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RESUMO

Dentre as frutas da familia Annonaceae cultivadas no Brasil, a ata (Annona squamosa L.) —
também conhecida como pinha ou fruta do conde — é uma das espécies de maior importancia
econbmica, sendo a regido Semiarida do Brasil responsavel por mais de 90% da producéo
nacional e seu consumo se d& basicamente como fruta fresca. A semente de ata tem sido alvo
de diversas pesquisas nos ultimos anos, desde a extracdo e caracterizacdo de seu 6leo até a
extracdo de polissacarideo, além de estudos fitoquimicos e farmacoldgicos a partir de
compostos que exercem funcdes bioativas, dos quais 0s principais sdo as acetogeninas
anonaceas, substancias que exercem fungdes tais como: anti-helmintica, antimicrobiana,
atividade pesticida, antimalarica, antitumoral e citotoxica. O objetivo do presente estudo foi
extrair as fracdes proteicas dos cotilédones da semente de ata— e avaliar suas possiveis
atividades biol6gicas, bem como determinar a composicdo centesimal dos cotilédones em
estudo. Os cotilédones foram avaliados quanto a sua composi¢do centesimal e respectivo
valor caldrico; e suas fragfes proteicas foram extraidas em pH diferentes (tampéo acetato pH
5, tampdo fosfato com pH 7 e tampédo glicina com pH 9) e fracGes proteicas obtidas da
extracdo sequencial em diferentes solventes (dgua destilada, cloreto de sédio 0,15 mol/L,
etanol 70%, &cido cloridrico 0,1 mol/L e hidréxido de s6dio 0,1 mol/L). Cada extrato obtido
foi avaliado quanto a acdo amildsica, proteolitica, hemaglutinante e anticoagulante. Os
cotilédones apresentaram quantidades significativas de proteinas (14,94%), lipideos (28,81%)
e fibras (38,98%) e um valor calorico total de 327,77 kcal/100g. Os extratos obtidos, por sua
vez, ndo apresentaram atividade biol6gica nos ensaios, com excecao do extrato obtido em pH
9, no qual a atividade amilésica foi observada. Conclui-se que, embora os cotilédones da
semente de ata contenham quantidades significativas de proteinas, estas possivelmente nédo
apresentam atividade biolégica nas condi¢cdes avaliadas (com exce¢do da fracdo extraida em
pH 9), podendo ter outras fungbes, tais como estrutural e apresentado potencial como
alimento.

Palavras-chave: ata, atividade enzimatica, proteinas.
INTRODUCAO

Dentre as frutas da familia Annonaceae cultivadas no Brasil, a ata (Annona
squamosa L.) — também conhecida como pinha ou fruta do conde — € uma das espécies de
maior importancia econdmica, sendo a regidao Semiarida do Brasil responsavel por mais de
90% da producdo nacional e seu consumo se d& basicamente como fruta fresca (BOMFIM et
al., 2014; MENDES et al., 2017).
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A ata é caracterizada como uma baga composta, cordiforme, formada por carpelos

proeminentes e coberta por saliéncias achatadas; sua casca apresenta coloragdo verde-escura,
coberta por um po6 esbranquicado, enquanto a polpa € aromatica, muito doce e de sabor
agradavel, de coloracdo branca, envolvendo isoladamente cada uma das humerosas sementes,
em média de 68 por fruto, constituindo-se uma caracteristica marcante dessa espécie
(ARAUJO FILHO et al., 1998).

A semente de ata tem sido alvo de diversas pesquisas nos ultimos anos, desde a
extracdo e caracterizacdo de seu Oleo (FAVARO, 2014) até a extracdo de polissacarideo
(REN et al., 2017), além de estudos fitoquimicos e farmacologicos a partir de compostos que
exercem fungdes bioativas, dos quais os principais sdo as acetogeninas anonaceas, substancias
que exercem fungdes tais como: anti-helmintica, antimicrobiana, atividade pesticida,
antimalarica, antitumoral e citotoxica (CHEN et al., 2012; CHEN, CHEN & LI, 2012; MIAO
et al., 2016).

O estudo da composicdo quimica de sementes interessa tanto do ponto de vista de
suas propriedades nutricionais, quanto no seu aproveitamento na atividade industrial, uma vez
gue as enzimas tém atraido o interesse da industria, principalmente alimenticia, por
apresentarem aplicagdes biotecnolédgicas (CARRIJO et al., 2011).

As proteinas estdo presentes nas plantas, principalmente como enzimas e quando
quantidades consideraveis de proteinas se acumulam, estas costumam ser chamadas de
proteinas de reserva, embora sua sintese com o objetivo de armazenamento ndo seja clara;
ainda assim, independente do papel das proteinas de reserva, as mesmas sdo importantes para
o0s cientistas de alimentos devido a sua contribuicdo para o valor nutricional e propriedades
funcionais em produtos vegetais (DOMADARAN, PARKIN & FENNEMA, 2010).

As proteinas vegetais podem ser classificadas, com base na solubilidade, em:
albuminas (solGveis em agua), globulinas (soltveis em solugdes salinas), prolaminas (soluveis
em alcool) e glutelinas (soltveis em alcalis) (ESKIN & SHAHIDI, 2015; VIEIRA et al.,
2008). Os métodos de isolamento dessas fragdes baseiam-se na solubilidade diferencial em
meio salino, e o isolamento e a caracterizacdo, em varias especies, tém revelado a presenca de
fragdes com propriedades distintas (NEVES, LOURENCO & SILVA, 2001).

Embora estudos com a semente de ata venham sendo reportados, poucos dao enfoque
a extracdo de suas fracGes proteicas e respectivos potenciais de atividade biologica,
especialmente em seus cotilédones. Com base nisso, objetivou-se com o presente trabalho
extrair as fracOes proteicas dos cotilédones da semente de ata por dois
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métodos — pH diferencial e extracdo sequencial — e avaliar possiveis atividades biolégicas de
cada extrato obtido quanto a acdo amilolitica, proteolitica, hemaglutinante e anticoagulante,

bem como determinar a composicao centesimal dos cotilédones em estudo.

METODOLOGIA

Obtencédo dos cotilédones da semente de ata

Os frutos maduros foram coletados no comercio local de Limoeiro de Norte, Ceard e
encaminhados para os laboratérios de Quimica Geral e de Quimica de Alimentos do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara, Campus Limoeiro do Norte, Ceara. As
sementes foram removidas das atas e em seguida passaram por limpeza com agua corrente até
total eliminacdo de residuos da polpa. Realizou-se a remocdo do pericarpo e em seguida a
maceracao dos cotilédones. A amostra foi acondicionada em frasco de vidro e a temperatura

ambiente até a realizacao das analises.
Composicao centesimal e atividade de 4gua

Para o estudo da composicao centesimal dos cotilédones determinou-se umidade por
meio de analise gravimétrica em estufa a 105 °C até peso constante, cinzas por incineracao do
material em mufla regulada a 600 °C até peso constante, o nitrogénio total pelo método de
Kjedhal e conversdo para proteina bruta pelo fator 6,25 e lipidios determinados em Soxhlet,
segundo metodologia da AOAC (1990). O teor de fibras totais foi determinado por meio de
analisador de fibras que possui como principio o método de Henneberg (1985); e a atividade
de agua por medidor de atividade de dgua Decagon: Aqualab LITE — BrasEqg. Os resultados

foram expressos como média e seguida de desvio padrao.
Extracdo de proteinas

Realizou-se a extracdo de proteinas mediante a utilizagdo da amostra (previamente
desengordurada com acetona) por solubilizagdo em pH diferentes pelo método de extragdo
sequencial de albuminas, globulinas, prolaminas, glutelinas acidas e glutelinas basicas.

Para a extracdo com pH utilizou-se tampdo acetato 0,273 mol/L (pH 5), tampé&o
fosfato 0,1 mol/L (pH 7) e tampé&o glicina 0,1 mol/L (pH 9). Para a
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extragcdo com cada pH preparou-se o extrato bruto com 1 g de amostra, em seguida adicionou-

se 10 mL da solucéo tampéo e agitou-se por trinta minutos e logo apés centrifugou-se por 10
minutos a 4000 rpm, o sobrenadante foi recolhido e acondicionado em frasco de polietileno e
armazenado sob refrigeracéo.

Para 0 método de extracdo e purificagdo sequencial pesou-se 2 g de amostra e
seguiu-se a extracdo em sequéncia com a utilizacdo das seguintes solucGes: agua destilada,
cloreto de sodio 0,15 mol/L, etanol 70%, acido cloridrico 0,1 mol/L e hidroxido de sodio 0,1
mol/L. Cada etapa constituiu-se pela adicdo de 20 mL da solucdo, seguida por agitacdo
durante 30 minutos em agitador magnético e posterior centrifugagdo a 4000 rpm durante 10
minutos. Ao final de cada etapa o sobrenadante foi recolhido, acondicionado e armazenado

sob refrigeragéo, e o precipitado foi encaminhado para a etapa seguinte.
Atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade proteolitica da amostra, preparou-se tubos de ensaio
contendo 2 mL de gelatina liquida e 0,5 mL de extrato. O resultado positivo referente a
quebra do col&geno seria dado ao ndo ser observada a formacao de gelatina.
Atividade de amilase

Para determinacdo da atividade de amilase, foram preparados tubos de ensaio
contendo 3 mL de solucdo de amido 1% e 0,5 mL de extrato. O resultado positivo foi
observado quando a coloragéo do lugol foi menos intensa.
Ensaios de atividade hemaglutinante e atividade anticoagulante

A atividade hemaglutinante foi realizada de acordo com metodologia de Moreira e

Perrone (1977), com eritrécitos humanos tipos O positivo a 2%. Os ensaios de atividade

anticoagulante foram realizados segundo metodologia de Santos et al., (2014) com plasma de

sangue humano.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade de agua (Aa) média dos cotilédones de ata foi 0,63 £ 0,09 (Tabela 1).
Este € um pardmetro importante para determinacdo da estabilidade de um alimento, por
possuir forte influéncia no crescimento microbiano e a taxa de reagdes quimicas que ocorrem
no mesmo. O crescimento de patdgenos como o Clostridium, consegue ser inibido em Aa
menor que 0,91 (CAMPBELL-PLATT, 2015). Assim como para 0 crescimento microbiano,
uma maior atividade de agua esté relacionada com uma maior possibilidade de ocorréncia de
reagdes quimicas, que podem afetar as caracteristicas nutricionais e sensoriais do alimento,
como as reacdes de hidrélise enzimatica e a oxidacéo lipidica.

No que diz respeito ao teor de umidade dos cotilédones, a média para este parametro
foi de 12,09% (Tabela 1). Em sementes, o teor de umidade é fator importante na comutagao
do metabolismo voltado para o desenvolvimento para o metabolismo voltado para a
germinacdo. No fim da fase de maturacéo, a semente perde agua e atinge o seu estado 6timo
para beneficiamento (KERBAUY, 2012). Em estudo avaliando a composicdo centesimal de
sementes de ata, Reges et al (2017) encontraram valor médio de 10,58% de umidade, valor
inferior ao encontrado neste estudo. Esta variacdo pode ser explicada pela possivel diferenca
entre os estadios de maturacdo das sementes analisadas.

Os minerais (cinzas) sdo nutrientes importantes para 0 metabolismo humano, bem
como para o metabolismo vegetal. A porcentagem de cinzas (2,0%) se apresentou semelhante
ao encontrado por Favaro et al. (2016) em sementes de ata secas (2,06%). A extracdo de
minerais do solo pelas anonaceas é elevada, no entanto, esta extragdo pode variar com a fase
de desenvolvimento da planta, bem como com as condicdes edafoclimaticas a que a cultura é
submetida (SAO JOSE et al., 2014).

Tabela 1 — Composicédo centesimal de cotilédones de ata (Annona squamosa L.).

PARAMETRO MEDIA + DESVIO PADRAO
Umidade (%) 12,09 £ 0,07

Cinzas (%) 2,00 £ 0,02

Lipideos (%) 28,81 + 0,60
Proteinas (%) 14,94 £ 0,00
Carboidratos (%) 2,18+ 254

Fibra bruta (%) 39,98 £ 2,54

Valor calorico (kcal/100 g) 327,77 £ 0,00
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Como pode ser observado na Tabela 1, os cotilédones apresentaram consideravel
porcentagem lipidica, sendo um teor maior que o encontrado por Cruz et al. (2013) em andlise
da composicdo centesimal de atemoia ‘Gefner’ (27,32%). Segundo Taiz & Zeiger (2013) os
Oleos e gorduras sdo fontes importantes de armazenagem de carbono reduzido em sementes.
Uma vantagem nutricional dos 6leos de sementes de ata é a presenca de &cido oleico e
linoleico como sendo o0s &cidos graxos majoritarios, visto que estes &acidos possuem
importancia metabdlica no organismo humano, estando associados com a prevencdo do
surgimento de diversas doencgas cronicas (ABDUALRAHMAN et al., 2016). Sementes
oleaginosas sdo assim classificadas quando apresentam teor lipidico maior que 17%
(KUKEERA et al., 2015), com isto, os cotilédones de sementes de ata estudados podem ser
ditos oleaginosos.

O valor de proteina dos cotilédones foi de 14,94% (Tabela 1). Em sementes, na fase
de acumulagdo, ocorre um aumento do valor proteico nos cotilédones, nutriente este que
servira de reserva para as demais etapas do desenvolvimento fisiol6gico das mesmas. Apesar
do valor consideravel de proteinas, é sabido que proteinas vegetais possuem menor
digestibilidade que proteinas animais e menor teor de aminoacidos essenciais (CAMPBELL-
PLATT, 2015). No entanto, estes peptideos podem apresentar atividade bioldgica, como a
vaso relaxante (PANDEY; BARVE, 2011).

A amostra apresentou 2,18% de carboidratos totais, também chamados de extrato ndo
nitrogenado (Tabela 1). Os carboidratos em sementes, assim como as proteinas, tendem a
aumentar durante a fase de acumulacdo, sendo nutrientes de reserva utilizados para a fase de
germinacdo. O teor de carboidratos pode ter sido influenciado negativamente pelo teor de
fibra bruta (39,98%), tendo em vista que grande parte das fibras sdo carboidratos. O teor de
fibras dos cotilédones merece destaque, pelo grande apelo nutricional que as fibras possuem,
sendo estas atuantes no aumento da quantidade e da umidade do bolo fecal, reducéo de risco
do céancer de colon e atuacdo no controle de dislipidemias (ESKIN; SHAHIDI, 2015).

Da soma das calorias fornecidas pelos macronutrientes, obteve-se um valor cal6rico
de 327,77 kcal/100 g (Tabela 1). O valor calérico encontrado por Reges et al. (2017)
analisando sementes de ata foi de 465,11 kcal/100 g, sendo superior ao encontrado nesta
pesquisa com cotilédones. Quanto maiores forem os teores de lipidios, proteinas e

carboidratos, maior sera o valor caldrico. Isto explica a diferenca de valores entre o presente

estudo e a pesquisa citada anteriormente, pois o teor de carboidratos da pesquisa € bem
superior (51,58%).
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Quanto aos ensaios da atividade proteolitica, estes demostraram que os cotilédones
ndo apresentaram acgdo proteolitica, pois a fracdo proteica dos extratos ndo diminui ou
impediu a formacdo do gel de colageno, inferindo em uma relevante concentracdo de
proteinas na amostra analisada (ANTUNES; MOTTA & ANTUNES, 2003). A hidrolise
proteica € uma reacdo atribuida as enzimas responsaveis por modificacfes na estrutura de
proteinas (DAMODARAN; PARKIN & FENNEMA, 2010).

Os resultados dos ensaios de atividade amilasica mostraram que apenas o extrato
obtido em condicdes de pH 9 apresentou atividade de amilase, enzima responsavel pela
quebra do amido. A maxima atividade enzimatica é verificada em diferentes fases da
germinacao, periodo onde ocorre quebra de agucares, lipidios, proteinas, substancia de reserva
energética, ocasionando o aumento do metabolismo e favorecendo assim o desenvolvimento
das sementes; durante a germinacdo de semente de Annona squamosa L. observa-se um
aumento da atividade amilésica até o periodo de vinte dias de germinacdo e possivel
propensao a degradacao de carboidratos em comparagdo com os lipidios (FILHO et al., 2014).

No que diz respeito ao teste de atividade hemaglutinante, nenhum dos extratos
proteicos foi capaz de aglutinar as heméacias humanas tipo O positivo, ndo sendo, portanto,
observada atividade hemaglutinante. Embora contenha quantidades significativas de proteina,
os cotilédones da semente de ata provavelmente ndo contém proteinas pertencentes a classe
das lectinas. Cruz et al. (2013), ao estudarem a composic¢do quimica das sementes de atemoia
— um hibrido entre o cruzamento de ata e da cherimoia (Annona cherimola) —, também néo
verificaram a existéncia de atividade hemaglutinante.

O ensaio da atividade hemaglutinante é o método mais utilizado para a verificacdo da
presenca de lectinas, que sdo proteinas capazes de ligar-se de forma especifica e reversivel a
carboidratos sem causar nenhuma mudanca fisico-quimica nesses acucares (CHEVREUIL et
al., 2009; MARANHAO et al., 2014). Dentre as funcbes mais conhecida das lectinas
destacam-se a sua capacidade de causar aglutinacdo de células e/ou de precipitar
glicoconjugados (LAM; NG, 2011).

A maior parte das proteinas vegetais possui um grande ndmero de fatores
antinutricionais, tais como lectinas, que podem provocar efeitos fisiolégicos adversos ou
diminuir a disponibilidade de certos nutrientes na digestdo e absor¢do (SILVA; BORA &
AZEVEDO, 2010). Quando ingeridas, as lectinas ndo sdo degradadas durante sua passagem
pelo trato digestivo e podem reconhecer residuos de carboidratos presentes nas células
intestinais, ligando-se aos mesmos (SILVA et al., 2010). A possivel
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inexisténcia de lectina na semente de ata pode ser considerada um fator positivo do ponto de
vista nutricional.

Os extratos obtidos foram testados quanto a atividade anticoagulante e os resultados
foram verificados visualmente, a partir da observacdo da formagdo ou ndo de coagulos.
Constatou-se, a partir do ensaio, a auséncia de atividade anticoagulante em todas as amostras
testadas, haja visto que os codgulos se formaram no mesmo periodo de tempo que o branco.

CONCLUSOES

Sob o aspecto nutricional, os cotilédones da semente de ata apresentaram
quantidades expressivas de proteinas (14,94%), lipideos (28,81%) e fibras (38,98%), além de
um valor calérico total de 327,77 kcal/100g, fazendo com que as sementes de ata possam ser
consideradas, até certo ponto, como uma fonte alternativa de alimento. Embora os cotilédones
contenham um teor significativo de proteinas, suas fragdes extraidas ndo apresentaram as
atividades biologicas testadas nas condi¢des do presente experimento (com excecdo da fragdo
extraida em pH 9, que apresentou. atividade amilasica). Porém, as proteinas que compdem 0s
referidos cotilédones podem possuir outras fungbes, como por exemplo, estrutural ou ainda

outros tipos de atividade bioldgica que podem ser explorados em estudos futuros.
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