respectivamente (BRASIL, 2013a), fator também observado nos anos
anteriores.

Ao avaliar a variacdo de consumo de frutas mediante o resultado da VIGITEL
de 2006 a 2012 (TABELA 1), p6de-se notar que, percentualmente, o consumo ideal
de frutas (> 5 porcdes diarias) nos estados brasileiros manteve-se muito aguém do
recomendado nesse periodo de sete anos, apenas em 2006 e 2012 a média
nacional ultrapassou pouco mais de 20%.

TABELA 1 — MENOR E MAIOR PERCENTUAL DE CONSUMO ADEQUADO DE FRUTAS E
HORTALICAS (CINCO OU MAIS PORGCOES DIARIAS), PELA POPULACAO ADULTA (218 ANOS),
REGISTRADOS DENTRE OS ESTADOS BRASILEIROS, SEGUNDO RESULTADO DA PESQUISA
VIGITEL DE 2006 A 2012.

ANO DA CONfAlJA“f(?MgDﬁggéggA'\élglsMo E CONSUMO ADEQUADO

PESQUISA BRASILEIROS(%) MEDIA NACIONAL (%)
2006 7,3 — 38,6* 23,9*
20072 10,0-23,0 17,7
2008° 8,1-22,0 15,7
20094 9,6 -254 18,9
2010° 9,2-248 18,2
2011° 13,4-343 16,9
20127 16,2 - 30,3 22,7

FONTE: BRASIL, 2007'; BRASIL, 20082, BRASIL, 2009d® BRASIL, 2010c*% BRASIL, 2011b5;
BRASIL, 2012b% BRASIL, 2013a’

Notai: os dados de 2006 representam o consumo regular de frutas e hortalicas, ou seja, em cinco ou
mais dias ha semana, enquanto as pesquisas de 2007 a 2012 representam o percentual de adultos
que consomem pelo menos cinco porcdes de frutas e hortalicas por dia em cinco ou mais dias da
semana, sendo este denominado consumo adequado desses grupos alimentares.
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Ainda que notavel o aumento de consumo de frutas entre as POF’s de 2002-
2003 e 2008-2009 e a variacao irrisoria demonstrada pela VIGITEL, verifica-se que
esse se encontra abaixo de um terco das recomendacdes e necessidades
preconizadas pelo Guia Alimentar, como jA mencionado. Panorama semelhante
pode ser encontrado em outros paises, por exemplo, um estudo realizado na China
que investigou mais de 13.000 idosos, concluindo, pela aplicacdo de inquéritos
alimentares, que o consumo de frutas e hortalicas manteve-se abaixo do minimo
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (LI et al., 2012).

Neste sentido € importante entender se a produgcdo nacional de frutas é
suficiente para suprir o mercado interno, qual € a acessibilidade desses alimentos a
populacao e qual a intervencéo do Estado no sentido da promocéao e viabilizacdo da
mudanca no panorama atual, fundamentado pelas pesquisas nacionais.

Analisando a populagéo brasileira segundo o Censo de 2010 (IBGE, 2010)
somado a recomendacdo de consumo de frutas pelo Guia Alimentar da Populacéo
Brasileira (aqui considerada a média de 200 g/pessoa/dia e, néo realizando
estratificacdo de consumo segundo faixa etaria, dieta ou qualquer outra variavel)
supbe-se, superficialmente, que o pais necessita de aproximadamente 14 milhdes
de toneladas de frutas ao ano para satisfazer a demanda da populagao.
Considerando, hipoteticamente, que o crescimento populacional e de producao
mantenham-se em uma constante, conclui-se que a producédo supera o dobro da
necessidade de abastecimento interno. Esse desfecho corrobora com dados
emitidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o qual
relata que o suprimento per capita aumentou de 113 kg/habitantes/ano, em 2001,
para 125 kg/habitantes/ano, em 2009, passando por um pico de 132
kg/habitantes/ano, em 2006 (BRASIL, 2011a).

Neste mesmo relatério, 0 MAPA descreve que dentre o aumento de preco dos
alimentos para o consumidor, o grupo de frutas apresentou uma das menores taxas
entre 2001 e 2011, quando comparado aos demais grupos (BRASIL, 2011a). A
disponibilidade interna per capita, a qual cresce em torno de 1,41% ao ano, € uma
medida util para se inferir sobre a oferta e a demanda de determinado produto e tem
reflexo direto nos precos praticados no mercado, em todos 0os segmentos da cadeia
alimentar. Como o crescimento da renda tem demonstrado pouca influéncia no
aumento do consumo de frutas, a variagdo nos precos se deve mais a lei da oferta e

demanda do que a variagao no poder de compra em si (BRASIL, 2011a).
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Analisando os indices fica perceptivel que o problema do baixo consumo de
frutas no Brasil ndo esta atribuido a producao insuficiente. As pesquisas também
remetem a interpretacdo de que o0 aumento de renda ndo se relaciona
necessariamente ao consumo desse grupo de alimentos. Partindo dessa premissa, €
possivel levantar hipéteses que atendam aos fatores cruciais pelos quais esses
alimentos ndo atinjam o consumo preconizado, tais como a preferéncia alimentar e a
dificuldade de acesso.

Ainda que os ultimos dados da POF (IBGE, 2010) e do MAPA (BRASIL,
2011a) nao correlacionem significativamente o maior poder aquisitivo ao maior
consumo de frutas e hortalicas, € compreensivel que as classes sociais
financeiramente menos prevalecidas realizem sua base de escolhas alimentares
mediante produtos que lhes confiram maior densidade calérica e maior saciedade
dentro de um menor custo. Essas caracteristicas pertencem a uma grande massa de
produtos industrializados ricos em acucares, gorduras e sédio que, por vez, sdo
reconhecidamente grandes vildes da saude humana quando ingeridos
exacerbadamente, fato que vem ao encontro dos altos indices de excesso de peso
apontados pela POF 2008-2009 (IBGE, 2010), atingindo 50,1% e 48,0% para
homens e mulheres, respectivamente.

A escolha do individuo, ainda que exerca papel importante quanto ao
estabelecimento de seu padrdo alimentar, ndo se configura no Unico fator
desencadeante desse panorama. Como premissa da Politica Nacional de
Alimentagédo e Nutricdo (BRASIL, 2012a), o cidadao deve ter direito ao acesso ao
alimento e a informacéo.

A frente desse cenério, a SAN incorpora-se na medida em que acdes
integradas possibilitem a informacé&o referente a importancia do consumo das frutas
para a saude de toda a populacdo — por meio de educacdo nutricional — porém,
agregando meios facilitadores de acesso a esse consumo, sem que haja
comprometimento no poder de aquisicdo de qualquer outro item necessario aquele
cidaddo. Por conseguinte, é imprescindivel que a¢des integradas do Estado somem
esforcos ndo apenas na publicidade da alimentacdo saudavel, mas também na
formatacdo facilitadora da chegada desses produtos a mesa do consumidor,

incorporados a meios alternativos e sustentaveis de producao.
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3.1.2 Politicas publicas de incentivo

E indiscutivel o fato que o papel desempenhado pelo governo em termos de
politicas facilitadoras no apoio produtivo e no acesso ao alimento caracteriza-se
como crucial quando se trata de seguranca nutricional dentro do sistema alimentar —
producéo, distribuicdo e consumo de alimentos.

A Estratégia Global para a Promocdo da Alimentacdo Saudavel, Atividade
Fisica e Saude aponta para a necessidade de revitalizar esforcos para a promocéao
da alimentacdo saudavel (WHO, 2003).

Em 2009, frente a problematica estampada em termos do consumo alimentar
e da transicdo nutricional, o Ministério da Saude por meio da Coordenacéo Geral da
Politica de Alimentacdo e Nutricdo, publicou o documento intitulado "A¢des de
Incentivo ao Consumo de Frutas e Hortalicas do Governo Brasileiro”, parte
integrante da Estratégia Global supracitada. Este documento visou apresentar as
principais acdes desenvolvidas por este governo para o incentivo do consumo de
frutas e hortalicas. Estas diretrizes baseiam-se nas orientacdes do Conselho
Nacional de Seguranca Alimentar e Nutricional - CONSEA (BRASIL, 2009b).

As acdes sugeridas envolvem uma série de Ministérios, incumbindo-os de
determinadas responsabilidades que, em conjunto, podem interferir positivamente
nado apenas na saude biolégica do ser humano, como no desenvolvimento de
politicas de producdo, da agricultura familiar, do abastecimento, do acesso ao
alimento e a educacao.

Dentre as propostas relatadas tem-se: fortalecimento do Programa de Anélise
de Residuo de Alimentos; publicidade de alimentos e o controle do uso de
agrotoxicos na esfera educativa; fomento de novos estudos no campo do consumo
alimentar; garantia da continuidade das Pesquisas de Orcamento Familiares; acdes
gque promovam a transicdo agroecologica e a conservacdo de espécies da
agrobiodiversidade; ac6es que promovam a valorizagdo das espécies nativas
brasileiras; instituicio de uma Politica Nacional de Abastecimento Alimentar;
fortalecimento das linhas de crédito para producdo agroecolégica e de producéo
integrada; articulacdo de acbes de educacdo em SAN com as de abastecimento e
agricultura; fortalecimento do Programa de Aquisicdo de Alimentos (PAA); incentivo

da consolidagcéo das feiras locais; priorizagdo da aquisicdo de alimentos para a
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alimentacdo escolar com produtos da agricultura familiar, entre outras. (BRASIL,
2009b).

Apesar da producdo de frutas brasileira ter capacidade de atender,
guantitativamente, a demanda populacional, e esse processo ndo estar sendo
discutido como a problematica da producédo insuficiente em si, é evidente que por
fazer parte do ciclo do mercado agroalimentar, ndo deve ser omitida.

Dentro da proposta abordada e das ativas politicas brasileiras, cabe reforcar o
incentivo do Programa Nacional de Agricultura Familiar (PRONAF) direcionado aos
agricultores familiares de baixa renda, bem como o incentivo a Reforma Agraria que
vise 0 assentamento dessas mesmas familias, viabilizando o fortalecimento da
agricultura familiar e da agrobiodiversidade (BRASIL, 2010a). Observa-se que 0
valor médio dos contratos do PRONAF Crédito vem aumentando no decorrer dos
anos, o que evidencia uma redu¢do do numero de contratos, principalmente entre os
agricultores familiares de baixa renda. Um dos principais desafios desse Programa é
adequar uma politica de crédito agricola aos agricultores familiares mais
empobrecidos (BRASIL, 2010a).

Sao os agricultores familiares que representam a maior fatia responsavel pelo
abastecimento interno de alimentos no pais, isto significa que eles contribuem em
favor do superavit comercial da balanca de produtos agropecuarios, na medida em
gue reduz a pressdo pela importacdo desses produtos (BRASIL, 2010a). Ainda
assim evidencia-se, além da desigualdade de direcionamento do crédito, a
disparidade da distribuicdo agréaria, onde 84,4% do numero de unidades agricolas
nacionais sao representados pela agricultura familiar, porém detendo apenas 25%
da é&rea total dos estabelecimentos brasileiros (IBGE, 2006), estando as trés demais
fatias em poder de determinadas oligarquias: um espelho do sistema agrario
colonial.

Segundo dados obtidos em 2000 os agricultores familiares representavam
85,2% do total de estabelecimentos, ocupavam 30,5% da area total e eram
responsaveis por 37,9% do Valor Bruto da Producdo Agropecuaria Nacional,
recebendo apenas 25,3% do financiamento destinado a agricultura (FAO/INCRA,
2000). Em 10 anos, periodo entre 1996 e 2006, a participacao dos estabelecimentos
da agricultura familiar obteve um aumento de 3%, e, 2% foi o crescimento na

participagcéo desses produtores no Valor Total Bruto de Producé&o (BRASIL, 2009c),
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podendo caracterizar o aprimoramento desses indices como uma importante meta a
ser atingida.

Os instrumentos de politica agricola tradicionalmente relegaram a um
segundo plano a agricultura familiar. O exemplo é o crédito rural subsidiado que se
direcionou para as regides mais ricas, como Sul e Sudeste, para os grandes
produtores e para os produtos de exportacdo. O PRONAF tem sido analisado em
varios estudos, que enfatizaram limitacbes como a baixa abrangéncia, a
desigualdade na distribuicdo regional dos recursos, a concentracdo dos
financiamentos nos agricultores mais capitalizados e o modelo de agricultura
estimulado via concessao de financiamentos (SOUZA, NEY e PONCIANO, 2011),
caracteristicas evidenciadas pelos indices citados.

Concomitante ao crédito, o estimulo a agricultura organica configura um meio
sustentavel de producdo ao meio ambiente e saudavel em termos de consumo,
necessitando, portanto, o desenvolvimento de apoio e assisténcia técnica a esses
trabalhadores, uma vez que essa foi a maior dificuldade apontada por eles segundo
resultado do Censo Agropecuario do ano de 2006 (IBGE, 2006).

Mazzoleni e Nogueira (2006) descrevem:

A agricultura organica, do ponto de Vvista
governamental, € uma oportunidade de formulacéo de politicas
publicas. O potencial brasileiro para a agricultura organica sao

os agricultores familiares excluidos da agricultura quimica”.

Um estudo realizado em 2010 foi capaz de identificar outro fato de extrema
relevancia: a agricultura familiar ecolégica como promotora de saude aos
agricultores e suas respectivas familias no estado do Paranda. Tal fato foi observado
por meio da possibilidade de construcdo de mudancas positivas nas familias
entrevistadas por meio de investigacdo da alimentacdo e saude, bem como na
promoc¢do de melhorias econdmicas mediante a comercializagdo de seus produtos
(NAVOLAR, RIGON, PHILLIPI, 2010), configurando assim uma via refletora da SAN
caminhando em sentidos mdltiplos: solo, produtor, economia, cultura,
desenvolvimento, diversidade, saude.

Recentemente o governo federal instituiu a Politica Nacional de Agroecologia

e Producao Organica (PNAPO), comprometendo-se em “integrar, articular e adequar
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politicas, programas e ag¢fes indutores da transicdo agroecologica, da producédo
organica e de base agroecolégica”, visando o desenvolvimento sustentavel e a
qualidade de vida da populacéo, por meio do uso sustentavel dos recursos naturais
e da oferta e consumo de alimentos saudaveis (BRASIL, 2013b).

Dentro da PNAPO, duas instancias foram nomeadas para elaboracdo do
Plano Nacional de Agroecologia e Producao Organica (PLANAPO). Uma delas pela
Camara Interministerial de Agroecologia e Producdo Orgéanica (CIAPO) e, a outra,
pela Comissédo Nacional de Agroecologia e Producéo Orgéanica (CNAPO), propondo
as diretrizes, objetivos e as acdes prioritarias a serem desenvolvidas. O PLANAPO
lanca diversos desafios, dentre essas: ampliacdo do numero de agricultores de
producdo organica e de base agroecoldgica; incentivo ao registro, a producédo e a
distribuicdo de insumos provenientes deste cultivo; fomento a conservacdo, ao
manejo e ao uso sustentavel dos recursos naturais; financiamento para implantacéo
de infraestruturas produtivas e comerciais; estimulo a agregacdo de valor aos
produtos organicos e de base agroecoldgica; ampliacdo do acesso de consumidores
a informacbes e ao consumo de produtos organicos e de base agroecoldgica
(BRASIL, 2013b).

Dada uma produgao suficiente com foco no desenvolvimento dos pequenos
agricultores mediante cultivos sustentaveis, ha de se viabilizar o escoamento e o
acesso interno das frutas, prioritariamente in natura, em quantidade e qualidade
satisfatorias para toda a populacdo. Nesse sentido, canais de comercializacao
(como mercados de organicos e feiras locais) fundamentados no modelo do
Programa de Aquisicdo de Alimentos (PAA) o qual dispensa processo licitatério
(BRASIL, 2012c), por exemplo, devem merecer atencdo de investimentos,
favorecendo, além do desenvolvimento do pequeno produtor, seu contato direto com
o consumidor, omitindo assim a figura dos “atravessadores” (ASSIS e ROMEIRO,
2005).

3.1.3 Fruticultura e economia: estimulo ao investimento

O enfoque de Seguranca Alimentar e Nutricional considera qualidade e riscos
em diferentes sentidos para além da inocuidade, incluindo qualidade nutricional,

7z

gualidade do ponto de vista de como o alimento € produzido, riscos sociais,
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ambientais e econdmicos deste processo, além da adequacao cultural (ANJOS e
BURLANDY, 2010).

O setor de fruticultura esta entre os principais geradores de renda, emprego e
de desenvolvimento rural do agronegocio nacional, dispondo de elevado efeito
multiplicador de renda e com forca suficiente para dinamizar economias locais
estagnadas ou com poucas alternativas de desenvolvimento (FACHINELLO et al.,
2011).

Politicas publicas devidamente orientadas podem nédo so proteger produtores,
especialmente aqueles menores, mas também permitir sua maior insercao no
mercado. O crescimento econémico € hoje condicdo indispensavel para a reducao
da pobreza e da fome. Cabe ressaltar que esses investimentos sociais ndo se
resumem as politicas compensatorias ou assistenciais, é preciso desenvolver
politicas que promovam cambios estruturais, iniciativas como as transferéncias
condicionadas de renda, com énfase nas condicionalidades e na integragdo com
politicas de capacitacao e insercédo trabalhista. (SILVA e TAVARES, 2008).

A diversificacdo da producdo da fruticultura vem sendo capaz de gerar
melhorias no sustento das unidades rurais, impactando positivamente na
disponibilidade de renda e na melhoria da qualidade de vida. Em um estudo
realizado por Rathmann et al. (2008), os autores destacaram que mesmo na regiao
onde a producao fruticola € emergente, os produtores ja a percebem como uma
atividade mais rentavel que outra possibilidade produtiva, na qual os mesmos ja
apostaram em passado recente, qual seja, a producéo de soja.

Visto que nosso pais é capaz de atender satisfatoriamente o volume
necessario de frutas para o consumo da populacdo, a biodiversidade de frutas
internacionalmente cobicada, a possibilidade de crescimento de insercdo da
agricultura familiar, o canal de exportacdo segue como possibilidade de
desenvolvimento da diversidade de culturas em meio ao latinfundiarismo
predominante no agronegécio, uma vez que ndo acarrete prejuizos no
abastecimento nacional de qualidade. Em estudo realizado por Bueno e Baccarin
(2012) verificou-se um avanco do Brasil nas exportacdes de frutas, principalmente
na forma fresca, mostrando um cenario internacional com perspectivas favoraveis. A
fruticultura brasileira apresenta grande potencial de expansdao no mercado

internacional (BUENO e BACCARIN, 2012), sendo esta uma situacao propicia ao
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comeércio de produtos ja bem estabelecidos na agricultura ou ainda na divulgacéo de
frutas exaticas produzidas pelo pais. Segundo FACHINELLO et al. (2011):

“Com o apoio e o incentivo publico, é possivel
aproveitar o potencial de clima e solo existente no Pais para
aumentar a diversificacdo de cultivos e atender a demanda
crescente por clima temperado para atender ao mercado

interno e as exportacées.”

Se prioritariamente as frutas sdo defendidas como alimentos substanciais
para a manutencdo de uma boa saude do individuo, ao adentrar-se em seu ciclo é
possivel notar que o desenvolvimento do setor fruticultor pode configurar em
diversos ganhos além da saulde, transpassando pelo crescimento econdmico
regional, resgate da cultura local, desenvolvimento de pequenos produtores e

diversificacdo da producéo agricola sustentavel.

3.2 BIODIVERSIDADE E FRUTICULTURA BRASILEIRA

O Brasil é um pais de grandes dimensfes, constituido por regides e estados
conhecidos por sua rica variedade em recursos naturais. A historia do Brasil, desde
o inicio da colonizacéo, traz em sua memoria relatos da cultura alimentar brasileira:
sua cor, aroma e sabor (BRASIL, 2002). A oferta de alimentos a base de plantas
oferece uma mistura diversificada de constituintes quimicos essenciais para a vida
humana e que podem contribuir para a promoc¢do de uma boa saiude (GRUSAK,
2002).

O clima favoravel brasileiro configura um dos principais fatores que permite
gue muitos destes alimentos sejam de facil disponibilidade e proporcionem
beneficios especiais para a populagcdo como um todo (BRASIL, 2002), afinal, poucas
sdo as variedades que ndo se adaptam ao clima e ao solo nacionais (BRASIL,
2012d).

Dentre essa vasta riqueza vegetal do pais destacam-se as frutas. Elas sao
reconhecidas fontes de vitaminas, minerais e fibras, alimentos nutricionalmente

importantes da dieta. Nos ultimos anos, uma maior atencdo tem sido dispensada a
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estes alimentos uma vez que evidéncias epidemiolégicas tém demonstrado que seu
consumo regular esta associado a reducdo da mortalidade e morbidade por algumas
doencas crbnicas ndo transmissiveis (MELO et al., 2008).

O setor de fruticultura esta entre os principais geradores de renda, emprego e
desenvolvimento rural do agronegocio nacional, dispondo de elevado efeito
multiplicador dessa renda e com forga suficiente para dinamizar economias locais
estagnadas ou com poucas alternativas de desenvolvimento (FACHINELLO et al.,
2011). O conhecimento, a valorizagdo, a producdo e a utilizacdo dos alimentos
regionais na comunidade encoraja a autossuficiéncia da mesma, colaborando para a
melhoria da economia local e da qualidade de vida (BRASIL, 2002).

A producdo mundial de frutas atingiu 587,6 milhdes de toneladas em 2009. A
China liderava o ranking com 19,5% da producdo mundial, seguida pela india com
11,6% e o Brasil com 6,4%, seguidos por Estados Unidos, Itélia, Indonésia, México,
Filipinas, Espanha e Turquia. Juntos, estes dez paises representaram cerca de 60%
da producdo mundial de frutas neste mesmo ano referenciado (FAO, 2011).

Apesar de estar entre os trés maiores produtores mundiais, o Brasil
encontrava-se, em 2008, em 15° no ranking dos exportadores de frutas. Do total
produzido, 47% foram consumidos in natura e 53% foram para processamento.
Dentre os 47% das frutas frescas, apenas 2% foram exportados e do total
processado, 29% destinaram-se a exportacdo (BRASIL, 2012d).

No cenario nacional é possivel notar, de um lado, o crescimento das grandes
plantacbes monocultoras a cada ano, as quais fazem uso de produtos quimicos com
vistas ao aumento de produtividade. Do outro lado, penalizamos a populagéo por
limita-la a variar a sua alimentacdo e consumir espécies nativas, capazes de
oferecer saude por meio de sua riqueza nutricional (PEREIRA et al., 2013), e
capazes ainda, de se tornar uma fonte de renda quando da producdo de doces,

geleias, sucos e sorvetes.

3.3 A IMPORTANCIA DO CONSUMO DE FRUTAS PARA A SAUDE HUMANA

A realidade de transicdo epidemiologica brasileira, representada
estatisticamente pelo aumento de mortalidade por doengas crbnicas, como as

cardiovasculares (IBGE, 2009), por exemplo, substancia ainda mais a necessidade
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de pesquisas no setor da saude e alimentagdo e, principalmente, na priorizacdo de
politicas publicas que facilitem produgdo e acesso a uma alimentacdo saudavel.
Politicas que incitem habitos de vida saudaveis, como o préprio consumo adequado
de frutas e hortalicas, contribuem ndo s6 na reducédo de risco de patologias, como
também no controle de custos com a saude publica nacional.

As frutas tém sido associadas a um papel protetor na manutencao da saude.
Seus beneficios na dieta humana séo bem conhecidos e fortemente sustentados por
evidéncias cientificas (HERVERT-HERNANDEZ et al., 2011), as quais tém ratificado
que o consumo regular desses grupos alimentares esta associado a reducdo da
mortalidade e morbidade por algumas doencgas crénicas ndo transmissiveis (MELO
et al., 2008).

Os radicais livres sdo atomos ou grupos de atomos que contenham pelo
menos um elétron ndo emparelhado na sua 6rbita, e pode ser formado quando o
oxigénio interage com determinadas moléculas. H4 uma variedade de radicais livres
formados no organismo, entre eles, as espécies reativas de oxigénio e espécies
reativas de nitrogénio sdo os principais componentes. Os radicais livres incluem
hidroxila, superdxido, éxido nitrico, didxido de nitrogénio, peroxil, e peroxil lipidico
(LIEN, HUA e CHUONG, 2008).

Essas espécies reativas sdo formadas continuamente como subprodutos do
metabolismo aerdbico e, através de reacdes com drogas e toxinas ambientais sédo
altamente reativos, podendo causar lesdo quimica ao DNA, proteinas e lipideos
insaturados. Os radicais livres estdo implicados em uma série de processos
patolégicos, como céancer, doenca inflamatéria e envelhecimento (CHAMPE e
HARVEY, 1994). O efeito nocivo dos radicais livres que causam potencial dano
biolégico ao organismo € denominado estresse oxidativo (LIEN, HUA e CHUONG,
2008).

Uma série de agentes redutores intracelulares, como o ascorbato, vitamina E,
beta-caroteno e compostos fenélicos (polifendis) sdo capazes de reduzir e detoxicar
os intermediarios de oxigénio nas células (CHAMPE e HARVEY, 1994), sendo eles
caracterizados como a defesa do organismo contra os radicais livres e denominados
antioxidantes (LIEN, HUA e CHUONG, 2008). Os compostos antioxidantes sao
sintetizados pelo corpo e também extraidos dos alimentos, especialmente frutas,
vegetais, sementes, nozes, carnes e 0leo (FUNDA e KIYMET, 2007). As classes dos

compostos antioxidantes estéao representados na FIGURA 1.
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O consumo de alimentos ricos em compostos antioxidantes foi
correlacionado com um risco reduzido para diversas patologias e problemas
cronicos de saude (CHAMPE e HARVEY, 1994), uma vez que reduzem o0s
processos de oxidacdo no organismo e desempenham um papel importante na
manutencdo da saude, protegendo contra as espécies reativas de oxigénio
responsaveis por um numero de doencas cronicas e degenerativas (LOIZZO et al.,
2012).

Uma recente revisao sugere a relacdo entre o consumo de frutas ricas em
antioxidantes e respostas protetoras contra a osteoporose, fundamentadas pela
observacdo de maior massa e maior forca 6ssea (SHEN et al. 2012). Mais
recentemente, um estudo prospectivo realizado com mais de 74.000 individuos,
analisou, dentre outras variaveis, o consumo alimentar, e concluiu uma relacdo
significativamente inversa entre a ingestdo de cinco ou mais porgdes de frutas e
hortalicas ao dia com o risco de Acidente Vascular Cerebral (AVC) (LARSSON et al.,
2013). Os beneficios do consumo de ao menos uma porc¢ao de frutas e hortalicas ao
dia foram atribuidos também na prevencéo contra o cancer (REISS et al., 2012).

Os beneficios dos polifendis também tém sido apontados em diversos
estudos na reducao de risco de doencas cardiovasculares. Sugerem-se efeitos sob a
vasodilatacao, melhoria do perfil lipidico, reducdo da oxidacdo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), dentre outros beneficios atribuidos a estes compostos,
embora nem todos os mecanismos de acdo estejam completamente elucidados
(QUINONES, MIGUEL e ALEIXANDRE, 2013). Recentemente estudos revelam que,
assim como macronutrientes trabalham juntos no organismo, 0 mesmo ocorre com
os antioxidantes. Compostos como fendis e flavondides podem potencializar a acéo
de vitaminas antioxidantes, como por exemplo a rutina, sendo esta capaz de
potencializar o efeito da vitamina C e E, quando ingeridas simultaneamente, gerando

melhor captacéo de radicais livres (ALOK et al., 2014).

3.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Os polifendis ou compostos fendlicos estdo entre a classe mais comum de
metabalitos na natureza e sua distribuicdo € quase onipresente (MELO et al., 2008).

Séo definidos como substancias que possuem um anel aromatico com um ou mais
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substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (ROCHA et al., 2011).
Embora exista uma grande variedade de fenois de plantas, a maioria destes
compostos resulta de uma comum origem: os aminoacidos fenilalanina e tirosina.
Este diversificado grupo de compostos encontra-se dividido em varias classes,
segundo o esqueleto carbbnico dos fitoquimicos, dentre as quais se destacam a dos
acidos fendlicos e a dos flavondides (MELO et al., 2008).

A capacidade antioxidante dos polifendis deve-se, principalmente, as suas
propriedades redutoras do grupo aromatico hidroxil, e, a intensidade da acao
antioxidante exibida por estes metabdlitos é diferenciada, uma vez que depende,
fundamentalmente, do numero e posicdo de hidroxilas presentes na molécula
(MELO et al., 2008).

Estruturas fenodlicas frequentemente tém potencial para interagir com
proteinas, devido aos seus anéis benzénicos hidrofébicos e potenciais dos grupos
hidroxila fenodlicos hidrogénio-ligacdo. Estes fendlicos também atuam como
antioxidantes em virtude da sua capacidade de inibir algumas enzimas envolvidas na
geracdo de radicais, tais como varias isoformas do citocromo P450, lipoxigenases,
ciclooxigenase e xantina oxidase (PEREIRA et al., 2009).

Os polifendis ocorrem em associacdo com matrizes alimentares em produtos
vegetais, tais como cereais, frutas, hortalicas e bebidas (café, chas, vinhos e
cerveja) (HERVERT-HERNANDEZ et al., 2011). Frutas e hortalicas, além de
fornecerem componentes como, por exemplo, acido ascorbico, betacaroteno e acido
félico, importantes para desempenharem funcfes basicas do organismo, sédo fontes
de compostos bioativos diretamente associados a reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas. (ARTS e HOLLMAN, 2005).

A avaliacdo e a determinacdo de polifenois totais em frutas e hortalicas
produzidas e consumidas no pais sdo essenciais para avaliar os alimentos-fonte de
compostos bioativos e estimular sua ingestdo pela populacdo. A quantificacdo do
teor de polifendis nesses alimentos agrega conhecimento cientifico sobre a
composicdo nutricional dos alimentos e seus beneficios na prevencdo de diversas
patologias (FALLER e FIALHO, 2009).

Tendo em vista a preconizacdo do consumo adequado de frutas na
prevencdo de doencas e, sendo o Brasil um territorio que abriga valiosa
biodiversidade, o desenvolvimento técnico cientifico de plantas nativas pouco

exploradas € capaz de proporcionar proventos, diretos ou indiretos, em diferentes
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faces, desde o desenvolvimento agricola regional, aproveitamento sustentavel de

residuos agroindustriais, até os beneficios de saude conferidos a populagéo.

3.5 A ATEMOIA (Annona x atemoya Mabb)

A familia Annonaceae constitui-se por 132 géneros e 2300 espécies
(JESSUP, 1988), dos quais apenas trés, Annona, Rollinia e Duguetia, produzem
frutos comestiveis (EMBRAPA, 2006).

No género Annona, as principais espécies cultivadas nas regides tropicais
séo: a Annona squamosa L., conhecida no Brasil como fruta-do-conde, ata ou pinha,
a Annona muricata L., popularmente chamada de graviola e a Annona reticulata L.,
denominada de fruta-da-condessa. Ja nas regifes subtropicais, a espécie Annona
cherimola Mill. (cherimoia) e seu hibrido Annona x atemoya Mabb. (atemoia) lideram
o cultivo das Annonas (EMBRAPA, 2006).

Dentre as espécies de Annona, apenas algumas delas, como fruta-do-conde,
graviola e atemoia, sdo de importancia comercial (PAREEK et al., 2011), sendo que
a maior parte das espécies dessa familia € considerada subutilizada
economicamente e a informagdo sobre as mesmas € escassa e amplamente
dispersa, além disso, as areas de producéo tém crescido mais rapidamente do que a

contribui¢cdo da ciéncia e da tecnologia (NUNES et al., 2012).

A atemoia (Annona x atemoya Mabb.) € um fruto hibrido derivado do
cruzamento entre um fruto tropical, a fruta-do-conde ou ata (Annona squamosa),
muito cultivada no Brasil e em regides de clima quente, e a cherimoia (Annona
cherimoia Mill.), fruto subtropical nativo de locais de clima ameno: regides andinas
do Chile, Peru, Bolivia, Equador (BONAVENTURE, 1999; TOKUNAGA, 2000). A
capacidade de adaptagédo da Annona cherimola em temperaturas mais baixas e da
Annona squamosa em temperaturas mais elevadas gerou um fruto com maior
amplitude térmica para a adaptacao.

Os primeiros cruzamentos da atemoia foram registrados em 1908, existindo
também hibridos naturais (MORTON, 1987). No Brasil, ha relatos de que, em 1950,
o Instituto Agronémico de Campinas (IAC) introduziu o fruto no estado de Séao Paulo

visando avaliar seu comportamento (TOKUNAGA, 2000). Ao final da década de
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1960 alguns pomares de atemoieiras jA estavam instalados no Vale do Paraiba,
gracas a iniciativa de infima parcela de produtores crentes no potencial da fruta no
mercado nacional. As pesquisas cientificas referente ao cultivo, por sua vez,
iniciaram apenas em meados dos anos 90 (PEREIRA e KAVATI, 2011).

No territério nacional, as culturas de atemoia encontram-se localizadas em
pontos com diferentes caracteristicas climaticas, abrangendo desde regides
tropicais, com temperaturas meédias anuais entre 20 e 25°C, a regides subtropicais e
tropicais de altitude, com temperaturas médias abaixo de 20°C. Ha referéncias de
que as temperaturas ideais para a fase de desenvolvimento da atemoia sdo: minima
entre 13 e 20°C e maxima entre 22 e 32°C (BONAVENTURE, 1999; TOKUNAGA,
2000).

Uma vez que seu cultivo em condi¢cbes climaticas brasileiras € recente, ha
poucos dados disponiveis para a definicdo das principais caracteristicas dos
cultivares (NEVES e YUHARA, 2003). Sado conhecidas cerca de 15 cultivares de
atemoia, das quais algumas foram introduzidas no Brasil. As cultivares mais
conhecidas sdo Gefner, Page, African Pride, Bradley, IAC - A, PR - 2, PR - 3,
Bernitski, Hete, Island, Gem, Kabri, Malali, Malamud, Mammoth e Sterner
(EMBRAPA, 2006).

A planta apresenta porte pequeno a médio, chegando ao maximo de 10
metros de altura (FIGURA 2), normalmente sua copa é aberta e de ramos longos. As
folhas séo elipticas, ovaladas ou lanceoladas com dimensdes entre, 10 a 20 cm de
comprimento e 4 a 8 cm de largura (FIGURA 3). As flores medem de 3 a 4 cm, com
trés pétalas amarelo-esverdeadas (FIGURA 3), simples ou em pencas de 2 a 3 cm,
localizadas nas axilas das folhas de ramos com um ano de idade ou nos brotos
novos (MANICA, 1994).
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FIGURA 2 — ATEMOIEIRAS CULTIVADAS EM MARIALVA/PR
FONTE: A autora (2014)

FIGURA 3 — FOLHAS E FLOR DA ATEMOIEIRA.
FONTE: A autora (2014)
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Os frutos das Annonaceas sao um pseudocarpo formado pela fusdo dos
carpelos e recepticulos dentro de uma massa carnosa. A forma do fruto pode ser
variavel, de esferdide a ovoide, e sua superficie € coberta com auréolas em forma
de U, suaves ou pontudas (FIGURA 4). A polpa é branca, comestivel e facilmente
separada das sementes (SANTOS et al., 2001). Pesam de 200 g a 450 g,
amadurecem de 4 a 6 meses do florescimento, sdo esverdeados e chegam ao
amarelo-palido, na maturacdo (MANICA, 1994).

A classificacdo dos frutos tem como principios: o grau de maturacao, tamanho
(FIGURA 5) e uniformidade na conformagédo (frutos bem formados). Os frutos
defeituosos ou de tamanhos irregulares, destinam-se a um mercado menos
exigente. Sao vendidos a granel, em contentores ou caixas de madeira, separados

por camadas com papel branco (SANTOS et al., 2001).

b

FIGURA 4 — FRUTOS DE Annona x atemoya Mabb.
FONTE: A autora (2014)
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FIGURA 5 — CLASSIFICACAO DA ATEMOIA SEGUNDO O TAMANHO
E NUMERO DE FRUTOS POR CAIXA.
FONTE: A autora (2014)

Cerca de mil hectares de atemoia sao plantadas no Brasil. Os estados do
Parana, Minas Gerais e Bahia representam 18% dessa producdo e Sao Paulo
destaca-se com um volume de 43,8% da producédo nacional (CAXITO, 2009). Sua
comercializacdo ainda € caracterizada pelos altos precos, porém o gradativo
aumento do consumo revela um progndstico positivo para o crescimento da cultura
(MARCELLINI et al., 2003). Através da FIGURA 6 é possivel observar a distribuigdo

do cultivo desta fruta no estado do Parana.

Zoneamento da Cultura de Atemoaia

AW BSW BZW  BIW  BOW W W
FIGURA 6 — DISTRIBUICAO DO CULTIVO DE ATEMOIA NO ESTADO DO PARANA
Fonte: IAPAR
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A atemoia apresenta algumas vantagens em relacdo as Annonas
popularmente conhecidas como pinha e a graviola. E descrita como mais saborosa,
com menor numero de sementes e uma vida pos-colheita mais prolongada. Além
disso, possui melhor adaptacdo a climas com caracteristicas bem diferentes do que
as demais espécies produtoras de frutos destinados ao consumo in natura
(MARCELLINI et al., 2003).

Em termos de contribuicdo nutricional, alguns estudos recentes envolvendo
frutos pertencentes a familia das Annonaceas, evidenciam seu importante teor de
micronutrientes, a presenca de compostos bioativos (CLERICI e CARVALHO-SILVA,
2011) e atividade antioxidante (JULIAN-LOAEZA et al., 2011; SACRAMENTO et al.,
2003). Esses frutos contém consideravel quantidade de polifendis, metabdlitos
secundarios de poder antioxidante que podem auxiliar na reducdo do risco de
doencas associadas ao estresse oxidativo, tais como o cancer, a aterosclerose e as
doencas neurodegenerativas (LOIZZO et al., 2012).

A literatura cientifica pouco contribui com informacdes quanto a
caracterizacdo centesimal e valor de atividades biologicas da espécie Atemoia,
especificamente. Tal fato configura um maior estimulo na investigacdo proposta na

referida pesquisa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CLASSIFICACAO DO TIPO DE PESQUISA

Pesquisa de carater experimental de fins praticos, abrangendo andlises
laboratoriais para caracterizacdo da composicdo fisico-quimica, da atividade
antioxidante e atividades biolégicas das fracdes polpa, casca, semente e folhas da

espécie Annona x atemoya Mabb., cultivar African Pride.

4.2 MATERIAL BOTANICO

Estudos envolvendo plantas devem ser iniciados pela amostragem botéanica.
Para tanto, um material testemunha (exsicata ou voucher) deve ser preparado. Esse
material consiste em um ramo da planta fértil (ou seja, com flores e/ou frutos), o qual
€ prensado, seco e acondicionado em uma colegao cientifica denominada “herbario”.
Ao depositar a exsicata no herbario, o pesquisador de plantas medicinais permite
que especialistas possam conferir se 0 nome botanico aplicado esta correto. A toda
exsicata € referida um coletor e um nimero de coleta (LORENZI e MATOS, 2008).

Os frutos e folhas espécie Annona x atemoya Mabb., cultivar African Pride,
foram coletados no dia 27 de abril de 2013. A coleta ocorreu na cidade de Marialva,
no estado do Parand, sob as coordenadas geogréaficas S 23.47162 O 51.79231. O
transporte do local da coleta até a cidade de Curitiba/PR foi realizado via terrestre
em caixas de papelédo e as amostras foram levadas ao Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal do Parana (UFPR), local de desenvolvimento da pesquisa. O
material botanico foi submetido a identificacdo no Herbario do Museu Botanico
Municipal de Curitiba para classificacdo, onde encontra-se registrada sob o nimero
386620 (ANEXO 1).

A autorizacdo de acesso ao patrimdnio genético por meio de pesquisa
cientifica foi emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovaveis, conforme documentado no ANEXO 2.
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4.3 DIMENSIONAMENTO DA AMOSTRA

Cada um dos vinte e dois frutos utilizados na pesquisa foi pesado
individualmente em balanca semianalitica Marte® modelo AS2000, com
sensibilidade de 0,01 grama. O dimensionamento longitudinal e equatorial foi

realizado com paquimetro de bancada e o resultado expresso em centimetros (cm).

4.4 PREPARO DA AMOSTRA

Os frutos foram higienizados por imersao em solucao clorada (hipoclorito de
sédio) a 200 ppm, enxaguados em agua corrente e distribuidos sobre uma bancada
para secagem natural. Apos o processo de dimensionamento, os frutos foram
submetidos ao descascamento manual com o uso de faca de aco inoxidavel e suas
partes foram separadas: casca, polpa e sementes. Parte da polpa e casca foi
submetida a secagem. Para a polpa, utilizou-se o método de liofilizacdo, em
liofilizador Cperon Freezer Dryer -55°C®. Cascas e folhas foram acondicionadas em
estufa de circulacdo de ar a 45°C (FIGURA 7) por aproximadamente 24 horas até

completa secagem. As sementes foram trituradas previamente a armazenagem.

FIGURA 7 — SECAGEM DAS FOLHAS DA ATEMOIEIRA EM ESTUFA.
FONTE: A autora (2014)
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As fracdes do fruto foram acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e
armazenadas em temperatura de congelamento até o inicio das andlises. De acordo
com a demanda de cada meétodo, as amostras foram descongeladas em
temperatura de resfriamento (até 5°C) e previamente homogeneizadas em
liquidificador doméstico.

As etapas de preparo da amostra estao resumidas na FIGURA 8.

Higienizacao

Dimensionamento

Descascamento manual

|
| _1

Polpa in natura Casca in natura e folhas Semente in natura

Liofilizag&o Secagem Secagem

Armazenamento / congelamento

FIGURA 8 — FLUXOGRAMA DO PREPARO DA AMOSTRA
FONTE: A autora (2014)



4.5 NOMENCLATURA DAS AMOSTRAS

Para a apresentacao dos resultados, foram utilizadas as abreviacdes

descritas no QUADRO 1.

AMOSTRA ABREVIACAO
Polpa Fresca PF
Polpa Liofilizada PL
Casca Fresca CF
Casca Seca CS
Semente S
Folha F

QUADRO 1 — NOMENCLATURA DAS AMOSTRAS PARA APRESENTACAO DOS

RESULTADOS.
FONTE: A autora (2014)
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4.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA ESPECIE Annona x atemoya Mabb.

As analises fisico-quimicas do presente estudo estdo indicadas nho QUADRO

2, segundo cada fracao do fruto.

" AMOSTRA
ANALISE
PF PL CF CS S F
Umidade v v v v N N
Cinzas N N N N N N
Potencial hidrogeniénico (pH) N N N N N J
Acidez titulavel N N N ) N
Solidos soltveis N
Acucar total N N N ) N
Proteina N N N N J
Lipideo v \ \ v N
Fibra alimentar total (FAT) N N N
Carboidrato N N N ) J
Valor energético total (VET) N N N N J

QUADRO 2 — ANALISES FISICO-QUIMICAS REALIZADAS SEGUNDO A FRACAO DO FRUTO

Annona x atemoya Mabb.
FONTE: A autora (2014)

Notaa: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca ; CS: casca seca; S: semente; F: folha
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4.6.1 Umidade

A umidade de todas as fracBes do fruto foi determinada, em quintuplicata,
mediante secagem direta em estufa segundo a metodologia da AOAC - Association
of Official Analytical Chemists (2005). Aproximadamente 5 gramas de amostra
homogeinizada foram submetidas a estufa de circulagdo de ar da marca Quimis® a
105°C, em pesa-filtro previamente padronizado, até apresentar peso constante. O
valor da umidade foi representado pela diferenca entre o peso da amostra seca e 0
peso do pesa-filtro (AOAC, 2005).

4.6.2 Cinzas

As cinzas foram analisadas mediante calcinacdo da matéria organica (AOAC,
2005). Cerca de 3 gramas de amostra homogeinizada foram pesadas em cadinho
previamente padronizado e levadas a secura e carbonizacdo em chapa elétrica. Em
seguida, as amostras foram incineradas em mufla, marca Robetshaw® modelo Indic
50, a 550°C até a queima total da matéria organica. ApOs resfriamento em
dessecador, o teor de cinzas foi determinado pela diferenca entre a amostra

incinerada e o peso do cadinho. A andlise foi realizada em quintuplicata.

4.6.3 Acidez titulavel em &cido organico

A acidez titulavel foi verificada através de volumetria potenciométrica
conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Foram diluidas
10 gramas da amostra em 300 mL de agua destilada para posterior titulacdo com
hidréxido de sdédio a 0,1M. Prosseguiu-se com a titulacdo até a solucdo atingir um
pH entre 8,2 e 8,4, aferido com pHmetro previamente calibrado, marca Analyser®
modelo pH300. A analise foi realizada em quintuplicata e, os valores de acidez foram
expressos em % de acidez em acido citrico, conforme equacao descrita na FIGURA
9.
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4 )

V XF XM X PM
10 XP Xn

% acido organico =

Na qual:

-V = volume de solugédo de hidréxido de sodio gasto na titulagdo em mL
- F = fator de correcéo da solucdo de hidroxido de sédio

- M = molaridade da solucdo de hidréxido de so6dio

- PM = peso molecular do acido citrico em gramas (192)

- P = massa da amostra em g

Kn = numero de hidrogénios ionizaveis (3) /

FIGURA 9 — EQUACAO PARA CALCULO DE ACIDEZ TITULAVEL EM ACIDO ORGANICO
FONTE: IAL (2008)

4.6.4 Solidos soltveis

O teor de solidos soluveis em total de graus Brix (°Brix) foi mensurado
mediante refratometria para a amostra da polpa in natura, dada pelo gotejamento do
suco da polpa, em quintuplicata, e posterior leitura em refratbmetro digital de
bancada (IAL, 2008), marca Instrutherm® modelo RTD-95.

4.6.5 Potencial hidrogenidnico (pH)

A determinacao do pH deu-se por método eletrométrico. Aproximadamente 10
gramas de amostra homogeinizada foram diluidas em 100 ml de 4gua destilada e,
apos calibrado, o pHmetro Analyser® modelo pH300 foi utilizado para a indicagédo do

pH (IAL, 2008). A analise foi realizada em quintuplicata

4.6.6 Proteinas

Foi realizada a determinacdo de nitrogénio pelo processo de digestdo de
Kjeldahl, segundo metodologia proposta pela AOAC (2005). Foi pesado
aproximadamente 1 grama de cada amostra, a qual foi posteriomente submetida a
digestdo com &cido sulfurico e catalisador, formando sulfato amoniacal. A destilagéo,
realizada por arraste de vapor de amonia, foi recebida em enlermeyer contendo
acido borico a 4%, tornando a solugdo de coloracdo verde. Por ultimo, a aménia foi

titulada com 4&cido sulfuarico 0,02M até a primeira coloragdo cor-de-rosa. A
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determinacdo de proteinas das amostras foi realizada pela equacdo descrita na

FIGURA 10, utilizando o valor de 6,25 como fator de conversao.

(

% de proteinas =

Na qual:

- P = peso da amostra
( f = fator de conversao (6,25)

V x0,14 X f

P

-V = volume de &cido sulfarico gasto na titulacdo

\

J

FIGURA 10 — EQUAGCAO PARA CALCULO DE PROTEINA

FONTE: AOAC (2005)

4.6.7 Lipideos

Esta analise foi realizada mediante extracdo da amostra a quente com éter de

petréleo (AOAC, 2005). Aproximadamente 5 gramas de amostra foram pesados em

papel filtro e levados ao extrator de Soxhlet, acoplado em um condensador de bolas

e baldo de fundo chato previamente padronizado. O extrator foi mantido em

aguecimento por aproximadamente 8 horas para extracdo. O solvente foi destilado e

o baldo com o residuo etéreo foi levado a estufa para secagem e posterior pesagem.

O teor de extrato etéreo foi expresso em porcentagem, segundo a diferenca de peso

do balédo padronizado e o baldo com o extrato etéreo (FIGURA 11).

) 100 X N
% de lipideos = —p
Na qual:
- N = gramas de lipideos
\- P = gramas da amostra

~

J

FIGURA 11 — EQUACAO PARA CALCULO DE LIPIDEOS

FONTE: AOAC (2005)
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4.6.8 Agucares totais

4.6.8.1 Preparo da amostra

Foi pesado de 0,2 a 0,5g de cada amostra em balanca analitica em béckeres
de 120 mL. Adicionou-se 40 mL de agua destilada e 1 mL de &cido sulftrico 1 M, e a
solucédo foi levada a aquecimento em chapa elétrica até inicio da fervura. Apos
resfriamento em temperatura ambiente, as solu¢bes foram filtradas com o uso de

funil e papel filtro em balBes volumétricos de 100 mL.

4.6.8.2 Determinacéo de acucares totais

Em uma série de tudos de ensaio foi adicionada solucédo padrdo de glucose
(100mg/dL) em diversas concentracdes (25, 40, 55, 70, 85 e 100 ug/mL) e, em
seguida, completou-se o volume dos tubos para 1 mL com &gua destilada. Foi
adicionado 1 mL do reativo fenol (5 g%) e 5 mL de &cido sulfurico concentrado. Apés
o resfriamento dos tubos, aproximandamente 20 minutos, foi realizada a leitura das
amostras em espectrofotdbmetro a 490 nm para tracar a curva padrdo do
experimento (DUBOIS et al., 1956).

Os tubos das amostras foram realizados em triplicata, utilizando uma Unica
concentracdo do filtrado da amostra: 150 pL para polpa fresca, polpa liofilizada,
casca fresca e casca seca e, 500 pL para a amostra da semente. O procedimento
seguinte foi 0 mesmo utilizado para a determinacdo da curva padrdo, completando-
se o volume para 1 mL com agua destilada, adicionando o reativo fenol e o acido
sulfdrico concentrado para, finalmente, realizar a leitura em espectrofotometro a 490

nm.

4.6.9 Fibra alimentar total

O teor de fibra alimentar total foi quantificado pelo método enzimatico
gravimétrico (IAL, 2008), o qual se constitui em digerir a amostra com trés enzimas:
alfa-amilase termorresistente, alcalase e amiloglusidase (Sigma®). Apds digestéo
enzimatica, 250 mL de etanol 95% pré-aquecido foram adicionados a amostra e a

solugcdo permaneceu em repouso por 24 horas. Essa solucdo foi filtrada em
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cadinhos de vidro padronizados e lavada com 30 mL de etanol 78%, 20 mL de
etanol 95% e 20 mL de acetona. O residuo que permaneceu nos cadinhos foi
submetido & secagem em estufa a 105°C e, o peso de cada cadinho foi aferido apos
estabilizacdo. Na determinacéo das fibras foi utilizada a equacao representada pela

FIGURA 12. A andlise foi realizada em duplicata, conforme sugerido pelo método.

4 )

R-P-C-B
WFAT = =700

Na qual:

- R =residuo das amostras

- P =teor de proteina no residuo
- C =teor de cinzas no residuo

- B = branco da reacéo

KM = peso da amostra analisada j

FIGURA 12 — EQUAGCAO PARA CALCULO DE FIBRAS TOTAIS
FONTE: IAL (2008)

4.6.10 Carboidratos

Para a determinacdo de carboidratos foi aplicado o método da diferenca
existente entre cem e o teor de proteinas, lipideos, cinzas, fibras e umidade (MULER
e TOBIN, 1980), conforme a equacao demonstrada na FIGURA 13.

4 )

% de carboidratos = 100-P-L-C-F-U

Na qual:

- P =teor de proteina
- L = teor de lipideos
- C = teor de cinzas

- F = teor de fibras

- U = teor de umidade j

-

FIGURA 13 — EQUACAO PARA CALCULO DE CARBOIDRATO
FONTE: MULER e TOBIN (1980)

4.6.11 Valor energético total

O valor energético foi calculado segundo a conversdo de Atwater. O teor

protéico e de carboidratos foram multiplicados por 4 quilocalorias (kcal), enquanto o
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teor de lipideos foi multiplicado por 9 kcal (OSBORNE e VOOGT, 1978). O valor

enérgico total corresponde a soma de todos esses resultados (FIGURA 14).

4 )

VET= (P x4)+(C x4)+ (L x9)

Na qual:
- P =teor de proteina
- C =teor de carboidrato

- L =teor de lipideo
\_ J

FIGURA 14 — EQUAGCAO PARA CALCULO DE VALOR ENERGETICO TOTAL
FONTE: OSBORNE e VOOGT (1978)

4.7 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos foram obtidos por maceragdo e percolagdo com a
utilizacdo de aparelho Soxhlet (CARVALHO et al., 2009). Cada amostra foi pesada
previamente ao seu acondicionamento no Soxhlet. Foi adicionado o solvente
extrator, e submetido a um tempo médio de 8 horas de extracdo sob refluxo em
manta aquecida a 65°C (FIGURA 15). Na TABELA 2 é possivel observar a
quantidad de matéria-prima utilizada na extracdo de cada uma das amostras

estudadas.

X

41
|

FIGURA 15 — APARELHO SOXHLET PARA OBTENCAO DOS EXTRATOS.
FONTE: A autora (2014)
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TABELA 2 — QUANTIDADE DE MATERIA-PRIMA UTILIZADA PARA A OBTENGCAO DOS

EXTRATOS DO CULTIVAR AFRICAN PRIDE DO FRUTO Annona x atemoya Mabb

AMOSTRA QUANTIDADE DE MATERIA-PRIMA (g)
PF 85,50
PL 19,48
CF 38,85
CS 54,63
S hexano 29,08
S acetado de etila 29,08
S cloroférmio 29,08
S etanol 29,08
F 198,01

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca ; CS: casca seca; S: semente; F: folha

As amostras de polpa fresca, polpa liofilizada, casca fresca, casca seca e

folha seca foram extraidas com a utilizacdo de etanol absoluto. Para as sementes,

procedeu-se a extracdo com solventes de polaridade crescente: hexano, cloroférmio,

acetato de etila e etanol.

Foi aferido o volume dos extratos obtidos ao final da extracdo com o auxilio

de uma proveta, os mesmos foram levados a estufa a 60°C até secura e, por fim,

pesados em balanca analitica.

4.7.1 Teor de sélidos

A determinacédo dos sélidos dos extratos consistiu em levar um mL de extrato

a secura em estufa a 105°C até peso constante. A diferenca do peso inicial e final do

pesa filtro corresponde ao teor de solidos por mL de extrato. Os resultados foram

expressos em proporcdo da matéria-prima por mL de extrato e, a partir deste

resultado e do teor de sdlidos por 1 mL, aplicou-se a equacdo demonstrada na

FIGURA 16.
%t de solidos = TS > 100
0 teor ae soliaos = TF
Na qual:
- TS = teor de sélidos/mL de extrato
\- TF = teor do fruto / mL de extrato )

FIGURA 16 — EQUACAO PARA CALCULO DE TEOR DE SOLIDOS DOS

EXTRATOS BRUTOS
FONTE: A autora (2014)
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4.8 DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo altamente reativos com os radicais livres,
portanto sua quantificacdo € indicativa de atividade antioxidante (JULIAN-LOAEZA
et al., 2011).

O doseamento de polifendis foi realizado segundo a metodologia de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON e ROSSI, 1965), em triplicata, a qual consistiu na adicdo de
agua destilada, 320 pL da amostra (80 uL/mL), reagente Folin-Ciocalteu e carbonato
de sodio 10% a tubos de ensaio e, ap0s trinta minutos, foi realizada a leitura em
espectrofotometro Shimadzu® UV-1800 a 765 nm. Como tubo branco foi utilizado o
metanol e o controle foi composto por todos os reagentes citados anteriormente,
com substituicdo da amostra por metanol.

A curva padrdo para calibragdo foi realizada com solugbes de diferentes
concentracbes de &cido galico (2,5; 3; 4; 5; 6; 8 e 10 pug/mL), a partir da qual foi
obtido um gréafico de disperséo permitindo, através da regresséo linear, o calculo das

absorbancias obtidas para cada amostra.

4.9 DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES

O doseamento de flavondides foi realizado pelo método descrito por Chang et
al. (2002), onde adicionou-se em 400 uL de amostra (1 mg/mL), 200 uL de cloreto de
aluminio a 2,5% e 200 puL de acetato de sédio a 10%, completando o volume para 4
mL com metanol. Apés o repouso dos tubos por 40 minutos, as amostras foram lidas
em espectrofotdbmetro Shimadzu® UV-1800 a 425 nm. O tubo branco conteve os
mesmos reagentes, porém a amostra foi substituida por metanol, o qual também foi
utilizado para zerar o equipamento. A analise foi realizada em triplicata.

A curva de calibracdo foi composta por diferentes concentracbes da
quercetina (2,5; 3; 4; 5; 6; 8 e 10 ug/mL) e o célculo do teor de flavonoides nas

amostras estudadas foi realizado por regressao linear.
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4.10 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.10.1 Reducéao do radical DPPH

O 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) é um radical estavel que apresenta
coloracdo roxa escura, a qual é perdida com a reducéo deste radical. Este ensaio,
realizado em triplicata, consistiu em adicionar a tubos de ensaio 2,5 mL de amostra
em diferentes concentragdes, diluidas em metanol. Aos tubos, foi adicionado ainda 1
mL de solucdo metandlica de DPPH. Apés trinta minutos de repouso, a absorbancia
foi aferida em espectrofotdmetro Shimadzu® UV-1800 a 518 nm. Utilizaram-se as
mesmas concentracfes de amostra sem a solucdo metandlica de DPPH como
branco e, como controle, solugdo metandlica de DPPH.

Os resultados foram expressos pelo coeficiente de inibicdo I1Cso, ou seja, a
guantidade necesséaria de extrato para reduzir em 50% a quantidade inicial do
radical DPPH (BRAND-WILLIANS, CUVELIER e BERSET, 1995). Os valores séao
provenientes do grafico onde a abscissa representa a concentracdo da amostra e a
ordenada representa a média percentual de inibicdo do DPPH. A equacao da reta no
gréafico (y=ax+b) serviu como base para a obtencéo do ICso.

Para a comparacao da atividade antioxidante obtida pelas amostras, utilizou-

se como padrdes a rutina e a vitamina C (MENSOR et al., 2001).

4.10.2 Formagédo do Complexo Fosfomolibdénio

Foi aplicado o método descrito por Prieto, Pineda e Aguiar (1999), o qual
determina a capacidade antioxidante por uma reacdo de éxido-reducdo, permitindo
avaliar tanto componentes lipofilicos quanto hidrofilicos. O método baseia-se
fundamentalmente na reducdo do molibdénio VI a molibdénio V quando da presenca
de compostos antioxidantes, gerando um complexo verde em pH &cido, determinado
espectrofotometricamente a 695 nm.

Em tubos de ensaio foram adicionados 3 mL do reativo do complexo
fosfomolibdénico, composto por fosfato de sédio 0,1M, molibdato de aménio 0,03M,
acido sulfarico 3M e agua destilada. Posteriormente foi adicionado 300 uL da

solucdo metanolica de cada amostra, a uma concentracdo de 200 pg/mL. Os tubos
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foram hermeticamente fechados e submetidos a banho-maria a 95°C por 90 minutos,
e, apos resfriamento, a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro
Shimadzu® UV-1800 a 695 nm. Como branco, foi utilizado o mesmo procedimento,
substituindo os 300 pL da solucdo da amostra por metanol. Os resultados foram
expressos em atividade antioxidante relativa (AAR%) de amostra em relagcéo a dois
padrbes com atividade antioxidante conhecida (acido ascorbico e rutina). A anélise

foi realizada em triplicata.

4.10.3 Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitdrico

O método aplicado foi o proposto por Kishida et al. (2003), o qual avalia a
capacidade da amostra em inibir a peroxidacdo lipidica induzida pelo agente
oxidante, fundamentado na peroxidagédo da gema de ovo por meio da formacgéao de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). O malonaldeido (MDA) é
formado por auto-oxidacdo ou degradacdo enziméatica de acidos graxos
poliinsaturados. Ele reage com o &acido tiobarbitlrico em altas temperaturas e baixo
pH, formando um complexo cor-de-rosa, que representa a quantidade de lipideos
oxidados, sendo absorvido a 532 nm.

Este ensaio, realizado em quintuplicata, consistiu em adicionar aos tubos de
ensaio: 100 pL da solucdo metandlica das amostras, agua destilada, solucdo de
gema de ovo a 5%, cloreto de 2,2’-azo-bis-acido a 0,035% (ABAP), solugéo de acido
acético a 20% e solucao de &cido tiobarbitarico a 0,4% (TBARS). Os tubos foram
fechados hermeticamente e levados ao banho-maria a 95°C por 60 minutos. Apos
resfriamento, foi adicionado 1500 pL de butanol em cada tubo, os quais foram
agitados lentamente, mantidos em repouso por 10 minutos e entdo centrifugados. A
leitura das amostras foi realizada a partir do sobrenadante de cada tubo, a 532 nm
em espectrofotdbmetro Shimadzu® UV-1800. O aparelho foi zerado com butanol.

Como branco foi utilizado o mesmo procedimento, substituindo a solugao
ABAP por agua destilada. O controle positivo foi composto por solucdo metandlica
de butil hidroxitolueno (BHT) no lugar da solu¢cdo da amostra. Para controle negativo
foi substituida a solucéo da amostra por metanol.

A atividade antioxidante foi determinada pelo indice Antioxidante (IA),

segundo a equacao apresentada na FIGURA 17:
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Absorbancia amostra

IA(%)=1- x 100
( )

Absorbancia controle

FIGURA 17 — EQUAGCAO PARA CALCULO DO iNDICE ANTIOXIDANTE (IA) SEGUNDO O
METODO DE ESPECIES REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO.
FONTE: KISHIDA et al. (2003).

4.11 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.11.1 ATIVIDADE HEMOLITICA

Foram pesados aproximadamente 10 mg de cada amostra em balanca
analitica e diluidas em 1% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 10 mL da solucédo tampéao
fosfato-salino (PBS).

Foram pipetadas, em triplicata, concentracdes de 500 e 1000 pg/mL de cada
amostra em ependorfes, adicionados 200 pL de sangue de carneiro, o qual foi
previamente lavado com solucdo tampdo PBS gelada e centrifugado. Os tubos
foram levados a estufa por 3 horas a 36°C. Retirados da estufa, os ependorfes foram
submetidos a centrifugacdo por 5 minutos a 3000 rpm. A leitura das amostras foi
realizada a partir do sobrenadante limpido de cada tubo, com a utilizacdo de
microplacas e, a leitura foi realizada a 540 nm (BRASIL, 2010d)

O controle positivo foi composto por Agua destilada em substituicdo a amostra
e, 0 controle negativo levou a solucéo de PBS para substitui-la.

A quantificagdo da hemolise foi obtida considerando que a absorbancia do
controle positivo correspondeu a 100% de hemdlise, conforme demonstra a equacéo
representada na FIGURA 18.

. Absorbéancia da amostra x 100
Hemolise (%) =

Absorbancia do controle positivo

FIGURA 18 — EQUACAO PARA CALCULO DO PERCENTUAL DE HEMOLISE.
FONTE: BRASIL, 2010d



62

4.11.3 TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Artemia salina € um microcustaceo marinho utilizado como alimento vivo para
peixes e pode ser utilizado para estimar a toxicidade através da dose letal média
(DLso), considerando a amostra atdéxica quando concentra¢des acima de 1000 pg/mL
nao apresentam mais de 50% de larvas mortas (MEYER et.al, 1982).

Foi utilizado o método descrito por Meyer et.al (1982), fundamentado na
preparacao de uma solucéo salina contendo sal marinho e agua destilada. Os ovos
de Artemia salina (200mg/400mL) foram colocados na agua salgada para a ecloséo,
mantidos por 48 horas sob aeracdo continua, expostos a luminosidade, com
temperatura e pH controlados para manter as larvas vivas, na faixa de 27 a 30°C e 8
a 9, respectivamente.

As amostras foram preparadas em triplicata nas concentracdes de 10, 100 e
1000 pg/mL, utilizando metanol como solvente e, levadas a estufa até total
evaporacdo do metanol. Os tubos contendo amostras secas receberam 1 mL de
solucéo salina e cerca de 30 naupilos de Artemia salina. Apds 24 horas foi realizada
a contagem dos naupilos mortos e vivos com auxilio de uma lupa e iluminacao
incandescente.

Como controle positivo para este ensaio foi utilizado o sulfato de quinidina nas
mesmas concentracdes das amostras, e, como controle negativo, a amostra foi
substituida por metanol. Os resultados foram analisados pelo método estatistico
Probitos e apresentados em dose letal média (DLso), considerando toxicos aquelas

extratos cuja DLso foi inferior a 1000 pg/mL.

4.11.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos foi realizada pela técnica
de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da concentracédo inibitoria minima.

Os microrganismos utilizados neste ensaio foram: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
(WIKLER et al., 2009), os quais foram armazenados a -80°C em caldo TSB com
glicerol 15% até o momento de uso. A reativacdo se deu pelo subcultivo das cepas
em agar TSA em temperatura de 37°C por aproximadamente 24 horas.
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O in6culos foram preparados mediante suspensdes em tubos contendo salina
estéril (NaCl a 0,85%) na concentracédo de 1,0 x 108 UFC/mL, equivalente ao tubo
0,5 de McFarland. O ensaio foi realizado em microplacas estéreis contendo 96
cavidades (12 colunas e 8 linhas, identificadas de 1 a 12 e de A a H,
respectivamente).

O preparo das amostras foi iniciado com a diluicdo de 100 mg/mL de extrato
em 10% de etanol e 2% de DMSO, e posteriormente foram filtradas em membrana
milipore 0,22 um. Em seguida, foram transferidos 100 yL de caldo Mueller-Hinton
(Merck®) na linha A das colunas 2 a 10. Na coluna 2 foi inoculado 100 pL do extrato
e apés homogeneizacdo transferido 100 uL para o orificio da coluna 3. Este
procedimento foi repetido até a coluna 10, conferindo diferentes concentracdes dos
extratos

O controle positivo foi composto de 100 pL de caldo Mueller-Hinton e 5 pL do
in6culo bacteriano (coluna 12). Para o controle negativo ou controle de esterilidade
foi utilizado 100 pL de caldo Mueller-Hinton e 100 pL de extrato vegetal (100
mg/mL), dosados na coluna 1 da microplaca. O controle negativo da atividade
inibitéria do diluente (DMSO e etanol) foi realizado mediante inclusdo de 100 pL de
solucdo de DMSO a 2% e etanol a 10% juntamente com 100 pL de caldo Mueller-
Hinton e 5 pL do in6culo bacteriano (coluna 11).

A distribuicdo da concentracdo dos extratos, bem como dos controles
realizados neste ensaio, estao apresentados no QUADRO 3.

COLUNA CONCENTRAGCAO (ug/mL)
Caldo Mueller Hinton + extrato vegetal
5000
2500
1250
625
312
156
78
39
19
DMSO (2%) + etanol (10%) + caldo Mueller Hinton + inéculo bacteriano
Caldo Mueller Hinton + indculo bacteriano

OO N[OOI WIN|F

=Y
o

=
=

=
N

QUADRO 3 — DISTRIBUICAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DOS EXTRATOS E DOS
CONTROLES POSITIVO E NEGATIVO, DE ACORDO COM AS COLUNAS DA MICROPLACA,
PARA O ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

FONTE: A autora (2014)
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As microplacas foram incubadas em estufa a 35°C por 20 horas, foi
acrescentada solucéo aquosa de cloreto de trifenil tetrazolium (TTC) da Merck® a
0,5% e, posteriormente, as microplacas retornaram a incubacéo por mais 3 horas na
mesma temperatura (35°C) antes de serem lidos os resultados.

A prova negativa de efeito inibitério das amostras foi traduzida pela presenca
da coloragdo vermelha nos orificios e, a auséncia dessa coloracao foi considerada

acao inibitoria positiva. Este ensaio foi realizado em duplicata.

4.12 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

ApoOs realizados os doseamentos de polifenois e flavonoides, atividade
antioxidante e atividades biolégicas dos extratos, foi fracionado o extrato bruto da
folha para isolamento e identificagdo de compostos. O fracionamento foi realizado
por sonicacao (volume por volume) com solventes de polaridade crescente (hexano,
cloroférmio e acetato de etila, respectivamente).

A fracdo hexano da folha foi selecionada devido ao maior rendimento final, e
submetida a cromatografia para o isolamento e identificacdo de compostos. O
isolamento foi realizado pelo método cromatografico em camada delgada com fase

estacionaria silica gel Merck®.

4.12.1 Isolamento de compostos

A coluna cromatogréfica com fase estacionaria Silica Gel 60 Merck ® foi
empregada para o isolamento de compostos da fragcdo hexanica da folha, com fase
movel composta por hexano/acetato de etila. A pastilha foi preparada utilizando dez
partes de silica em relacdo a amostra, levada até secura e entdo depositada em
coluna de vidro seguida de papel filtro, para garantir a descida homogénea do
solvente.

O gradiente de polaridade da fase moével iniciou com 100% de hexano, tendo
0 acetato de etila como gradiente de polaridade, com variagdo de 5% até atingir

100% de acetato de etila. Foram utilizados 100 mL de solvente em cada fase.
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As fracdes obtidas foram coletadas em frascos de vidro de aproximadamente
20 mL, e levadas a secura a temperatura ambiente para cristalizacdo dos

compostos.

4.12.2 ldentificagdo de compostos

Foi realizado o método de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 13C e H
para a leitura das amostras isoladas. As mesmas foram dissolvidas em cloroférmio,
conforme o teste de solubilidade. Foi utilizado espectrofotometro Brucker® modelo
DPX 200 MHz, operando a 4,7 Tesla. O nucleo 'H foi observado a 200,12 MHz e, o
nucleo 3C a 50,56 MHz. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm em

relacdo ao sinal do TMS (tetrametilsilano — (CHs)4Si) como referéncia em & 0 ppm.

4.13 IDENTIFICACAO DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DA SEMENTE DE
Annona x atemoya Mabb.

A analise cromatogréfica do 6leo das sementes do fruto Annona x atemoya
Mabb. foi realizada a partir da fracdo hexano do extrato da amostra, obtido por
maceracgao e percolagdo em extrator Soxhlet conforme descrigdo no item 4.7 dessa
pesquisa. Foi utilizada a Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-MS).

Primeiramente, a amostra do Oleo foi dissolvida em cloroférmio e uma
aliquota de 100 pL da solucéo foi transesterificada por catélise acida (MAIA, 1992),
com acido cloridrico em metanol 1M. A amostra foi levada a estufa por uma hora a
80°C e, posteriormente, foi adicionado hexano e agua para a separagdo de fases.
Uma aliquota do sobrenadante (fase hexanica) foi transferida para um frasco com
auxilio de uma micropipeta e encaminhada para a analise dos ésteres metilicos de
acido graxo (FAME).

Para a separacéo e a deteccdo de FAME foi utilizado um cromatografo a gas
(Varian ®, modelo Saturno 2000) acoplado a espectrobmetro de massas (lon-Trap),
operando a 70 eV, equipado com coluna capilar OV-225 (30mx0,25mmx0,25um),
gas de arraste hélio (1,7 mL/min) e temperatura do injetor a 250°C. A fase hexanica
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(200 pL) constituida pelos ésteres metilicos de acidos graxos foi diluida em 1 mL de
hexano e injetado 1 yL dessa solugdo em temperatura inicial de 50 °C com elevagao
do aquecimento de 40 °C por minuto, até atingir 220 °C (AOCS, 1988).

Os acidos graxos foram identificados mediante a comparacdo do tempo de
retencdo na coluna em relacdo aos padrfes utilizados, uma mistura de 37 ésteres

metilicos em &cido graxo variando de C4:0 até C24:1.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das andlises foram expressos como meédia + desvio padrdao. A

analise foi realizada com o programa estatistico SPSS 13.0 e Excel 2013.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DIMENSIONAMENTO DA AMOSTRA

Os resultados do dimensionamento das amostras estdo relacionados na
TABELA 2. Foi encontrado peso médio de 678,75 g, 11,50 cm de comprimento
longitudinal e 9,72 cm de largura equatorial para os frutos.

TABELA 3 — MASSA, COMPRIMENTO LONGITUDINAL E LARGURA EQUATORIAL DO FRUTO
Annona x atemoya Mabb.

o COMPRIMENTO LARGURA PESO ()
LONGITUDINAL (cm) EQUATORIAL (cm) 9
22 11,50 + 1,33 9,72 +0,98 678,75 + 183,91

Notai: n = ndmero de frutos
* resultados expressos em média + desvio padrao.

Em andlises fisicas e quimicas da atemoia, CRUZ et al. (2010) encontraram
valores de 321,10 g para peso médio, 10,70 cm para comprimento longitudinal e, a
largura equatorial média foi de 26,60 cm, porém, este estudo avaliou outro cultivar
da atemoia (Gefner). Recentemente, Souza et al. (2013), ao analisar os parametros
fisico-quimicos, também do cultivar Gefner, encontraram peso médio de 347,11 g,
comprimento longitudinal de 10,92 cm e, 7,32 cm foi a largura equatorial.

Neves e Yuhara (2003) analisaram algumas caracteristicas de quatro
cultivares da atemoia, e neste estudo encontraram massa total de 357,40 g para o
mesmo cultivar do presente estudo (African Pride). Os mesmos autores encontraram
valores médios de comprimento longitudinal e largura equatorial 11,10 cm e 8,30
cm, respectivamente.

Uma vez que a selecéo dos frutos ndo foi fundamentada na classificagdo dos
frutos mas sim pela homogeneidade do grau de maturacdo das amostras, a qual €
determinada pelo afastamento dos carpelos e coloracdo verde-amarelados dos
tecidos intercarpelares, a diferenca dimensional entre eles era devidamente

esperada.
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5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos frutos é de grande
importancia, pois além de fornecer informac¢des nutricionais de interesse para a
saude, viabiliza a formacéo de base de dados relevantes para a industria, quer seja
no desenvolvimento de estratégias e tecnologias para melhor armazenamento e
comercializacdo, ou mesmo na elaboracdo e aperfeicoamento de produtos no
mercado.

Os resultados encontrados nas andlises fisico-quimicas das fracbes da
atemoia estdo apresentados na TABELA 3 para umidade, cinzas, pH, acidez titulavel
e solidos soluveis. A TABELA 4 apresenta os teores de proteina, lipideo e acUcares
totais e, na TABELA 5, estdo expressos os valores para carboidratos, fibra alimentar
total (FAT) e valor energético total (VET).

TABELA 4 — TEOR DE UMIDADE, CINZAS, pH, ACIDEZ TITULAVEL E SOLIDOS SOLUVEIS DO
CUTIVAR AFRICAN PRIDE DO FRUTO Annona X atemoya Mabb.

ACIDEZ SOLIDOS
AMOSTRA UME%DE C”(\'O/Zof‘s pH TITULAVEL SOLUVEIS
(%) (°BRIX)

PF 73,92 £ 0,26 1,08 + 0,04 4,90 + 0,01 0,27 + 0,01 19,53 + 0,64
PL 10,78 + 0,18 2,65 + 0,01 4,79 +0,01 0,89 + 0,01 o
CF 68,13 + 0,22 1,93 + 0,02 5,03 + 0,01 0,42 + 0,00 o
CS 10,03+ 0,18 4,64 +0,03 5,18 + 0,01 1,24 + 0,00 o
S 6,07 + 0,01 1,66 + 0,02 6,01 + 0,03 0,28 + 0,01 o

F 7,03 + 0,09 7,12 +0,11 5,50 + 0,06 *x o

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca ; CS: casca seca; S: semente; F: folha
Notaz: ** fragBes ndo analisadas
* resultados expressos em média + desvio padrdo da quintuplicata das andlises

TABELA 5 — TEOR DE PROTEINAS, LIPIDEOS E ACUCARES TOTAIS DO CUTIVAR AFRICAN
PRIDE DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

PROTEINAS LIPIDEOS ACUCARES TOTAIS
AMOSTRA % o) ¢ o
PF 122+033 0032001 2253+ 0,76
PL 3.69%028 044 %005 5716 £ 0,47
CF 3.35% 0,20 0.13%0,02 12,65+ 043
CS 566+ 0,91 2.92+0,04 33.30£ 0,57
S 272+038 25312 0,60 518+044

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca ; CS: casca seca; S: semente
* resultados expressos em média + desvio padrao quintuplicata das analises para proteinas e lipideos
e triplicata para acUcares totais
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AMOSTRA | CARBOIDRATOS (%) FAT (%) VET (KCAL)
PF 21,12 2,63 89,63
PL 73,41 9,03 312,36
CF 5,16 16,20 69,56
CS 30,99 45,76 172,88
S 4,50 59,74 256,67
F - P -

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca ; CS: casca seca; S: semente; F: folha
Notaz: FAT = Fibra Alimentar Total

Notas: VET = Valor Energético Total

Notas: ** fragdo nédo analisada

5.2.1 Umidade

A umidade é uma das determinagBes mais importantes na andlise de
alimentos, uma vez que esta relacionada a estabilidade, a composicdo e a vida de
prateleira dos produtos alimenticios.

O teor de umidade para polpa fresca e polpa liofilizada foram de 73,92%,
10,78%, respectivamente. A casca fresca e casca seca apresentaram valores de
68,13% e 10,03%. A semente apresentou umidade de 6,07% e, por fim, para folha
seca a umidade média foi de 7,03%.

Para o cultivar Gefner, CRUZ et al. (2010) encontraram valores de umidade
para as amostras in natura de polpa, casca e semente de 71,84%, 51,00% e
29,59%, respectivamente. Um teor de umidade em 77,06% para polpa fresca foi
apontado por ORSI et al. (2012). Semelhante ao presente estudo, a polpa fresca da
atemoia apresentou umidade de 72,70%, sendo este realizado com outro cultivar da
mesma espécie (SOUSA et al., 2013)

A analise da polpa in natura da graviola, fruto pertencente ao género das
Annonas, apresentou valores superiores para esta analise, com uma média de
88,31% (SOUZA et al., 2012).

O elevado teor de umidade encontrado na matéria fresca das fracbes da
atemoia (polpa e casca) revela sua alta susceptiblidade a deterioracdo e
consequente reducdo da durabilidade. Essa caracteristica deve ser considerada na

pratica de um adequado armazenamento, bem como um estimulo a industria

alimenticia no desenvolvimento de produtos derivados desse fruto, viabilizando
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maior aproveitamento da matéria-prima em detrimento da otimizacdo da sua vida de

prateleira.

5.2.2 Cinzas

Para o teor de cinzas, os maiores valores puderam ser verificados nas
fracbes da folha seca e casca seca, com percentual médio de 7,12% e 4,64%,
respectivamente.

Em 2011, CRUZ encontrou um teor de cinzas nas frag0es liofilizadas de
5,64%, 4,74% e 1,73% para casca, polpa e sementes, respectivamente. ORSI et al.
(2012) analisaram o teor de cinzas da polpa da atemoia, e encontraram um valor de
0,56%. No mesmo ano, foi encontrado um teor de cinzas de 0,19% na polpa in
natura da graviola, sugerindo que a atemoia possui maior quantidade de
micronutrientes nesta fracdo (SOUZA et al., 2012).

Sabendo que o teor de cinzas de um alimento representa o residuo inorganico
do mesmo, ao analisar os teores de micronutrientes nas fracdes liofilizadas da
atemoia apresentados por CRUZ (2011) foi possivel notar uma quantidade
estatisticamente maior de fosforo, célcio, zinco e ferro na amostra da casca, quando
comparada a polpa liofilizada, corroborando com os achados no presente estudo. O
maior teor de cinzas apresentado pela folha da atemoieira pode estar relacionado a

maior quantidade de minerais como manganés, ferro e sédio (MENDES, 2012).

5.2.3 Acidez Titulavel em acido organico

A determinacdo de acidos organicos é importante na medida em que este
fator influencia nas caracteristicas organolépticas do alimento, bem como na sua
estabilidade (CECCHI, 2003). Essas informacdes sao cruciais na definicdo do
processamento e forma de conservacao de produtos.

A acidez titulavel para polpa fresca e polpa liofilizada foi de 0,27% e 0,89%,
respectivamente. A casca fresca, casca seca e semente seguiram a ordem dos
seguintes valores: 0,42%, 1,24% e 0,28%.

Estudo realizados em 2003 e 2013, verificaram acidez titulavel expressa em
% &cido citrico para a polpa fresca do cultivar African de 0,29% e 0,34%,
respectivamente (NEVES e YUHARA, 2003; SOUSA et al., 2013), corroborando com
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0 resultado encontrado na presente pesquisa. Recentemente, ORSI et al. (2012)
apresentaram acidez de 0,54% para esta mesma fracdo da fruta in natura. A polpa in
natura da graviola, por sua vez, apresentou valor médio de 0,72% de acidez
(SOUZA et al., 2012) e, a polpa da pinha (Annona squamosa L.) apresentou um teor
de 0,36% para a mesma analise (MOO-HUCHIN et al., 2014).

5.2.4 Soélidos Soluveis

O teor de sdlidos soluveis foi de 19,53 °Brix para a polpa fresca. Em 2003,
Neves e Yuhara encontraram 16,40°Brix para a polpa do mesmo cultivar da atemoia,
Estudos recentes verificaram teores de 25,10°Brix e 25,95°Brix (ORSI et al., 2012;
SOUSA et al, 2013), podendo ser explicado pela diferenca no grau de maturacao,
uma vez que 0s processos metabdlicos decorrentes do amadurecimento aumentam
0s sélidos em suspenséo e o teor de polissacarideos.

Além de ser um dos principais fatores na determinacdo do grau de maturacao
dos frutos, quanto maior o teor de solidos sollveis nos alimentos in natura menor
sera a necessidade de adicdo de acuUcar nos processos de industrializacao,

permitindo reducdo do custo e aumento na qualidade da matéria-prima final.

5.2.5 Potencial hidrogeniénico (pH)

A amostra da semente apresentou o maior valor para pH, seguida da fracéo
folha, casca e, finalmente a polpa.

ORSI et al. (2012) encontraram pH de 4,56 na polpa in natura, corroborando
com os valores encontrados neste estudo. Para SOUZA et al. (2012), a polpa in
natura da graviola apresentou pH médio de 3,19.

A analise do pH, a qual determina a concentracdo de ions de hidrogénio de
uma amostra, é um importante parametro para o0 estado de conservacdo e
armazenamento de alimentos. As fracbes da atemoia analisadas no presente estudo
demonstraram baixa acidez, informacdo que, somada ao alto teor de umidade,
indica maior susceptibilidade a deterioracdo, requerendo adequada conservacao e

aplicacao industrial que promova maior tempo de prateleira.
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5.2.6 Acucares totais

O maior teor de agucares totais apresentado foi na amostra da polpa, sendo
de 57,16% e 22,53% para fracdo liofilizada e fresca, respectivamente. A semente
apresentou menor resultado quando comparada com as demais amostras, contendo
um teor total de apenas 5,18%

CRUZ (2011) encontrou, 12,92% de acucares totais para casca, 58,05% na
polpa e 2,19% para a semente, todas as amostras em matéria seca. A metodologia
utilizada néo foi a mesma do presente estudo, o que pode justificar a diferenca
encontrada na comparacao dos resultados para casca seca e a semente, sendo que
ambas apresentaram um percentual maior de acucares (33,30% e 5,18%,

respectivamente).

5.2.7 Proteinas

Apesar das frutas, de uma forma em geral, ndo serem conhecidas como
fontes de proteina, as fracbes da atemoia apresentaram resultados interessantes
para este macronutriente. O maior teor de proteina pdde ser observado na fracdo da
casca seca (5,66%), seguida da polpa liofilizada (3,69%), casca fresca (3,35%),
semente (2,72%) e, por fim, polpa fresca (1,22%).

Um estudo com o cultivar Gefner submetido a liofilizacdo, encontrou um teor
de proteina de 10,88% na casca, 6,84% na polpa e, nas sementes de 14,79%
(CRUZ, 2011). O estudo de ORSI et al. (2012) encontrou um teor de proteina de
0,56% na polpa fresca.

Em 2012 Souza et al. analisaram a composi¢ao nutricional de cinco frutas do
cerrado brasileiro: marolo (Annona crassiflora Mart), murici (Byrsonima crassifolia L.
RICH), jenipapo (Genipa americana L.), graviola (Annona muricata, L.) e maracuja
doce (Passiflora alata Dryand). Apenas o maracuja doce superou o teor de proteinas
encontrado para a polpa da atemoia no presente estudo.

Uma pesquisa publicada em 2013 analisou a composi¢do de aminoacidos
livres da polpa de trés espécies de Annonas, dentre as quais, duas representadas
por diferentes cultivares da atemoia. O resultado demonstrou destaque para o teor
de arginina no cultivar Gefner e, para o cultivar Pink's Mamonth, o maior teor de

aminodcidos foi representado pela serina (EGYDIO et al., 2013).
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5.2.8 Lipideos

Como esperado, a semente apresentou o maior teor de lipideos (25,31%),
em contra partida a amostra de polpa liofilizada apresentou baixo percentual deste
macronutriente (0,44%).

Utilizando a mesma metodologia, os resultados para lipideos encontrados na
literatura seguiram em 1,16% para polpa, 2,52% para a casca, e 26,6% para a
semente, utilizando amostras liofilizadas (CRUZ et al., 2010). Apenas o resultado da
polpa manteve-se numa faixa quase trés vezes maior do que os valores encontrados

no presente estudo, porém, os teores da casca e da semente foram semelhantes..

5.2.9 Carboidratos

O teor de carboidrato em massa fresca, obtido pela subtracdo dos valores
encontrados para umidade, cinzas, lipideos, proteinas e fibras, foi maior para a
polpa (21,12%), seguida da casca (5,16%) e, por ultimo, a semente (4,50%).

Ao analisar a composicao centesimal do cultivar Gefner liofilizado, CRUZ
(2011) encontrou valores proximos das amostras secas do presente estudo. Para a
polpa o teor de carboidratos foi de 63,71% e, para a casca de 27,85%. Na analise
realizada com o cultivar African Pride, foi encontrado um teor de 57,16% para a
polpa liofilizada e 33,30% para a casca seca.

O elevado teor de carboidratos e aglcares totais da atemoia explica o sabor
doce caracteristico desse fruto.

5.2.10 Fibra Alimentar Total (FAT)

A fibra alimentar consiste de carboidratos nao-digeriveis, como a celulose,
lignina e pectina. Apesar de n&o fornecer energia, as fibras apresentam diversos
efeitos benéficos para a saude humana (CHAMPE e HARVEY, 1994).

A semente apresentou o maior teor de fibras dentre todas as fracOes
(59,74%), seguida da casca seca (45,76%) e da casca fresca (16,20%). A polpa in
natura, parte comestivel do fruto, apresentou mais de 2,00% de fibras em sua

composicao.
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CRUZ (2011) encontrou 52,83% de FAT para a casca liofilizada, 23,04% na
polpa liofilizada e, na semente liofilizada, 57,57%. Esses valores apresentados
corroboram com o teor encontrados para casca (45,76%) e para a semente
(59,84%), porém, o presente estudo demonstrou na polpa um teor de fibras menor
que a metade (9,03%) do encontrado por CRUZ (2011).

Ao comparar o teor de fibra alimentar da polpa da atemoia com as frutas in
natura apresentadas na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos — TACO
(UNICAMP, 2011), esta supera o teor total em 100 gramas para mais de 50% das 65
frutas listadas. Além disso, o teor de FAT encontrado pela presente analise,
corrobora com o valor expresso na TACO (UNICAMP, 2011), sendo este de 2,1%.

5.2.11 Valor Energético Total (VET)

Como esperado, o VET em matéria fresca foi maior para a polpa (89,63
kcal/100g), devido ao seu elevado teor de carboidrato. As sementes, parte nao
comestivel do fruto, apresentou mais de 250 kcal em 100 g, valor atribuido
especialmente a sua significativa quantidade de lipideos.

A comparacao do VET da atemoia obtido neste estudo com outras frutas
usualmente presentes na mesa dos brasileiros, permite concluir que esse fruto
fornece uma quantidade adequada de energia. A banana, por exemplo, varia entre
seus cultivares de 78 a 112 kcal/100g. J4 a macd, apresenta um valor energético
aproximado de 63 kcal/100g (UNICAMP, 2011).

5.3 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Segundo o teor de sélidos totais, 0 maior rendimento deu-se para extrato
etandlico da casca fresca (19,21%), seguido do extrato etandlico da casca seca
(13,12%) e da polpa fresca (12,03%). O menor rendimento péde ser observado na

fracéo cloroférmio da semente (0,93%), conforme apresentado na TABELA 7.
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TABELA 7 — RENDIMENTO DOS EXTRATOS DO CULTIVAR AFRICAN PRIDE DO FRUTO Annona
X atemoya Mabb

AMOSTRA M(igég&-DPARDHaEI(Eg) V?EIS(L.JI_I\éi.:_:IONé}I]_Lg)O TEOR DE SOLIDOS (%)
PF 85,50 100 12,03
PL 19,48 100 11,50
CF 38,85 65 19,21
CS 54,63 50 13,12
S hexano 29,08 68 5,47
S acetado de etila 29,08 100 5,03
S cloroférmio 29,08 110 0,93
S etanol 29,08 100 3,75
F 198,01 218 9,67

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca ; CS: casca seca; S: semente; F: folha

5.4 DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos compreendem uma importante categoria de
fitoquimicos presente em plantas. O interesse pela andalise dos polifendis tem sido
crescente devido a sua alta capacidade antioxidante, mediada por mecanismos de
inibicdo das enzimas responsaveis pela producédo de radicais livres (FU et al., 2011)

O principio do método de Folin-Ciocalteau se da pela reducdo quimica do
reagente, formando uma coloracdo azul pela reducdo dos éxidos metélicos, sendo
que a intensidade de absorcao de luz em um comprimento de onda de até 765 nm, é
proporcional & quantidade de fendis presente na amostra.

A curva de calibracdo utilizada neste ensaio foi realizada através do padrao
acido galico (FIGURA 19) em diferentes concentracdes (2,5, 3, 4, 5, 6, 8 e 10 ug/mL)
e, 0 calculo do teor de compostos fendlicos dos extratos foi obtido a partir da
equacao gerada pela reta desse padréo (y = 0,0951x - 0,0964), onde X representa a
concentracdo de polifendis correspondente ao &cido galico, e Y representa a
absorbancia (GRAFICO 1).
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FIGURA 19 — CONCENTRACOES UTILIZADAS PARA O ESTABELECIMENTO DA
CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO PARA O DOSEAMENTO DE COMPOSTOS
FENOLICOS.

FONTE: A autora (2014)
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GRAFICO 1 - CURVA DE CALIBRAGAO REFERENTE AO AcIDO QALICO,
UTILIZADA COMO PADRAO NA DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
NOS DIFERENTES EXTRATOS DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

Apés obter a média das absorbancias mensuradas para cada um dos
extratos, o valor foi aplicado a equacao da curva de calibracéo e, assim, obtidos os
resultados do total de compostos fendlicos correspondente ao acido galico das

amostras, conforme demonstrado na TABELA 8.
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TABELA 8 — CONCENTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS CORRESPONDENTE AO PADRAO
ACIDO GALICO NOS DIFERENTES EXTRATOS DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

] CONCENTRACAO MEDIA DE
AMOSTRA ABSORBANCIA (nm) COMPOSTOS FENOLICOS
(mg EAG/g extrato)
PF 0,035+ 0,00 17,24
PL 0,030+0,01 16,58
CF 0,503 +0,01 78,82
CS 0,334 +0,01 56,52
S hexano 0,004 + 0,00 13,16
S acetado de etila 0,240 £ 0,00 44,30
S cloroférmio 0,260 £ 0,01 46,89
S etanol 0,203 + 0,00 39,35
F 0,321 + 0,02 54,82

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca ; CS: casca seca; S: semente; F: folha
Notaz: EAG = equivalente ao &cido galico
* absorbanicas expressas em média + desvio padréo da triplicata das anélises

Os maiores teores de polifenois foram observados nos extratos etandlicos da
casca fresca, casca seca e folha. Ja os extratos da polpa e a fracdo hexano da
semente, apresentaram o0s valores mais baixos para estes compostos. Entretando,
quando o resultado é representado em matéria-prima fresca segundo o rendimento
dos extratos (TABELA 9), a polpa liofilizada apresenta maior teor de compostos

fendlicos quando comparada a folha.

TABELA 9 — TEOR DE COMPOSTOS EENC)LICOS CORRESPONDENTE AO PADRAO ACIDO
GALICO EM MASSA FRESCA DAS FRACOES DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

CONCENTRAGAO MEDIA DE
AMOSTRA COMPOSTOS FENOLICOS

(mg EAG/100g matéria fresca)

PF 196,35

PL 510,15

CE 1611,86

CS 741,73

S hexano 406,17

S acetado de etila 412147

S cloroférmio 252,23

S etanol 150,47

F 477,52

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; S: semente; F: folha
Notaz: EAG: equivalente ao 4cido gélico

Ao utilizar o rendimento do extrato e avaliar a concentracdo de polifendis em
na polpa fresca, tem-se um teor de 196,35 mg EAG/100g de polpa. Resultado que

corrobora com o estudo de Julidn-Loaeza et al. (2011), que apresentou um teor de
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compostos fendlicos de 170,88 mg EAG/100g de polpa de um cultivar da ilama, fruto
também pertencente a familia das Annonaceas. Tanto a polpa quanto a casca da
atemoia apresentaram valores de polifendis superiores aos encontrados

recentemente na cheriméia (LOIZZO et al., 2012).

5.5 DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES

Os flavonoides tém sido cada vez mais alvo da pesquisa cientifica. Este fato
se deve aos relatos de suas propriedades benéficas a saude, como agente anti-
inflamatorio, estrogénico, inibidor enzimatico, antimicrobiano, antialérgico,
antitumoral, entre outras. No entanto, a atividade antioxidante continua sendo o
atributo mais investigado dos flavondides, uma vez que a caracteristica antioxidante
desses compostos pode estar envolvida em outras atividades bioldgicas
relacionadas a prevencgao do estresse oxidativo (PEREIRA et al., 2009).

O calculo do teor de flavondides das amostras foi realizado com a aplicacao
da média das absorbancias na equacdo gerada pela reta, constituida pelas
absorbéancias das diferentes concentragbes do padrdo quercetina, conforme
demonstrado no GRAFICO 2.

QUERCETINA
0,2 -
E 0,15 -
K
£ 01 -
2
§ 0,05 - y =0,0143x + 0,0212
< R? = 0,9933
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentragio (png/mL)

GRAFICO 2 — CURVA PADRAO DA QUERCETINA PARA DOSEAMENTO DE
FLAVONOIDES
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Conforme apresentado na TABELA 10, o extrato etandlico da folha
apresentou o maior teor de flavondides seguido do extrato etandlico. Rabélo et al.
(2013) avaliaram o teor de flavonoides no extrato obtido por maceracdo em metanol
da folha da atemoieira, porém encontraram um resultado abaixo do apresentado
nesta pesquisa, sendo este de 46,86 mg de equivalentes de quercetina por g de
extrato, porém, cabe ressaltar que os autores ndo mencionaram o teor de umidade e

o rendimento das amostras analisadas.

TABELA 10 - CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES CORRESPONDENTE AO PADRAO
QUERCITINA. NOS DIFERENTES EXTRATOS DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

AMOSTRA ABSORBANCIA CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES
(mg EQE/g extrato)
CcS 0,090 + 0,020 47,41
S acetado de etila 0,040 £ 0,001 12,21
S cloroférmio 0,040 = 0,003 12,68
S etanol 0,023 + 0,002 0,32
F 0,243 £ 0,020 154,63

Notai: CS: casca seca; S: semente; F: folha
Notaz: EQE = equivalente a quercetina

* absorbanicas expressas em média + desvio padréo da triplicata das anélises

Quando o teor de flavonoides é calculado segundo o rendimento de cada
extrato (TABELA 11) é possivel notar que, em 100 gramas de matéria-prima fresca,

a amostra da folha se mantém com as maiores concentragdes desse composto.

TABELA 11 — TEOR DE FLAVONOIDES CORRESPONDENTE AO PADRAO QUERCITINA EM
MASSA FRESCA DAS FRACOES DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

CONCENTRACAO MEDIA DE
AMOSTRA COMPOSTOS FENOLICOS
(mg EQE/100g matéria fresca)
CS 622,17
S acetado de etila 113,37
S cloroférmio 68,20
S etanol 1,22
= 1346,95

Notai: CS: casca seca; S: semente; F: folha
Notaz: EQE = equivalente & quercetina

Nos extratos da polpa fresca, polpa liofilizada, casca fresca e semente hexano

nao foi verificada a presenca de flavonoides.
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5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A evidéncia epidemioldgica constitui a base da hipotese de que os
antioxidantes presentes em frutas e hortalicas podem auxiliar na reducéo do risco de
diversas patologias (WOOTTON-BEARD e RYAN, 2011).

Além disso, os antioxidantes tém sido amplamente utilizados como aditivos
alimentares na protecdo contra degradacdo oxidativa de alimentos por radicais
livres. Dessa forma, os antioxidantes sintéticos sdo empregados no processamento
industrial a fim de prolongar a vida de prateleira dos alimentos, embora alguns
desses compostos ja facam parte de investigacbes que lhes atribuem efeitos
maléficos a saude humana (EL-CHAGHABY, AHMAD e RAMIS, 2011).

A investigacdo do poder antioxidante das plantas é relevante na medida em
que, além do consumo da matéria-prima fonte propriamente dita, se tornam
potenciais agentes naturais na substituicdo dos compostos sintéticos, viabilizando o

desenvolvimento de produtos mais saudaveis ao consumidor.

5.6.1 Reducéao do radical DPPH

Segundo a metodologia utilizada, conforme a absorbancia da amostra
diminui ocorre uma mudanca de cor da solugéo de roxo para amarelo (FIGURA 20),
resultado do processo de doacdo de hidrogénio dos antioxidantes contidos na

amostra para formar uma molécula estavel do radical DPPH.

.

FIGURA 20 - ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR MEIO
DA REDUCAO DO RADICAL DPPH
Fonte: A Autora



81

Os GRAFICOS 3 e 4 apresentam 0s cinco pontos de concentracbes
utilizadas para cada extrato analisado, informando as diferentes concentragdes de
cada amostra no eixo das abscissas e, no eixo das ordenadas, o potencial de

reducdo do DPPH referente a cada concentracéo, expresso em percentual.
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GRAFICO 3 — CURVAS DOS PADROES RUTINA E VITAMINA C PELA REDUGCAO DO DPPH.
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GRAFICO 4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.
PELA REDUCAO DO RADICAL DPPH
Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca ; CS: casca seca; S: semente
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A partir dos pontos gerados nos GRAFICOS 3 e 4 foi adicionada a linha de
tendéncia e a equacao de cada extrato, entdo obteve-se, por regressao linear a I1Cso
(TABELA 12), ou seja, a quantidade necesséria de extrato para reduzir em 50% o
radical DPPH.

TABELA 12 — CAPACIDADE INIBITORIA (ICso) DOS EXTRATOS DO FRUTO Annona x atemoya
Mabb. E DOS PADROES RUTINA E VITAMINA C.

EXTRATO CONCENTRACAO ICs (pg/mL)

Vitamina C 4,92

Rutina 6,15

PF 963,79
PL 829,71
CF 52,34
CS 87,94
S ACETATO DE ETILA 242,71
S ETANOL 198,97
FOLHA 89,01

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; S: semente; F: folha
* resultados expressos em ICso médio da triplicata das anélises

Segundo os resultados encontrados, é possivel notar que o extrato etandlico
da casca fresca (CF) foi a amostra que apresentou melhor resultado quanto ao
potencial antioxidante, atingindo o ICso com uma concentragdo de 52,34 pg/mL,
seguida pelo extrato etanélico da casca seca (87,94 ug/mL) e pela folha seca (89,01
ug/mL). As fracGes acetato de etila e etanol da semente também apresentaram
atividade antioxidante, embora em maiores concentracdes (242,71 ug/mL e 198,97
ug/mL, respectivamente).

Corroborando com os resultados do presente estudo, LOIZZO et al. (2012),
0s quais utilizaram o mesmo solvente extrator e a mesma metodologia do ensaio
DPPH para a andlise da graviola, a fracdo casca (in natura) apresentou melhor
atividade antioxidante em relag&o a polpa (in natura), com um ICso de 57,7 pg/mL.

Dentre todos os extratos brutos analisados, quatro deles ndo demonstraram
atividade antioxidante, dos quais: polpa fresca, polpa liofilizada, semente cloroférmio
e semente hexano. O fato da fracdo etanol da semente ter apresentado a melhor
atividade frente as demais fracbes dessa mesma matéria-prima pode ser justificada
pela polaridade do solvente, uma vez que o etanol tem maior polaridade quando

comparado aos demais solventes utilizados no fracionamento.
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Segundo o rendimento obtido em cada um dos extratos analisados, a
TABELA 10 representa a ICso em quantidade de matéria fresca, demonstrando,
portanto, que a amostra da casca fresca requer a menor quantidade de matéria-

prima para atingir a atividade antioxidante capaz de reduzir 50% do radical DPPH.

TABELA 13 — VOLUME DE MASSA FRESCA DAS FRACOES DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.
CORRESPONDENTE A CAPACIDADE INIBITORIA (ICs0) OBTIDA PELO ENSAIO DO DPPH.

EXTRATO ICs0 (Mg de matéria fresca)
PF 8,46
PL 2,69
CF 0,25
CS 0,67
S ACETATO DE ETILA 2,61
S ETanoL 5,20
FOLHA 1,02

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; S: semente; F: folha

Ao comparar os resultados do doseamento de compostos fendlicos,
apresentados no item 5.4 da presente dissertacdo, com os valores da capacidade
inibitéria obtidos pela andlise de reducédo do radical DPPH (TABELA 13), é possivel
notar que em ambos 0os métodos o extrato da casca fresca sobressaiu-se. Sendo
assim, sugere-se uma relacdo entre a concentracao de polifendis e a capacidade de

captacao de radicais livres.

5.6.2 Formagé&o do Complexo Fosfomolibdénio

A formacdo do complexo fosfomolibdénio € um método quantitativo para
determinacdo da atividade antioxidante total (tanto de componentes hidrofilicos como
lipofilicos), acessivel e de facil execugédo (PRIETO, PINEDA e AGUIAR, 1999). Apos a
reacdo da reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (V), quando em contato com 0s
extratos, ocorreu a formacado de um complexo de coloragao verde (FIGURA 21) entre
fosfato e molibdénio (V), a qual representou a atividade antioxidante de cada amostra

avaliada a 695nm, cujos resultados estao representados na TABELA 11.
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FIGURA 21 — REACAO DE COMPLEXAGAO DO FOSFOMOLIBDENIO.

Fonte: A Autora

TABELA 14 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA (AAR%) A VITAMINA C E A RUTINA
SEGUNDO O ENSAIO DA FORMACAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DOS EXTRATOS
BRUTOS DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

AMOSTRA AAR (%) VITAMINA C AAR (%) RUTINA
PF 17,71 78,74
PL 26,46 117,34
CF 37,31 165,42
CS 56,53 250,67
S hexano 18,92 83,91
S acetato de etila 26,72 118,49
S cloroférmio 26,44 117,24
S etanol 30,46 135,06
F 59,13 262,16

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; S: semente; F: folha
Notaz: resultados expressos em média percentual da triplicata das anélises

Como demonstrado na TABELA 14, a amostra que apresentou melhor

hY

atividade antioxidante relativa a vitamina C para o método descrito foi a folha

(59,13%), seguida da casca seca (56,53%) e da fracéo etanol da semente (30,46%).

Os dois primeiros extratos melhores avaliados em relagcdo ao acido ascorbico,

comportaram-se da mesma forma em relacdo a rutina, superando em 200 vezes a

atividade apresentada por esse padrdo. Os GRAFICOS 5 e 6 permitem melhor

visualizacao.
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GRAFICO 5 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA (%) AO PADRAO VITAMINA C
Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; SE: semente etanol;
SH: semente hexano; SAE: semente acetato de etila; SC: semente cloroférmio; F: folha
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GRAFICO 6 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA (%) AO PADRAO RUTINA
Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; SE: semente etanol;
SH: semente hexano; SAE: semente acetato de etila; SC: semente cloroférmio; F: folha

Ao analisar o GRAFICO 6, é possivel notar que todas as amostras receberam
destaque em relacdo ao padrdo rutina e, apenas duas das nove amostras
analisadas, ndo atingiram a mesma atividade antioxidante deste conhecido

bioflavondide.
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Este ensaio avaliou a capacidade de doacao de elétrons de cada amostra, um
mecanismo redutor dependente da presenca de substancias habeis a concederem

ions de hidrogénio.

5.6.3 Espécies reativas ao Acido Tiobarbitdrico

O ensaio de espécies reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) permite avaliar
a peroxidacao lipidica pela analise do malonaldeido, resultante da sua reagdo com o
acido tiobarbitarico (TBA) em meio acidificado e elevada temperatura. Ao final do
processo, a leitura do cromoforo rosado (FIGURA 22) foi mensurada
espectrofotometricamente. Os resultados de cada amostra estdo apresentados
como indice Antioxidante (IA) na TABELA 15 e o padréo utilizado para este ensaio
foi um antioxidante largamente empregado na industria alimenticia, o butil
hidroxitolueno (BHT).

FIGURA 22 — REACAO PEROXIDACAO LIPIDICA PELO METODO TBARS
Fonte: A Autora
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TABELA 15 — INDICE ANTIOXIDANTE (IA) DOS EXTRATOS BRUTOS DAS FRAGCOES DO FRUTO
Annona x atemoya Mabb. PELO ENSAIO DO ACIDO TIOBARBITURICO.

AMOSTRA 1A (%)
PF 59,94 + 2,20
PL 32,55+7,71
CF 55,51 +7,59
CS 44,89 + 2,44
S hexano 48,00 + 2,98
S acetato de etila 47,56 + 2,00
S cloroférmio 39,83+ 7,77
S etanol 45,97 £5,19
F 62,99 + 3,64
BHT 66,66 + 1,60

Notai: IA: indice Antioxidante; PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS:
casca seca; S: semente; F: folha; BHT: butil hidroxitolueno

* resultados expressos em média + desvio padréo da triplicata das andlises

O extrato etandlico da folha foi o que apresentou melhor IA (%) para este
ensaio (62,99%), seguido da polpa fresca (59,94%) e casca fresca (55,51%), sendo
valores préximos ao indice do controle positivo BHT (66,66%). Para o extrato da
polpa liofilizada e da fragdo cloroférmio da semente encontrou-se 0S menores
indices, sendo estes de 32,55% e 39,83%, respectivamente.

Conforme apresentado na TABELA 15, o IA (%) das amostras analisadas
variaram entre 32,55 a 62,99% e, embora o extrato da polpa liofilizada tenha
demonstrado um menor desemprenho, € possivel notar uma significativa inibicdo da
peroxidacao lipidica para todos os extratos examinados.

Ao analisar os resultados obtidos para os doseamentos de polifenois,
flavonoides e os diferentes métodos aplicados para a avaliacdo da atividade
antioxidante, é possivel notar, segundo a TABELA 16, que o extrato bruto da folha
da atemoieira se destacou em 60% das analises, seguido do extrato bruto da casca

Seca,
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TABELA 16 — CLASSIFICACAO DOS EXTRATOS DO FRUTO Annona x atemoya Mabb SEGUNDO
OS RESULTADOS OBTIDOS PELAS ANALISES DE DOSEAMENTOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE.

e o
[a)] n pd
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@) ) L
O E n 9 @) T = o
< < O 4 Z o — <
O a o o o O <
T = 2 > Q = =
@ o o u < o
9 o = m 7y
< o)
3 T
1 CF F CF F F
2 Cs Cs Cs Cs PF
3 PL S acetato etila F CF CF

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; S: semente;
F: folha

Apesar do extrato bruto da folha ter apresentado maior teor de flavonoides,
este ndo obteve destaque no ensaio pela captacdo de DPPH. Sendo assim, sua
atividade antioxidante pode ser justificada mais pela inibicdo da peroxidacao lipidica
(demonstrada pelo ensaio do TBARS), do que pela reacdo de transferéncia de
elétrons.

Situacdo contraria pdéde ser observada para o extrato da casca fresca,
melhor perfil na captacdo do radical DPPH e no teor de polifenois. O método de
avaliacdo de atividade antioxidante pelo uso do DPPH torna-se limitante na
mensuracdo dos antioxidantes lipofilicos, uma vez que este radical pode ser
dissolvido apenas em meio organico, especialmente em etanol (MARTINEZ et al.,
2012). Dessa forma, presume-se que, por se destacar no doseamento dos
compostos fendlicos e no ensaio do radical DPPH, a atividade antioxidante da casca
fresca se deve, principalmente, aos polifendis de caracteristica hidrofilica.

A heterogeneidade dos resultados obtidos na mensuracdo da atividade
antioxidante pelos métodos empregados, pode estar relacionado com a diferente
composicdo quimica de cada uma das fracbes e, ainda, pelos diferentes
mecanismos de acdo que envolvem cada um desses métodos, fatores que,
somados, podem expressar afinidades distintas entre os compostos. Isto €, o fato de

0 extrato etanolico da folha ter apresentado atividade mais expressiva no ensaio de
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formacdo do fosfomolibdénio, n&do significa, necessariamente, que mantenha a

melhor performance na reducéo do radical DPPH.

5.7 ATIVIDADES BIOLOGICAS

As atividades biolégicas das plantas normalmente sdo atribuidas aos seus
metabdlitos secundarios, 0os quais possuem estrutura quimica complexa e variados
tipos de compostos bioativos com acdo farmacolégica (AGRA, FRANCA e
BARBOSA-FILHO, 2007).

5.7.1 ATIVIDADE HEMOLITICA

A atividade hemolitica permite avaliar a toxicidade da amostra por meio da
ruptura da hemacia e liberacdo da hemoglobina. A liberacdo da hemoglobina no
plasma, quando em valores altos (em torno de 100 mg%), viabiliza a sua filtracao
pelos rins e, valores superiores a 3000 mg% podem promover lesdo renal
(KALEGARI et al., 2011). Essa reacao pode ser decorrente de compostos aplicados
como medicamentos, ou até mesmo aqueles presentes nas plantas. Dessa forma,
trata-se de uma resposta indesejavel quando do uso de tais amostras no
desenvolvimento de fitoterapicos.

A leitura espectrofotométrica do sobrenadante das amostras foi realizada em
microplacas a 540 nm e, o resultado das absorbancias permitiu posterior calculo da
atividade hemolitica. Conforme demonstrado na TABELA 1, as frac6es cloroférmio e
acetato de etila da semente, e o extrato etandlico da folha apresentaram maior
atividade hemolitica, sendo que o udltimo superou 100% de hemdlise para as

concentracdes de 500 e 1000 pg/mL.
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TABELA 17 — ATIVIDADE HEMOLITICA IN VITRO DOS EXTRATOS BRUTOS DAS FRACOES DO
FRUTO Annona x atemoya Mabb.

AMOSTRA CONCENTRACAO (pg/mL) AH (%)
1000 0,00 £ 0,00
PF
500 0,15+£1,09
1000 0,00 + 0,00
PL
500 0,00 + 0,00
1000 49,92 + 7,66
CF
500 1,89+ 5,46
1000 28,43 £ 6,05
CS
500 8,68 £ 6,09
1000 17,06 + 2,63
S hexano 500 4,26 £ 2,06
1000 87,04 £ 6,57
S acetato de etila 500 23,53 + 2,38
1000 100,94 £ 7,44
S cloroférmio 500 22,27 £ 2,17
1000 5,68 + 1,42
S etanol 500 0,00 £ 0,00
1000 280,41 £1,52
F 500 124,01 £ 4,27
Controle + ) 100
Controle - ) 0

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; S: semente;
F: folha; AH: Atividade Hemolitica

* resultados expressos em média + desvio padréo da triplicata das anélises

A FIGURA 23 permite visualizar a diferenca de coloragéo dos sobrenadantes,

corroborando com a atividade hemolitica calculada para cada amostra. E possivel

observar que a maior atividade hemolitica encontrada em ambas as concentracdes

do extrato da folha estdo representadas pelos sobrenadantes de coloracdo mais

expressiva, uma vez que as amostras B9, B10 e C1 correspondem ao extrato da

folha na concentracdo de 1000 pg/mL e, C2, C3 e C4 correspondem a concentracao

de 500 pg/mL da mesma amostra. Do mesmo modo, as coloragdes mais claras dos

sobrenadantes das demais amostras estao relacionadas a menores percentuais de

atividade hemolitica acima apresentados.
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FIGURA 23 — MICROPLACA PARA LEITURA DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS
EXTRATOS DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.
Fonte: A Autora

5.7.2 TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

O ensaio de toxicidade com a utilizacdo de microcrustaceos de agua salgada
€ um teste simples, rapido, acessivel e eficiente, indicando dados preliminares da
toxicidade de extratos vegetais em apenas 24 horas. Os extratos considerados
toxicos podem ser direcionados para testes como herbicidas e inseticidas, enquanto
agueles atoxicos podem, por exemplo, seguir em estudos farmacologicos (MEYER
et al., 1982).

O resultado de toxicidade foi expresso em DLso, € as amostras s6 foram
consideradas toxicas quando os valores de DLso apresentaram-se menores que
1000 pg/mL (MEYER et al., 1982), como descrito na TABELA 18.
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TABELA 18 — TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina DAS DIFERENTES CONCENTRAGOES DOS
EXTRATOS BRUTOS DAS FRACOES DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

EXTRATO MORTALIDADE / CONCENTRACAO DLso IC 95% (ug/mL)
10 pg/mL 100 pg/mL 1000 pg/mL | (png/mL)
PF 1 4 1 > 1000 -
PL 3 3 5 > 1000 -
CF 8 7 9 > 1000 -
Cs 8 3 6 > 1000 -
S hexano 12 49 57 105,32 -
S acetato de etila 82 78 86 <10 -
S cloroférmio 83 78 87 <10 -
S etanol 57 76 84 <10 -
F 37 58 76 24,04 11,49 - 50,32
Controle + 7 29 88 151,50 114,41 - 200,61
Controle - 0 0 0 > 1000 -

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; S: semente; F: folha
Notaz: DL50 = Dose Letal Média; IC: Intervalo de Confianca

Segundo os resultados apresentados, os extratos da semente fracdo hexano,
e folha apresentaram uma DLso de 105,32 pg/mL e 24,04 ug/mL, respectivamente. A
atoxidade foi verificada nos extratos da polpa fresca, polpa liofilizada, casca fresca e
casca seca. Porém, as fracdes hexano, acetato de etila e cloroformio da semente
apresentaram uma mortalidade acima de 50% das Artemias, sendo que para as
fracOes acetato de etila e cloroférmio este fenbmeno foi constatado desde a menor
concentracdo analisada, o que lhes confere toxicidade.

Um estudo recente (RIBEIRO et al.,, 2014) avaliou o poder inseticida de
extratos da semente de algumas espécies da familia das Annonaceas. O
experimento foi aplicado contra a mariposa Trichoplusia ni Hibner e o Myzus
pérsica, mais conhecido como pulgdo verde, pragas responsaveis por inGmeros
danos na agricultura. Os resultados encontrados foram satisfatorios para o controle
das referidas pragas, sendo que uma das Annonas foi equivalente ao bioinseticida
comercial utilizado como controle positivo. Sendo assim, esse resultado pode, de
certa forma, justificar a toxicidade encontrada na presente pesquisa e, ainda, abre
possibilidades para o desenvolvimento de barreiras técnicas no manejo de pragas
mediante maiores investigacdes dessa fracado da atemoia.

Os resultados da toxicidade frente a Artemia salina corroboram com aqueles
encontrados na andlise da atividade hemolitica do presente estudo, onde o extrato
bruto da folha e as fracdes acetato de etila e cloroférmio da semente apresentaram

0s percentuais de hemalise mais expressivos.
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5.7.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Agentes antimicrobianos naturais tém recebido atencdo em vistas a reducao
da necessidade do uso de antibidticos, no controle da contaminacdo microbiana em
alimentos, na melhoria de tecnologias que visem eliminar patdégenos indesejaveis ou
atrasar a contaminacao microbiologica no fortalecimento de células imunes em seres
humanos, dentre outros beneficios (EL-CHAGHABY, AHMAD e RAMIS, 2011).

A atividade antimicrobiana pelo método de diluicdo permite avaliar a
concentragdo minima necesséria de uma amostra para inibir ou matar determinado
microrganismo.

A Concentracao Inibitéria Minima (CMI) foi considerada moderada quando a
concentracdo da amostra se manteve na faixa de 100 a 500 ug/mL. Para a faixa
entre 500-1000 pg/mL a atividade inibitéria foi considerada fraca, e concentracbes
acima de 1000 ug/mL, inativas (TANAKA et al., 2005; AYRES et al., 2008; SANTOS
et al., 2008).

Como pode-se observar na TABELA 19, o extrato etandlico da casca fresca
foi o Unico que apresentou uma CIM menor que 1000 pg/uL, sendo esta de 250
Hg/uL para as cepas de Staphylococcus aureus.

O Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positivia frequentemente
encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis, capaz de provocar
infeccbes das variadas dimensfes. Seu alto potencial infeccioso esta relacionado a
sua facilidade de multiplicacdo e disseminacdo nos tecidos, além da producédo de

moléculas com poder patogénico, como enzimas e toxinas (SANTOS et al., 2007)
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TABELA 19 - CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DOS EXTRATOS BRUTOS DAS
FRACOES DO FRUTO Annona x atemoya Mabb.

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (ug/uL)
IC—) 2 S 0
a o 2 )
& 3 ° c 3 3 © 8
= g 2 g S o g 2 T S
> o 5 E £ o ®© 5 2
(11} = = =2 o o o @ 2 e
@®© o Q = O
% % o Q P Y c
= [%)] © c o
n M [ w
PF > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
PL > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
CF 250 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
CS > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
S > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
hexano
S . > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
acetato de etila
S o > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
cloroférmio
S > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
etanol
F > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000

Notai: PF: polpa fresca; PL: polpa liofilizada; CF: casca fresca; CS: casca seca; S: semente;
F: folha

RABELO et al. (2013) avaliaram a antividade antimicrobiana da folha da
atemoia e também encontraram CIM acima de 1000 pg/uL para cepas de

Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae.

5.8 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

A partir da fracdo hexanica da folha foi realizada uma coluna cromatografica e
isolado 29 mg de um sélido branco composto, o qual foi identificado via RMN de 'H e
13c_

A FIGURA 24 demonstra a presenca do H-3 (multipleto) na regido de 3,55-
3,51 ppm e do hidrogénio olefinico H-6 em &H 5,35 ppm (J = 5,1 Hz, d), e o acimulo
de sinais na regido de 0,60 - 2,40 ppm atribuidos a presenca de varios hidrogénios

metilicos, metinicos e metilénicos. Esses sinais sdo caracteristicos da mistura de
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esteroides B-sitosterol e campesterol (FIGURA 25 e 26), conforme comparacdo com
a literarura (ANDRADE, 2003). Pela andlise dos espectros de RMN *3C (Figura 27)
pode-se observar sinais de carbonos insaturados em &C 140,73 (C), 121,70 (CH)

além de outros carbonos. Os dados de RMN estéo presentes nas TABELA 20.

L
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FIGURA 24 — ESPECTRO DE RMN 1H DO ISOLADO DA FRAC;AO HEXANICA DA FOLHA
Fonte: A Autora
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FIGURA 25 — ESTRUTURA QUIMICA DO B-SITOSTEROL
Fonte: A Autora
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FIGURA 26 — ESTRUTURA QUIMICA DO CAMPESTEROL
Fonte: A Autora
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FIGURA 27 — ESPECTRO DE RMN 3C DO ISOLADO DA FRAGAO HEXANICA DA FOLHA

Fonte: A Autora



TABELA 20 — DESLOCAMENTO QUIMICO NO ESPECTRO DE RMN 23C DO ISOLADO DA
FRACAO HEXANICA DA FOLHA

C B-sitosterol Campesterol

1 37.24 37.24
2 31.58 31.58
3 71.80 71.80
4 42.22 42.22
5 140.73 140.73
6 121.70 121.70
7 31.58 31.58
8 31.58 31.58
9 50.13 50.13
10 36.49 36.49
11 21.06 21.06
12 39.76 39.76
13 42.22 42.22
14 56.75 56.75
15 24.28 24.28
16 28.21 28.21
17 56.04 56.04
18 11.84 11.84
19 19.31 19.31
20 36.13 36.13
21 19.01 19.37
22 33.93 33.93
23 39.76 39.76
24 45.83 45.83
25 26.08 26.08
26 18.76 18.76
27 19.79 19.79
28 23.05 23.05
29 11.96
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Os esterois de plantas, conhecidos como fitosterois, tém sido associados a

reducdo no nivel de colesterol plasmatico e de lipoproteinas de baixa densidade

(LDL), fatores relacionados a dislipidemias e doencas cardiovasculares (BERNAL et

al., 2011).



99

Os fitosterdis mais comuns sdo: o campesterol, o sitosterol e o estigmasterol,
0s quais atuam na diminuicdo da absorcéo de colesterol no intestino delgado por um
mecanismo de competicdo com consequente aumento na excrecdo fecal
(PIIRONEN et al., 2000), achados que tém estimulado a aplicacdo de fitosterdis no
desenvolvimento de alimentos funcionais (RAMADAN e EL-SHAMY, 2013).

5.9 IDENTIFICACAO DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DA SEMENTE DE Annona x

atemoya Mabb.

Um acido graxo consiste em uma cadeia de hidrocarboneto com um grupo
carboxila terminal (CHAMPE e HARVEY, 1994), sdo componentes importantes dos
fosfolipideos que compde a matriz estrutural das membranas celulares. Sua
classificacdo se da segundo o niumero de carbonos na cadeia, 0 numero de ligacées
duplas (carbono-carbono) e a posicdo da primeira dupla ligacdo. Os acidos graxos
saturados possuem saturacdo com hidrogénio em todos os locais onde ndo ha
ligacdo com o carbono. Os monoinsaturados possuem uma dupla ligacdo e, os
poliinsaturados contém duas ou mais duplas ligacdes (MAHAN e ESCOTT-STUMP,
2002).

Embora os seres humanos possam usar varias vias biossintéticas para
sintetizar acidos graxos, alguns deles sdo essenciais e devem ser obtidos a partir da
dieta (BERNAL et al., 2011). Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o perfil
de acidos graxos dos alimentos tem um impacto direto sobre a saude humana
(SOLFRIZZ] et al., 2005).

Os A&cidos graxos presentes sob a forma de ésteres metilicos foram
analisados via Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
MS), conforme o método descrito no item 4.13 do presente estudo. Os perfis de
ésteres metilicos de &cidos graxos obtidos das sementes de atemoia estéo
apresentados na TABELA 21.



100

TABELA 21 — TEOR DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DA SEMENTE DO
FRUTO Annona x atemoya Mabb.

ACIDO GRAXO ESTRUTURA CLASSIFICACAO TEOR (%)
Acido palmitico C16:0 Saturado 10,2+ 0,6
Acido esteérico C18:.0 Saturado 10,4+0,6
Acido oleico (w-9) Cc18:1 Monoinsaturado 51,6 £ 0,7
Acido linoleico (w-6) C18:2 Poliinsaturado 255+0,6
Acido linolénico (w-3) C18:3 Poliinsaturado 1,0£0,5
Acido eicosanoico C20:0 Saturado 1,0£0,5

* resultados expressos em média + desvio padréo da triplicata das anélises

O teor total de acidos graxos saturados foi de 21,6%, contra 78,1% de
insaturados (51,6% monoinsaturado e 26,5% poliinsaturado).

Os écidos oleico (51,6%) e linoleico (25,5%) apresentaram destaque dentre
os demais acidos graxos quantificados, juntos totalizando mais de 70% do teor total.
A predominancia do &cido oleico corrobora com a composi¢cdo do 6leo da semente
do araticum (Annona crassiflora Mart.), fruto pertencente a mesma familia da
atemoia (LUZIA e JORGE, 2013).

Os principais acidos graxos saturados de cadeia longa sao: miristico (14:0),
palmitico (16:0) e estearico (18:0), dentre os quais, o &acido palmitico € o mais
abundante na alimentacdo humana. Os acidos graxos saturados de cadeia longa
encontram-se no estado sélido a temperatura ambiente. A gordura saturada (C12:0,
C14:0 e C16:0) eleva a concentracdo plasmatica de colesterol, especialmente o
C14:0, enquanto o C18:0 é neutro em seus efeitos sobre o colesterol (SANTOS et
al., 2013). Portanto, o baixo teor de acido palmitico encontrado para a semente da
atemoia € desejavel em termos nutricionais.

Os acidos graxos monoinsaturados possuem uma dupla ligacdo na cadeia
carbdnica, e 0 mais comum encontrado na natureza € o oleico (C18:1), da série w-9,
com maior concentracao no Oleo de oliva. Sugere-se alguns beneficios relacionados
ao consumo dessa gordura, como inibicdo do processo aterogénico, melhorias no
perfil insulinico de diabéticos, reducdo de eventos cardiovasculares e até mesmo
prevencao da hipertensao arterial (SANTOS et al., 2013).

Dos acidos graxos poliinsaturados, o mais importante da familia 6mega-6 (w-
6) € o acido linoléico (C18:2), encontrado em maior ou menor abundancia nos Oleos

vegetais (SANTOS et al., 2013), fato que justifica sua expressiva proporcédo dentre
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os demais acidos graxos na amostra estudada. Juntamente com o émega-3, 0 acido
linoleico é considerado um &cido graxo essencial, uma vez que ambos ndo sao
biossintetizados pelos animais e 0 homem, e devem ser adquiridos através da dieta.
Os efeitos benéficos dos poliinsaturados seguem desde a reducdo nos niveis de
triglicerideos e aumento no HDL colesterol, até efeitos antiinflamatérios e protetor
cardiovascular (SANTOS et al., 2013).

Representando mais de 50% dos acidos graxos presentes no Oleo da
semente de atemoia, o acido oleico torna-se importante componente nutricional,
bem como culinario. Sua alta estabilidade mediante aquecimento torna-se uma
caracteristica fundamental na escolha de 6leos ricos em &cido oleico pela industria
alimenticia, uma vez que sdo menos susceptiveis a oxidacdo quando em altas
temperaturas. Sendo assim, o uso de 6leos com essa composi¢cao permitem manter
tanto a qualidade como a palatabilidade dos produtos (LUZIA e JORGE, 2013).
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6. CONCLUSAO

e As andlises fisico-quimicas das fracbes da atemoia revelaram um fruto
com alto teor de umidade, caracteristica que lhe atribui alta
susceptibilidade a deterioracdo microbiana e, consequentemente, menor
durabilidade. Em contra partida, o baixo pH das fragbes do fruto lhe
confere caracteristicas favoraveis a estabilidade e ao processamento
industrial.

e O alto teor de cinzas encontrado na casca e nas folhas indica maior
guantidade de minerais nessas fracbes, porém, no presente estudo néo
foram realizadas analises de macro e microminerais, necessarias para
elucidar esse resultado.

e Corroborando com o alto teor de solidos soluveis na polpa, foi possivel
observar que essa fracao é rica em acucares totais, dentre os carboidrato.
Além de atribuirem sabor ao fruto, essas caracteristicas também Ihe
propiciam diversas possibilidades de processamento industrial na
elaboracao de produtos derivados.

e Em comparacgédo a outros frutos, a atemoia apresentou importante teor de
fibras e proteinas, porém, ndo diferenciando em termos de densidade
energética de alguns outros frutos comumente presentes na mesa do
consumidor.

e Embora em concentraces variaveis, todas as partes do fruto analisadas
apresentaram potencial antioxidante. Ainda que o extrato da folha e das
fracbes da semente apresentaram atividade hemolitica positiva e
toxicidade frente a Artemia salina, sugere-se a aplicacdo de novos testes
de toxicidade e até mesmo a realizacdo de outras formas de extracdo ou
razao solvente/substrato, bem como ensaios de identificagéo e isolamento
de compostos.

e As amostras consideradas téxicas no teste in vitro aqui realizado, é
recomendada a continuidade nos estudos fitoquimicos complementados
com ensaios para avaliacdo do poder herbicida e fungicida, importantes no

desenvolvimento de bioinseticidas que favorecam cultivos sustentaveis.
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A atoxicidade da casca aliada a sua alta atividade antioxidante e
moderada atividade antimicrobiana devem estimular a continuidade de
pesquisas. Os estudos de compostos bioativos potenciais nas fracbes néao
comumente comestiveis dos alimentos, como neste caso a casca, a
semente e as folhas, sdo importantes na medida em que permitem o
aproveitamento e a valorizacdo desses subprodutos que, no geral, sao
descartados como residuos agroindustriais.

A presenca de esteroides nas folhas da atemoieira, substancias
conhecidas pela sua acéo benéfica nas dislipidemias, torna-se importante
no desenvolvimento de produtos naturais em prol da saude da populagao.
A composicado de acidos graxos, especialmente os insaturados, torna o
O0leo de semente de atemoia um componente especial para novas
aplicagOes nutricionais e farmacéuticas.

No decorrer do desenvolvimento desta pesquisa pbde-se notar que a
atemoia é um fruto de importantes caracteristicas nutricionais e potenciais
atividades antioxidantes e biolégicas, porém, pouco explorada pela
comunidade cientifica. As caracteristicas aqui apresentadas, aliadas a sua
producdo no estado do Parana e, as possibilidades de aproveitamento dos
subprodutos na aplicacdo farmacéutica e alimenticia, ratificam a
necessidade de maiores investigacdes em sua composi¢do que visem

novos achados na sua potencialidade.
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ANEXO 1

Prefeitura Municipal de Curitiba
Secretaria Municipal do Meio Ambiente
Departamento de Produgdo Vegetal
Divisio do Museu Botianico Municipal

Herbario MBM

DECLARACAO

Declaro para os fins que se fizerem necessarios que se encontram depositadas no
herbario do Museu Botdnico Municipal de Curitiba (HERBARIO MBM), duas exsicatas de
plantas pertencentes a familia Annonaceae, conhecidas popularmente como “ATEMOYA™,
uma planta hibrida, originada através do cruzamento de 4Anonna cherimola Mill. e Annona
squamosa L.

O nome utilizado para esse cruzamento € Annona x atemoya Mabb., sendo que no Brasil quatro
cultivares sdo mais produzidos: (AFRICAN), (GEFNER) (PINK) e (THOMPSON).

As duas exsicatas ja vieram pré-identificadas e os nomes foram corrigidos pelos técnicos do
Museu Botéanico Municipal: Osmar dos Santos Ribas, José Tadeu Weidlich Motta e Marcelo
Leandro Brotto, em 07/VIII/2013.

e A exsicata da planta pertencente a familia Annonaceae, popularmente conhecida como
“ATEMOYA?”, cujo nome cientifico é: 4nnona x atemoya Mabb. (“Africa”), foi coletada na
propriedade do Sr. Yassumassa Assami, no municipio de Marialva, Parana, Brasil, pela
pesquisadora Leticia Mazepa s/n°, em 27/IV/2013 e esta depositada sob o n° de registro 386619.

e A exsicata da planta pertencente a familia Annonaceae, popularmente conhecida como
“ATEMOYA?”, cujo nome cientifico é: Annona x atemoya Mabb. (“Thompson™), foi coletada
na propriedade do Sr. Yassumassa Assami, no municipio de Marialva, Parana, Brasil, pela
pesquisadora Leticia Mazepa s/n°, em 27/IV/2013, e esta depositada sob o n° de registro
386620.

Ambas as exsicatas encontram-se depositadas no acervo do Museu Botanico Municipal

(Herbario MBM) e estdo a disposi¢ao de qualquer pesquisador, podendo ser consultadas para
todas e quaisquer eventualidades.

Curitiba, 08 de dezembro de 2013

hefe de Oivisao
CMAT 76.674

Av. Eng. Ostoja Roguski n® 690 - CEP: 80.210-390 - Bairro Jardim Botanico - Curitiba - Parana
Fone: (41) 3362-1800 Fax: (41) 3264-7365 - e-mail: herbariombm@smma.curitiba.pr.gov.br
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ANEXO 2

SERYICO FOELICO FEDERAL
MINISTERIO DO MEI) AMBIENTE
INSTITUTO BRASILETRO DO MEID AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

ALTORIZACAD DAS ATTIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMONTO
GENETICO REALIZADA DE ACORDO COM A RESOLUCAD CGEN N"35,
DE 1T DE ABRIL DE Iall
ol e T T

O INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
" NATURALIS RENOVAVEIS, credenciado pelo Conselho de Gestlo do Patrimbnio Genftico
(CGENMMA), por meio da Deliberaglo CGEN n* 40, de 24 de setembro de 2003, para autorizar
instinaiglo macional, pablica ou privada, que exerga atividade de pesquisa ¢ desenvolvimento nas
drcas bioldgicas e afins, 2 acessar amostras de componenie do patriméinio genético para fins de
pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmico, auterizs com amparo na Resoluglo CGEN n®
35, de 27 de abril de 2011, que dispde sobre regularizagio de atividades de acesso no patrimbnio
genélicn efou o conhecimento radicionsl associado ¢ sua explomelic scondmica realizades cm
desacordn com a Medida Provisoria ne 2.186-16, de 73 de agosto de 2001 ¢ demais normas, as
atividades de scesso se patrimbaio genético desenvolvidas pela:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, CHNPIME p°, 75.095,675/0001-49, situads
na Fua ¥V de Novembro, 1299, Curitiba-PR, CEP: 80060-00{, ¢ representads na pessoa do Reitor
Zaki Akel Sobrinho, RG n® 1.439.536-9 SSPPR, CPF n® 359.063.759-53, no dmbilo das
atividades do projeto de pesquisa “Exfude Quimico e Bioddgicoe das Espécies Vegerals™.

Objetive da Awtorizaciio: Avaliar sob aspecio morfoanatbmico, quimico ¢ biologico das
espécies acessades consiantes do projeto de pesquisa.
Periodo das atividedes: 2000 a 2019.

Validade dn Awtorizacio: Cinco anos, contados da assinalura. Em razio da continuidade
do projeto de pesquisa, a inslituigio detentora desta autorizago deverd envier a0 Tbama, a partir da
emissho da licence, relatério anual sobre & exceupo des atividades de pesquisa, nos termos do
Decreto n® 49462003 ¢ Resclugo CGEN n® 4172013, Endereco pars envio do relmidrio:
IBAMA/MDEBFLO, SCEN L4 None, Bloco B, Rrasflin-T)F, CEP: TOE18-900.

Fsta auforizacho das atividades de acesso estd vinculada & informaches ¢ tormos assinados
pelo requerenie, constantes do processo n® (2001.00116572013-47.

m..'ﬁ&. margo de 2014,




