PERFIL QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO
OLEO FIXO DAS SEMENTES DE Annona squamosa L. (ANNONACEAE)

Ana Cecilia Calixto Donelardy?, Débora Odilia Duarte Leite?, Ana Maria
Fernandes Duarte®, Geane Gabriele de Oliveira Souza*, Lariza Leisla
Leandro Nascimento®, Natalia Kelly Gomes de Carvalho®, Fazia Fernandes
Galvdo Rodrigues’ Fabiola Fernandes Galvdo Rodrigues?®, José Galberto
Martins da Costa®

Resumo:

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos € uma pratica milenar de
senso comum utilizada mundialmente. A Annona squamosa, popularmente
conhecida como “ata” ou “pinha” é uma planta medicinal utilizada no tratamento
de diversas enfermidades. Esse trabalho teve como objetivo determinar a
composicdo quimica e avaliar a atividade antibacteriana do Oleo fixo das
sementes de A. squamosa (OFSAs). O OFSAs foi obtido pelo sistema Soxhlet,
destilado e tratado para analise de composicdo quimica por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). A atividade
antibacteriana foi testada contra cepas padrao e cepas multirresistentes por meio
do ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). O OFSAs ofereceu
rendimento extrativo de 47,18 %. A analise por CG-EM identificou o acido
elaidico como composto marjoritario, entre outros &cidos graxos. O ensaio
antibacteriano demonstrou efeito inibitorio, obtendo CIM variada entre 512 e
21024 pg/mL. O uso de OFSAs na terapia antibacteriana representa uma
perspectiva futura para esse composto. No entanto, sdo necessarios mais
estudos sobre essa espécie e suas propriedades biolégicas.

Palavras-chave: Annona squamosa, composicdo quimica e atividade
antibacteriana.

1. Introducéo

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um problema de saude global
em crescimento que ameaca a eficacia da medicina, uma vez que com a falta de
antibiéticos capazes de tratar patologias, o risco de doencas assim como o
namero de infectados aumentam cada vez mais (Neto et al., 2023). Nesse
contexto, o uso de plantas medicinais vem aprimorando técnicas terapéuticas
devido a presenca de metabdlitos secundéarios, que conferem diferentes
propriedades. Assim, a busca por plantas que possam ser utilizadas no combate
a enfermidades correlacionadas a infec¢gbes bacterianas se torna relevante

(Castro, 2022).
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A Annona squamosa (Annonaceae) € uma planta medicinal conhecida

MW

popularmente como “ata”, “pinha” ou “fruta do conde” encontrada principalmente
em paises tropicais, conhecida por seus frutos comestiveis e poder terapéutico
(Awada et al.,, 2023). A espécie A.squamosa possui atividades inseticida,
antidiabética, antioxidante, antiepidémica e antibacteriana relatadas em alguns
estudos (Sawant et al., 2023). Percebendo o vasto potencial terapéutico de A.
squamosa, tornam-se necessarios estudos sobre sua composicdo quimica e
atividades biol6gicas dessa.

2. Objetivo Geral
Realizar o perfil quimico e avaliar a acdo antibacteriana do 6leo fixo das
sementes de A. squamosa.

2.10bjetivos Especificos

e Coletar material vegetal para analise;

e Extrair 6leo fixo das sementes de A. squamosa pelo sistema Soxhlet;

e Determinar a composi¢éo quimica do 6leo fixo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

e Avaliar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do 6éleo fixo contra cepas
bacterianas Gram-negativas padrao e multirresistentes;

3. Metodologia

3.1 Coleta do material vegetal

Frutos de pinha foram obtidos comercialmente no mercado de Juazeiro do
Norte, (Ceard, Brasil). As polpas foram manualmente separadas das sementes,
gue foram limpas com hipoclorito de sodio (5 %), lavadas com agua destilada,
secas em estufa a 60 °C e moidas para obter-se o pé.

3.2 Extracdo do dleo fixo

Com a utilizacdo do aparelho de Soxhlet, 25 g do pé das sementes de A.
squamosa foram pesadas e adicionadas ao sistema de extracao juntamente a
350 mL de solvente organico hexano, o qual foi mantido sob refluxo por 4 h. ap6s
a extracdo, o o6leo fixo foi destilado do solvente organico em um evaporador
rotativo sob pressdo reduzida e seu rendimento foi calculado seguindo a
equacao (1):

RE ((y m/m) — (M 61e0 seco)d x 100 (1)
0,

(m pédas sementes)g

3.3 Determinacao da composicao quimica do OFSAs

O dleo (1 g) foi tratado com transesterificacdo pela adicdo de 30 mL de
metanol em meio alcalinizado com hidroxido de potassio (KOH). Posteriormente,
a parte saponificada foi analisada em cromatografia em coluna com cloroférmio
e hexano, as fracbes obtidas nessa etapa foram novamente avaliadas por
cromatografia de camada delgada (CCD). A fracdo que apresentou menos
interferentes foi escolhida para analise de composicdo quimica por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

3.4 Determinagéo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)



O ensaio de determinacéo de CIM foi realizado de acordo com o método
de microduluicdo do CLSI (2015), no qual foram utilizadas cepas bacterianas
Gram-negativas padrao: Escherichia coli ATCC 25226, Klebsiella pneumoniae
ATCC 4352, Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 e multirresistentes:
Escherichia coli 06, Klebsiella pneumoniae Carbapenemase e Pseudomonas
aerugenosa 027. Todas concedidas pelo Laboratorio de Pesquisa de Produtos
Naturais (LPPN).

Para o ensaio, as cepas bacterianas foram ativadas em meio Brain Heart
Infusion Broth (BHI) & 3,8 % e mantidas na estufa por 24 h. Apds o primeiro
cultivo, o inéculo foi padronizado a 10 % adicionando-se 100 pL da suspenséao
de 3,8 %. Em seguida, foi preparada uma solucdo méae de OFSAs com
concentracdo de 1024 uL/mL, obtida pela diluicdo de 0,1 g do 6leo com 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 9 mL de agua destilada. Posteriormente, foram
realizadas diluicdes seriadas em uma placa de 96 pocos por adicdo de 100 pL
da solugédo mae (1024 pL), atingindo concentragdes de 512 a 8 pL/mL.

As placas foram incubadas em estufa em 35+2 °C por 24 h para posterior
leitura, feita pela adi¢cdo de 25 uL de solugéo de resazurina sédica (0,01 %) em
cada poco da placa, onde a mudanca de cor de azul para rosa indica o
crescimento bacteriano. Todo o teste foi feito em triplicata onde a ultima fileira
da placa de microdiluicdo obtinha apenas os indculos bacterianos, sendo este o
controle positivo. A CIM foi definida como a menor concentracédo do 6leo capaz
de inibir o crescimento de microrganismos.

3.5 Anédlise estatistica

Os dados das analises de CIM foram expressos como média (n=3) +
desvio padrao (DP) usando a Andlise de Variancia (ANOVA) sucedida pelo teste
de Tukey de comparacdes multiplas para dados com distribuicdo normal e
desvios padrdes significativamente semelhantes, utilizando o programa
GraphPad Prism 6. Os valores estatisticos considerados serdo aqueles com
valores de p inferiores a 0,05 (p< 0.05)

4. Resultados
O OFSAs apresentou rendimento extrativo de 47,18 %. A analise do

OFSAs por CG-EM detectou 21 ésteres metilicos, entre eles, sendo compostos
majoritarios o &cido elaidico (38,06 %), acido araquidico (27,40 %) e &cido
palmitico (7,86 %). O acido elaidico, o composto presente em 38,06 % do
OFSAs, foi identificado com propriedades terapéuticas, como acao antibiotica
(Cabral et al., 2013). Lai et al., (2024) determinou que a suplementagéo de &cido
elaidico pode suprimir o crescimento tumoral, tendo um efeito benéfico aos seres
humanos. No entanto, esse acido graxo pode ser associado a doencas
coronarias e arteriosclerose, promovendo inflamacéo sistémica (Debbabi et al.,
2017), sendo também associado a propriedade inflamatoria (Xia et al., 2020).

O 4cido palmitico foi elucidado com atividades anticancerigena,
antinflamatoria, analgésica e citotéxica (Padmini et al., 2020). Esse acido graxo



exibe ainda atividade antibacteriana contra cepas de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, como P. aeruginosa e S. aureus analisadas por Ivanova et al.,
(2017), assim como o acido estearico (Casillas-Vargas, 2021), outro composto
identificado no oOleo estudado, comumente utilizado na fabricacdo de
detergentes, sabonetes e cosméticos (Pazinato, 2023).

Os resultados de CIM contra as cepas padrdes Gram-negativas padrao e
multirresistentes variaram entre concentracbes de 512 e 21024 pg/mL,
mostrando que o OFSAs tem efeito inibitdrio a depender da espécie bacteriana
estudada. Estudos que relatam a correlacédo da presenca de acidos graxos com
as propriedades bioldgicas, como os de Albuquerque et al., (2024), analisam as
atividades dos acidos como linoleico, oleico e palmitico, dentre elas as atividades
neuroprotetiva, nutricional e antibactericida.

O estudo de Pinto et al., (2017) mostrou que o extrato metandlico das
sementes de A. squamosa nao obteve resultados significativos de CIM contra K.
pneumoniae, E.coli e P. aeruginosa. J4 o 6leo das sementes da mesma espécie
estudado por Holanda (2023), que continha em sua composicdo quimica
compostos como &cido palmitico, &cido esteérico, &cido oleico e linoleico,
demonstrou atividade contra P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecalis e S.
aureus.

A diferenca entre esses resultados pode ser relacionada ao tipo de extracéo
e solventes utilizados em cada um, que contribui para diferentes composi¢coes
guimicas. No entanto, em altas dosagens, as sementes de A. squamosa podem
apresentar citotoxicidade, segundo o trabalho de Tannura et al. (2022). Portanto,
Sdo necessarios mais estudos voltados a avaliacdo de outras atividades
biolégicas, para melhor compreenséo dessa espécie vegetal.

5. Concluséo

Os resultados desse estudo demonstram que 6leo fixo das sementes de A.
squamosa tem efeito inibitério contra algumas cepas Gram-negativas padréo e
multirresistentes utilizadas nesse estudo. Esse efeito pode ser relacionado com
a composicao quimica do oleo, que contém &cidos graxos com atividades
antibacterianas ja relatadas. No entanto, os potenciais riscos associados as altas
doses das sementes de A. squamosa observados por outros estudos destacam
a necessidade de investigacdes adicionais para melhor compreensdo do
potencial terapéutico e eventuais limitagcdes dessa espécie.
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