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Resumo

Cucurbita moschata (abdbora sergipana), C. maxima (abobora moranga) e
Tetsukabuto (abobora japonesa) sdo espécies vegetais pertencentes a familia
Cucurbitaceae, geralmente utilizadas como alimento, porém com propriedades
nutracéuticas principalmente nas sementes. Algumas dessas propriedades terapéuticas se
devem a presenca de um grupo de substancias denominadas cucurbitacinas. A
cucurbitacina B —Cuc B —é um triterpeno que pode ser encontrado livre ou glicosilado e
que vem sendo estudada quanto ao seu potencial farmacolégico, mas ainda apresenta
escassez de dados quanto as suas presenca e concentracdes nas diferentes espécies e partes
dos frutos. As cascas, bagacos e sementes sdo alguns dos residuos do processamento
agroindustrial de frutas e hortalicas que séo gerados em grande quantidade e subutilizados
na alimentacdo humana e animal. O presente trabalho objetivou desenvolver um método
de producdo de farinhas de sementes, da polpa e da casca das aboboras das espécies C.
moschata, C. maxima e do hibrido Tetsukabuto e avaliar a qualidade desse processo sob
0 ponto de vista da microbiota. Além disso, foi desenvolvido um método para a deteccdo
de Cuc B em algumas farinhas dessas amostras baseado no método QUECHhERS,
utilizando etapas de extracdo (acetonitrila/dgua 70:30) e purificacdo (MgSO4, C18 e
alumina) seguido da quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com deteccdo por UV/DAD. Foi realizada também uma avaliagdo de Cuc B nas sementes
de aboboras provenientes da Embrapa Tabuleiros Costeiros que tem genética conhecida.
O método desenvolvido foi validado quanto a seletividade, linearidade (faixa de trabalho
de 0,15 a 100,88 pg/mL), limites de deteccdo (instrumental: 0,120 pg/mL; na matriz
avaliada: 0,602 pg/g), limites de quantificacdo (instrumental: 0,397 pg/mL; na matriz
avaliada: 1,985 pg/g), exatiddo (médias da % recuperacdo das sementes de 76,54% e de
90,54% para a polpa) e precisdo (coeficientes de variacdo da % recuperacdo das sementes
foi de 1,24% e 5,12% para a polpa). As sementes de abdboras provenientes da Embrapa
demonstraram possuir maior concentracdo de Cuc B em relacdo as sementes de C.
moschata adquiridas no comércio Vvarejista. Isso comprovou a eficiéncia do
aprimoramento genético e fenotipico realizado nas primeiras. O valor médio de Cuc B
nestas sementes foi de 5,652 pg/g enquanto que a concentracdo de Cuc B na farinha das
sementes de C. moschata foi de 0,752 po/g.



Abstract

Cucurbita moschata, C. maxima and Tetsukabuto are plant species belonging to the
Cucurbitaceae family, generally used as food, but with nutraceutical properties mainly in
the seeds. Some of these therapeutic properties are due to the presence of a group of
substances called cucurbitacins. Cucurbitacin B - Cuc B - is a triterpene that can be found
free or glycosylated and that has been studied for its pharmacological potential, but still
presents a scarcity of data regarding its presence and concentrations in the different
species and parts of the fruits. The peels, bagasses and seeds are some of the residues of
agroindustrial processing of fruits and vegetables that are generated in great amount and
underutilized in human and animal feeding. The present work aimed to develop a method
for the production of flours of seeds, pulp and peels of the pumpkins of C. moschata, C.
maxima and Tetsukabuto hybrid and to evaluate the quality of this process from the
microbiota point of view. In addition, a method for the detection of Cuc B has been
developed in some flours of these samples using extraction and purification steps based
on the QUEChERS method followed by quantification by high performance liquid
chromatography (HPLC) with UV detection. An evaluation of Cuc B was also carried out
on pumpkin seeds from the Brazilian Agricultural Research Corporation (Embrapa),
Tabuleiros Costeiros unit, in Aracaju, Sergipe. The method was validated for selectivity,
linearity (0.15 to 100.88 ug/ mL), detection limits (instrumental: 0.120 pg/ mL, in the
matrix evaluated: 0.602 pg/ g), quantification limits (instrumental: 0.397 ug/ mL; in the
matrix evaluated: 1.985 pg/ g), accuracy (means of recovery of seeds of 77.42% and
75.66% for two levels of fortification and 90.54% of the pulp for one level of fortification)
and precision (coefficients of variation of seeds recovery of 0.86% and 1.61% for two
levels of fortification and 5.12% for the pulp at one level of fortification). Embrapa
pumpkin seeds showed a higher concentration of Cuc B in relation to C. moschata seeds
purchased in the retail trade. This proved the efficiency of the genetic and phenotypic
improvement carried out in these Embrapa seeds. The mean value of Cuc B, in ug/ g of
these seeds, was 5.652 for the pastes and 2.962 for the milled, while the value of the seeds

of C. moschata was 0.752.
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1 Introducéo

As abdboras sdo plantas rasteiras da familia Cucurbitaceae e a sua presenca ocorre
nas regides tropicais (CAILI; HUAN; QUANHONG, 2006; FERREIRA etal., 2006). A
Cucurbita moschata (abdbora sergipana), a C. maxima (abdbora moranga) e a
Tetsukabuto (abobora japonesa, um hibrido de C. moschata com a C. maxima) sdo
espécies vegetais pertencentes aessa familia (TEPPNER, 2004; FERREIRA et al., 2006).

As abdboras sdo cultivadas em diversos paises do mundo, como Brasil, México e
india, para fins alimentares e/ou como medicamento. Algumas de suas aplicagdes mais
relevantes sdo para o tratamento da diabetes e de enfermidade acometidas por vermes e
parasitas (CAILI; HUAN; QUANHONG, 2006). Contudo, diversas pesquisas
demonstram demais propriedades terapéuticas, principalmente nas sementes, as quais
quase sempre sdo subaproveitadas (MANSOUR et al., 1999; NAVES et al., 2010).

Tais propriedades sdo a sua acao antioxidante, auxiliando na diminuicdo dos riscos
de doencas degenerativas (VERONEZI; JORGE, 2011) ajuda a reduzir os danos
provocados pelo sol e atua também como agente anti-inflamatério (YOUNG KIM et al.,
2012); as sementes de abdbora sdo Uteis no tratamento da hiperplasia prostatica benigna
(YOUNIS; GHIRMAY; AL-SHIHRY, 2000); Algumas dessas propriedades
terapéuticas se devem a presenca de um grupo de metabdlitos secundarios, substancias
essas denominadas cucurbitacinas (VALENTE, 2004; MARIE-MAGDELEINE et al.,
2009).

As cucurbitacinas sdo triterpenos tetraciclicos altamente oxigenados constituidos
por um esqueleto cucurbitano, podendo ser encontrado na forma livre ou glicosilado
(DINAN; HARMATHA; LAFONT, 2001). As cucurbitacinas, devido ao radical dessa
palavra, sdo comumente associadas as espécies da familia Cucurbitaceae, embora essas
substancias também s&o encontradas em diversas familias boténicas como, por exemplo,
Begoniaceae, Liliaceae e Rubiaceae (DINAN; HARMATHA; LAFONT, 2001,
VALENTE, 2004).

As cucurbitacinas atuam como um mecanismo de defesa das plantas. Essas

substancias sdo conhecidas também pelo nome de aleloquimicos, pois as mesmas
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transmitem mensagens entre a planta e os insetos, sendo toxica para estes (METCALF;
METCALF, 1992; MACEDO; GUEDES; GARCIA, 2007).

O presente estudo tem como objetivo subsidiar o desenvolvimento do assunto. E
fundamental promover pesquisas para a analise e monitoramento de substancias de
origem natural em alimentos para assegurar a confiabilidade quanto ao potencial nutritivo
e funcional, além de diminuir o risco de enfermidades pelo consumo desses alimentos. E
necessario ressaltar que, dependendo da concentracdo na qual esses compostos se
encontram, podem resultar em efeito tdxico ou serem considerados nutracéuticos,

caracterizando dessa forma um alimento funcional.

2 Revisdo de literatura

2.1 Aspectos gerais de produgdo e consumo de abobora

Além do valor econbmico e alimentar, o cultivo de cucurbitdceas no Brasil, em
especial as abdboras, tem grande importancia social na geracdo de empregos diretos e
indiretos, pois demanda grande quantidade de mao-de-obra, desde o cultivo até a
comercializacdo. A pesquisa de Orcamento Familiar 2008-2009, realizada em 2010 pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) concluiu gue o consumo per capita
de abodbora foi de 1,19 kg, com maior consumo no Nordeste com 1,24 kg, sendo no Piaui
2,62 kg.

A producdo mundial de aboboras, em 2010, foi de 22,4 milhGes de toneladas,
cultivadas em area de 1,67 milhdes de hectares, proporcionando uma produtividade média
de 13,4 toneladas por hectare (t/ha) (FAO, 2012). No Brasil, os dados referentes a
comercializacdo sao escassos, sendo a ultima informacdo disponivel em 2006, com area
colhida de 88.203 ha e 384.916 t produzidas, que proporcionaram uma produtividade
média de 4,4 t/ha. O valor da produgdo foi de 1,52 milhdes de reais, cultivada em mais
de 127 mil estabelecimentos agropecuarios (IBGE, 2012). As aboboras sdo produzidas
em todo o territério nacional, sendo que os estados do Nordeste representaram 24,1% da
producdo nacional e os maiores produtores sdo a Bahia, Maranhdo e Pernambuco. As
aboboras sdo bastante difundidas na regido Nordeste, onde é considerada também cultura
de subsisténcia (IBGE, 2006; CARMO et al., 2011).
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2.2 Cucurbita sp.

A abobora € o fruto da aboboreira, uma planta rasteira da familia Cucurbitaceae.
Essa familia é formada por cerca de 120 géneros que conttm mais de 800 espécies de
ocorréncia nas regides tropicais. No Brasil, ha em torno de 30 géneros e 200 espécies. As
espécies de notavel importancia econdmica e alimentar sdo: Cucurbita moschata (nome
vulgar: abdbora sergipana), C. maxima(nome wulgar: abébora moranga) e C. pepo (home
wulgar: abobrinha) (TEPPNER, 2004; CAILI; HUAN; QUANHONG, 2006; FERREIRA
et al., 2006). Ha ainda um tipo hibrido bastante consumido em nosso pais conhecido como
abobora japonesa ou Tetsukabuto (do japonés “capacete de ferro”) devido aos frutos de
formato arredondado e de coloracdo verde-escura. Tal hibrido, resultante do cruzamento
da C. maxima, como progenitor feminino, e a C. moschata, como progenitor masculino,
apresenta algumas vantagens comparadas com as demais espécies de abobora. As
vantagens s&o: possui uma maior vida de prateleira; os frutos apresentam-se mais
atraentes, saborosos e enxutos; 0s consumidores tém dado preferéncia aos hibridos
japoneses por serem frutos menores, pesando de 1 a 2 Kg (NASCIMENTO; PESSOA,
SILVA, 2011). Outras espécies de abdbora apresentam-se muitas vezes bem maiores em
tamanho e peso, o que resulta em fracionamento do fruto para venda, o que é uma
desvantagem em termos de estocagem doméstica.

As aboboreiras, sendo plantas de clima tropical, ndo se desenvolvem em
temperatura igual ou inferior a 10°C, ndo sobrevivendo quando atingida por geadas. As
baixas temperaturas também inibem a germinacdo das sementes. Portanto, as
temperaturas ideais ao seu desenvolvimento sdo as relativamente mais altas, na faixa de
18-24°C. A combinacdo de temperatura ideal com boas quantidades de chuvas favorece
a sua producdo, embora a umidade relativa do ar muito elevada possa propiciar o
surgimento de doencas e pragas (SOUSA; PEIXOTO; TOLEDO, 1995).

Comumente  classificada como hortalica, a abdbora possui diferentes
denominagbes no Brasil, como moranga, na regido Sul, e jerimum, na regido Norte e
Nordeste. Originaria das Américas, as abdboras fizeram parte da alimentacdo de muitos

povos, como 0s astecas, incas e maias. Gragas a polinizacdo cruzada, existem diversas
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espécies e variedades de abdboras, que podem variar em relacdo as cores, formas e
texturas. Algumas podem chegar a pesar até 30 Kg. Em seu interior ha polpa e sementes
(CORREA, 1984).

As aboboras sdo cultivadas desde o norte do México a Argentina e foram
difundidas na Europa e na Asia. E uma planta rasteira que pode ser cultivada desde o
nivel do mar até em altitudes elevadas (YADAV et al., 2010). Segundo este mesmo autor,
em seu artigo de revisdo, os frutos das abdboras contém diversos fitoconstituintes da
categoria dos alcaldides e flavonoides. Além disso, foram relatadas importantes
propriedades medicinais como: antidiabético, antioxidante, anti-carcinogénico e anti-

inflamatorio.

2.3 Aspectos botanicos dos frutos das espécies de Cucurbita sp. estudadas

HibridoTetsukabuto (abdbora japonesa)

Os frutos sdo geralmente achatados, podendo-se encontrar também da forma
esferica ou ovdide (figura 1). As cascas sdo duras, de coloracdo verde-escura
apresentando manchas verde-palidas ou listras brancas. A polpa do fruto é relativame nte
fina, de cor amarelo-alaranjada, aroméatica e pouco fibrosa (CORREA, 1984). Essa
variedade é um hibrido resultante do cruzamento da C. maxima, como progenitor
feminino, e a C. moschata, como progenitor masculino. Bastante consumida em nosso
pais e conhecida como abdbora japonesa ou Tetsukabuto (do japonés “capacete de ferro™),
devido aos frutos apresentarem formato arredondado e coloracdo verde-escura como ja
mencionado (NASCIMENTO; PESSOA,; SILVA, 2011).

Figura 1: Frutos da variedade Tetsukabuto.

Cucurbita moschata (abobora sergipana)
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Cucurbita moschata ¢ uma espécie de abdbora nativa da América Central e do
norte da América do Sul, onde foi aproveitada na agricultura. Os seus frutos variam
consideravelmente em tamanho e forma devido a grande variabilidade genética
encontrada nessa espécie (figura 2). Os frutos, normalmente, séo colhidos maduros na
época de outono e denominados de abdboras de inverno. A casca dos frutos, em geral,
apresenta sulcos pouco proeminentes, a polpa apresenta uma coloracdo alaranjada média
e as sementes sdo ovais-oblongas e possuem coloracdo amarelada (CORREA, 1984;
Missouri Botanical Garden. Cucurbita ~ moschata. Disponivel em:

<www.missouribotanicalgarden.org> Acesso em: 11 de dezembro de 2016).

Figura 2: Fruto da espécie C. moschata.

Cucurbita maxima (abdbora moranga)

Os frutos possuem o formato deprimido-globoso bem sulcado e de tamanho
varidvel (figura 3). Quando maduro apresenta-se oco, contém polpa pouco fibrosa e
possui sementes chatas de forma eliptica, com margens tumidas caracteristicas
(CORREA, 1984). Cucurbita maxima é uma espécie de abobora nativa das éareas
subtropicais da América do Sul (sul do Brasil, Argentina e Uruguai) e nessas regies foi
aproveitada para agricultura. Osseus frutos possuem normalmente formato arredondado,
mas pode se encontrar, em algumas variedades, no formato cilindrico. Os frutos,

geralmente, sdo colhidos maduros na época de outono e denominados também de
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aboboras de inverno. Esta espécie inclui uma grande variedade de aboboras que podem
apresentar coloracdo que variam do azulado, cinza, verde pdlido, alaranjado ao multi-
colorido  (Missouri  Botanical Garden. Cucurbita maxima. Disponivel em:
<www.missouribotanicalgarden.org> Acesso em: 11 de dezembro de 2016).

Figura 3: Fruto da espécie C. maxima

2.4 Importancia das espécies de Cucurbita sp. para a salde humana

Além da polpa da abobora ser amplamente utilizada como fonte de alimentacéo,
na Grécia as sementes de abobora sdo consumidas em quantidades considerdveis na forma
torrada e salgada. Na Austria, o 6leo da semente de abGbora é muito apreciado para
tempero de saladas em funcdo de seu aroma e gosto caracteristicos (EL ADAWY; TAHA,
2001). A semente de abobora pode ser considerada boa fonte de proteina e de o6leo,
possibilitando 0 seu uso no enriquecimento de alimentos e aumentando, assim, as
concentragdes proteicas de preparacfes alimentares, além de reduzir custos na produgéo,
uma vez que as sementes, geralmente, ndo sdo utilizadas para esse fim (MANSOUR et

al., 1999). Portanto, o emprego das sementes agrega valor econbmico a produgéo,
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contribui para a formulacdo de novos produtos alimenticios e minimiza o desperdicio
(NAVES et al., 2010).

A Cucurbita pepo, Cucurbita moschata e a Cucurbita maxima sdo as espécies de
maior valor nutricional e econdmico e diferem quanto ao formato, tamanho, cor da casca,
cor da polpa, firmeza, teor de amido, teor de matéria seca e sabor. Sob o ponto de vista
nutricional, sdo importante fontes de carotendides, que assumem grande destaque na
alimentacdo humana e devido ao seu potencial de acdo antioxidante, que pode auxiliar na
diminuicdo dos riscos das doencas degenerativas (como as cardiovasculares, cancer e
obesidade, dentre outras). As aboOboras sdo muito apreciadas e consumidas sob as formas
de doces ou em diversos pratos salgados (VERONEZI; JORGE, 2011).

Em espécies de aboboras oriundas da Austria foi confirmado que a Cucurbita
moschata tem variacdo de 0,98-5,9 mg/100g de a-caroteno, 3,1-7mg/100g de B-caroteno
e 0,08-1,1 mg/100g de luteina e zeaxantina. J& na Cucurbita maxima foram encontrados
valores de 0-7,5 mg/100g de a-caroteno, 1,4-7,4mg/100g de p-caroteno e 0,8-17mg/100g
de luteina e zeaxantina. A Cucurbita pepo apresenta 0,03-0,15 mg/100g de a-caroteno,
0,06-2,3 mg/100g de B-caroteno e 0-1,8 mg/100g de luteina e zeaxantina (MURKOVIC
et al., 2004; VERONEZI; JORGE, 2011).

As sementes secas de Cucurbita pepo sio consumidas na Africa Oriental para
tratar teniase e constittem uma alternativa para a falta de assisténcia farmacéutica, ndo
apenas nesse local do mundo, mas em diversas regides onde as condicGes sanitarias séo
precarias. As sementes dessa espécie de abodbora, além dos quatro principais &cidos
graxos contidos em seu 6leo, também possuem proteinas (38%), a-tocoferol (3 mg/100
g) e carboidratos (37%). Também é uma fonte de &cido linoléico (47,0% do total de acidos
graxos constituintes de seu Oleo). Durante muitos anos, particularmente na Europa,
extratos de sementes de C. pepo, tém sido utilizados na medicina popular como um
medicamento benéfico para a dificuldade de micgdo causada por hiperplasia prostatica
benigna - BPH (YOUNIS; GHIRMAY; AL-SHIHRY, 2000).

As abodboras tem sido utilizadas nas terapias tradicionais de diversos paises, tais
como China, Argentina, india, México, Brasil e Coréia do Sul, pois a polpa e as sementes
sd0 ricas ndo somente em proteinas, vitaminas antioxidantes, carotenodides, tocoferois e
minerais, mas possuem baixo de teor de gordura e calorias. O B-caroteno reduz o dano na

pele provocado pelo sol e age como agente anti-inflamatorio. O a-caroteno é conhecido
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por diminuir o processo de envelhecimento, reduz os riscos do desenvolvimento de
catarata e previne o crescimento de tumores. A vitamina E (tocoferol) protege as células
de dano oxidativo por prevenir a oxidacdo de &cidos graxos insaturados na membrana
celular (YOUNG KIM et al., 2012).

Stevenson et al. (2007) verificou a composicdo de acidos graxos e tocoferdis no
6leo de sementes de 12 plantios diferentes de C. maxima, cultivados em lowa, EUA. A
concentracdo de 6leo variou de 10,9% até 30,9%. O teor de acidos graxos insaturados
variou de 73,1 até 80,5%. Foram também observadas diferencas significantes em relacao
ao teor dos acidos estearico, oléico, linoléico e gadoléico entre as diferentes amostras
pesquisadas, tendo sido observado baixos niveis de acido linoléico (<1%). O contetdo de
tocoferol dos 6leos variou de 27,1 a 75,1 pg/g de 6leo para a-tocoferol, de 74,9 a 492,8
Mg para p-tocoferol e de 35,3 para 1109,7 /g para O-tocoferol. Esse estudo
demonstrou o potencial do 6leo de sementes de abobora em possuir alta estabilidade
oxidativa, o que é bem adequado para aplicacbes industriais, inclusive na producdo de
alimentos, pois dessa forma podera melhorar a nutricdo de dietas humanas,
principalmente pelo seu conteudo de tocoferol e seu alto grau de insaturacao.

Plantas para a dieta e preparacOes herbais tem sido tradicionalmente usadas como
medicamento nos paises em desenvolvimento e aconteceu recentemente uma volta do seu
uso nos Estados Unidos e na Europa. As abdboras estdo sendo amplamente utilizadas na
medicina tradicional para diversos fins (antidiabético, antihipertensivo, antitumoral,
imunomodulador, antibacteriano, antihipercolesterolémico, antiparasitario intestinal e
anti-inflamatorio). Isso focou a atencdo dos pesquisadores nessas espécies. Na medicina
popular brasileira utiliza-se também outras espécies pertencentes a familia Cucurbitaceae
como a “buchinha” (Luffa operculata), o “tainia” (Wibrandia ebracteata e/ou Cayaponia
tayuya) e a “nhandiroba” (Fevillea trilobata) (VALENTE, 2004).

Devido ao material seco possuir 40-50% de lipidios e de 30—-37% de proteinas, as
sementes de abdbora representam uma fonte de alta energia e sdo muito consumidas no
mundo, com crescente popularidade (CAILI; HUAN; QUANHONG, 2006).

No tratamento convencional das infeccdes por Giardia lamblia os farmacos de
escolha sdo o metronidazol e outros derivados nitroimidazois. Em um estudo foi
investigada a avaliagdo da atividade biologica do extrato aquoso e metandlico das

sementes de Cucurbita pepo sobre o crescimento de G. lamblia. Os extratos avaliados
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demonstraram possuir atividade giardicida. O extrato agquoso apresentou 78,6% de
inibicdo no crescimento de G. lamblia na concentragdo de 1,0 mg/ mL. O extrato
metandlico apresentou 100% de inibicdo na concentracdo de 0,516 mg/ml (GONZALEZ;
GARZA; GUTIERREZ, 2010).

A atividade anti-helmintica das cucurbiticeas é atribuida aos metabolitos
secundarios. Os possiveis metabdlitos secundarios para a atividade anti-helmintica em
sementes de cucurbiticeas pertence ao grupo de compostos triterpénicos altamente
oxigenados denominado cucurbitacinas. (VALENTE, 2004; MARIE-MAGDELEINE et
al., 2009).

As sementes de abobora sdo Uteis no tratamento da hiperplasia prostatica benigna.
As cucurbitacinas oriundas das sementes freiam o desenvolvimento da enzima 5-o-
redutase, evitando que esta atue e converta a testosterona em di-hidrotestosterona,
horménio responsavel por estimular a reproducdo das células prostaticas (DUKE, 2000).
Existe também aproximadamente 1% de fitoesterdis presentes nas formas livres e ligadas,
esqualeno (usados como indicadores quando se suspeita de adulteracdo de Oleos),
pigmentos de clorofila e 4 a 5% de minerais incluindo selénio, zinco, calcio, cobre, ferro,
manganés, fosforo e potassio (ABDEL-RAHMAN, 2006; CAILI, HUAN;
QUANHONG, 2006).

2.5 Cucurbitacinas

As cucurbitacinas sdo definidas como triterpenos tetraciclicos altamente
oxigenados, sendo constituido por um esqueleto cucurbitano 19 (10— 9 B)-abeo-10a-
lanost-5-eno (figura 4), que pode ser encontrado na forma livre ou glicosilado (DINAN,
HARMATHA; LAFONT, 2001). Tais compostos ndo podem ser considerados como
esteroidais, pois o grupamento metila localiza-se no carbono 9 e ndo no 10 (MIRO, 1995).
Essas substancias possuem relevante interesse devido a extensa gama de atividades
bioldgicas que exibem nas plantas e nos animais (TANNIN-SPITZ; BERGMAN;
GROSSMAN, 2007).

25



Figura 4: Estrutura quimica do cucurbitano

As cucurbitacinas B (figura 5) e E pertencem ao grupo de substancias secundarias
amargas formadas nas plantas da familia Cucurbitaceae. Os demais principios amargos
normalmente séo derivados das cucurbitacinas B e E, produzidos como um resultado de
processos metabdlicos que somente ocorrem durante o0s estadios mais tardios do
desenvolvimento da planta (SCHABORT; POTGIETER; DE VILLIERS, 1968). A
sintese das cucurbitacinas nas plantas ocorre a partir do acido mevalonico e através de
acles enzimaticas que ocorrem durante o desenvolvimento e a maturacdo das plantas
(METCALF; METCALF, 1992; MACEDO; GUEDES; GARCIA, 2007).

Figura 5: Estrutura quimica da cucurbitacina B

As cucurbitacinas sdo mais comumente associadas as espécies da familia
Cucurbitaceae, mas tém sido detectadas também em vérias outras familias botanicas,

como: Begoniaceae, Chrysobalanaceae, Cruciferae, Datiscaceae, Desfontaniaceae,
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Elaeocarpaceae, Flacourtiaceae, Lauraceae, Liliaceae, Polemoniaceae, Primulaceae,
Rosaceae, Rubiaceae, Saxifragaceae, Scrophulariaceae, Sterculiaceae e Thymelaeaceae
(DINAN; HARMATHA; LAFONT, 2001; VALENTE, 2004).

Essas substancias, conhecidas pelo seu amargor e toxicidade (CHEN et al., 2005),
sdo produzidas pelas plantas. Arazdo dessa producdo se deve ao fato das mesmas atuarem
sobre os insetos impondo barreiras a herbivoria. Esses compostos quimicos sao
conhecidos também como aleloquimicos, pois sdo substancias que transmitem mensagens
entre plantas e insetos. As cucurbitacinas sdo toxicas para a maioria dos insetos, porém
devido ao fenémeno de evolucdo, algumas espécies de besouros adultos do género
Diabrotica (Coleoptera: Chrysomelidae) utilizam as cucurbitacinas como estimulante de
alimentacdo (METCALF; METCALF, 1992; MACEDO; GUEDES; GARCIA, 2007).

2.6 Ocorréncia de Cucurbitacinas em demais espécies da familia Cucurbitaceae

Segundo Alghasham (2013), as raizes e os frutos da abdbora sdo os 6rgaos nos
guais as cucurbitacinas estdo em maiores quantidades, porém o0 seu artigo ndo aponta
especificamente 0 quanto de concentracdo existe nas diferentes partes das espécies
estudadas. As cucurbitacinas A e B foram detectadas nos frutos de Trichosanthes
cucumerina (DUAGMANO et al., 2012). A cucurbitacina B foi isolada nos frutos de
Cucurbita andreana e nas raizes de Wilbrandia ebracteata (taiuia), sendo que nas raizes
desta Ultima obteve-se rendimento de 0,002%. Nos frutos de Luffa operculata (buchinha)
foi encontrado o rendimento de 0,12% (LANG et al., 2012). Os glicosideos de
cucurbitacina foram encontrados também nos frutos de Citrullus colocynthis (pepino
amargo), com rendimento de 0,05% (AYYAD et al., 2012).

A cucurbitacina E e o seu glicosideo (elaterina) foram encontrados nos frutos de
Bacopa monnieri, Cucurbita andreana e Citrullus colocynthis (pepino amargo). A
cucurbitacina D (elatericina  A) em Trichosanthes Kirilowii (pepino chinés) e em
Cucurbita andreana. Diidrocucurbitacina B foi encontrada em Wilbraandia ebracteata
(taiuid), nas raizes, com rendimento de 0,04%, Trichosanthes Kirilowii (pepino chinés) e
Cayaponia tayuya (taiuid). A Cucurbitacina | e o seu glicosideo (elatericina B) foram

encontrados nas espécies Momordica balsamina L. (péra balsdmica), Cayaponia tayuya
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(taiuid), Cucurbita andreana e Citrullus colocynthis (pepino amargo). As cucurbitacinas
Q e R na Cayaponia tayuya (taiuia) (ALGHASHAM, 2013).

2.7) Farmacologia

O grande interesse nas cucurbitacinas estd relacionado principalmente a sua
toxicidade e ao seu amplo espectro de atividades biologicas e dentre elas destacam-se as
atividades citotoxica, antitumoral, anti-inflamatoria, fago-repelente, hepatoprotetora,
purgativa e antimicrobiana (VALENTE, 2004; KAYA; MELZIG, 2008).

Diversas espécies pertencentes a familia Cucurbitaceae tais como Citrullus
colocynthis (sementes), Ecballium elaterium (frutos), Bryonia (raizes) sdo utilizadas
tradicionalmente como purgativos, embora 0s seus usos venham diminuindo devido a
colocacdo no mercado de outros produtos farmacéuticos para esse fim. Isso € devido a
acdo toxica das cucurbitacinas, pois em alguns casos gera efeito catartico hidragogo
(BRUNETON, 1993).

Com o objetivo de melhorar o aproveitamento das sementes de abobora, Jang et
al. (2008) realizou o isolamento de substancias amargas (principalmente a cucurbitacina
E) as quais ndo foram vistas em si nas abdboras, mas biossintetizadas durante a
germinacdo das sementes. Nesse mesmo estudo, ensaios in vitro demonstraram que a
cucurbitacina E isolada e purificada ndo possuia apenas um efeito apoptotico nas células
cancerosas da prostata e do pulmdo, mas também uma atividade anti-inflamatéria por
inibir a acdo da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2), porém sem efeito na enzima COX-
1. As cucurbitacinas B, D e | também s8o relatadas por inibirem a COX-2
(JAYAPRAKASAM; SEERAM; NAIR, 2003).

As cucurbitacinas B e E possuem um efeito sobre a hepatite cronica, normalizando
0s niveis de proteinas hepaticas, estimulando as funcbes de imunidade celular e
aumentando a taxa de AMPc/GMPc no plasma de cobaias. Hu et al. (1982) relatou que
Cucumis melo, utilizado como medicamento na medicina tradicional chinesa, possui as

cucurbitacinas B e E, que auxiliam no combate contra a hepatite.
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Graziose et al. (2013) descreveu nove glicosideos de cucurbitacina que foram
isolados das partes aéreas de Datisca glomerata, planta da familia Datiscaceae, tendo
sido sete desses nove glicosideos descritos pela primeira vez. Nesse mesmo estudo todos

0s compostos demonstraram atividade antiplasmddica moderada in vitro.

Uma espécie empregada na medicina tradicional do Ird (Citrullus colocynthis) foi
investigada e concluiu-se que dois glicosideos de cucurbitacina apresentam notavel
atividade antioxidante. Estes compostos foram isolados através do extrato hidro-
metandlico dos frutos dessa espécie (DELAZAR et al., 2006).

O tubérculo de Trichosanthes kirilowii € a fonte de um medicamento tradicional
que exibe varios efeitos incluindo atividade antidiabética e anticAncer em varias células
tumorais (KIM et al., 2013). Nesse mesmo estudo foi relatado que a cucurbitacina D (Cuc
D) isolada de Trichosanthes kirilowii também induz apoptose em diversas células
cancerosas. Nesse estudo foi testado o efeito do extrato etandlico de Trichosanthes
kirilowii (TKE) ou Cuc D na supressdo do crescimento celular e inducdo da apoptose
através da inibicdo da atividade da STAT3, um fator de transcricdo oncogénico que €
observado em diversos tumores malignos que acometem humanos. STAT3 é um membro
da familia STAT que atua na transducdo do sinal e ativacdo da transcricdo, nas células
cancerosas dos seios. Foi observado que ambos TKE e Cuc D suprimiram a proliferacdo
e induziram apoptose e parada no ciclo celular na fase G2/M nas células cancerosas dos
seios (linhagem MDA-MB-231) pela inibicdo da fosforilagdo da STATS3.

Silva et al. (2015) descreveu um novo derivado semissintético da cucurbitacina B
(DACE) como um potente inibidor da proliferacdo de células cancerigenas do pulméo
(NSCLC). Nesses estudos in vitro sobre o DACE, este interrompeu o ciclo celular das
células epiteliais do pulmido bloqueando a divisdo celular na fase G2/M e induziu a
apoptose celular por interferir com a ativacdo do EGFR e sua sinalizagdo, incluindo AKT,
ERK e STAT3. De acordo com os resultados in vitro desse estudo, a aplicacdo
intraperitoneal de DACE suprimiu significativamente o crescimento das NSCLC de ratos
nos quais cresciam os pneumacitos alveolares do tipo 2.

Moléculas naturais estdo sob intensivos estudos devido ao potencial de atuar,
como principio ativo ou como adjuvante, em terapias contra desordens
neurodegenerativas como, por exemplo, a doenca de Parkinson (PD). Arel-Dubeau et al.

(2014) avaliou o potencial neuroprotetor da cucurbitacina E (Cuc E) extraida de
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Ecballium elaterium (Cucurbitaceae), utilizando um modelo de célula de PD. No
experimento  pOs-mitdtico as células neuronais foram tratadas com uma toxina
parkisoniana, 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) para provocar significante dano celular e
apoptose ou com a potente N,N-dietilditiocarbamato (DDC) para induzir a produgéo de
superdxido, e a Cuc E foi administrada previamente e durante o tratamento neurotoxico.
Foram medidas a morte celular e as espécies reativas de oxigénio para avaliar as
propriedades antioxidantes e antiapoptéticas da Cuc E. Estes dados, portanto, indicam
que a Cuc E diminui a morte neuronal em células modelo pos-mitdticas de PD. Nesse
experimento a cucurbitacina E foi extraida do suco do fruto de Ecballium elaterium, com
um rendimento de 52% da elaterina (glicosideo da cucurbitacina E). A pureza do
composto (98,24%) foi analisada por espectroscopia e CLAE (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia).

Toker et al. (2003), em sua pesquisa, objetivou aumentar o rendimento de
cucurbitacina B dessa espécie (Ecballium elaterium) através da técnica da cultura de
tecido. Esse mesmo autor menciona que o0 suco da fruta de Ecballium elaterium é

empregado para o tratamento da sinusite na medicina popular turca.

Em um estudo realizado por Duangmano et al. (2012) foi investigada a resposta
molecular da cucurbitacina B nas células cancerosas dos seios em humanos (linhagens
MCF-7 e MDA-MB-231). Os efeitos inibitorios sobre o crescimento na estrutura
morfoldégica dos microtlbulos e na polimerizagdo foram analisados usando técnica de
imunofluorescéncia e um kit de ensaio de polimerizacdo de tubulina, respectivamente.
Uma analise protebmica foi usada para identificar as proteinas alvo especificas,
envolvidas no tratamento pela cucurbitacina B. Como resultado desse estudo foi
observado que a cucurbitacina B exibiu fortes efeitos antiproliferativos contra as células
cancerosas dos seios de um modo dose-dependente. Foi demonstrado que a cucurbitacina
B altera o sistema citoesquelético das células cancerosas dos seios, induzindo rapidas

mudangas morfologicas e polimerizacdo imprépria do sistema de microtubulo.

Kaushik, Aeri e Mir (2015), em seu artigo de revisdo, relata que os triterpendides
presentes em frutos da espécie Momordica charantia sdo conhecidos por suas atividades
antidiabética e anticancer. A via do AMPK é descrita como sendo o provavel mecanismo

para o estimulo da translocacdo de GLUT4 por triterpendides de momordica, resultando
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no aumento da oxidacdo de acidos graxos, inibindo a sintese de lipideos e
consequentemente melhorando aacéo da insulina. Em outro estudo descrito por esse autor
foi mencionado que um analogo da 23,24-diidrocucurbitacina F da espécie Hintonia
latiflora possui acdo hipoglicEmica e antihiperglicémica devido ao seu envolvimento no
estimulo da liberagdo de insulina e na regulagdo do metabolismo do glicogénio hepatico.

Silva et al. (2011), em sua pesquisa, avaliou a qualidade fisico-quimica de farinha
de sementes de abdbora e concluiu que os componentes funcionais presentes nos residuos
subutilizados (dentre eles as sementes) pelas indUstrias tem favorecido pesquisas focadas
a melhoria da alimentagdo humana. Nesse mesmo artigo o autor menciona que as

sementes de abobora possuem cucurbitacina com acdo anti-helmintica.

2.8 Método QUEChERS

O método QUEChERS (sigla inglesa para rapido, facil, barato, efetivo, robusto e
seguro) objetiva a extracdo de substancias de matrizes complexas para analise. Baseia-se
na extracdo por acetonitrili e extracdo em fase sOlida dispersiva. Esse método,
desenvolvido por LEHOTAY et al. (2003), é um método simples e econdmico e foi
concebido inicialmente para a analise/determinacdo de residuos de pesticidas em frutos e

vegetais.

O procedimento envolve extracdo monofasica inicial daamostra com acetonitrila,
seguido pelo particionamento liquido-liquido formado pela adicdo de sulfato de magnésio
anidro e cloreto de sodio. A remocao de agua residual e a etapa de purificacdo (“clean
up”) sdo realizadas simultaneamente através de um procedimento rapido denominado de
extracdo em fase solida dispersiva, no qual sulfato de magnésio anidro e os sorventes PSA
e/ou C18 sdo misturados com 1 mL do extrato de acetonitrila obtido. A referida etapa de
purificacdo efetivamente remove diversos componentes polares como o0s acidos
organicos, certos pigmentos polares e acucares. O método multi-residuos QUEChERS é
uma abordagem simples e rapida, pois minimiza o nimero de etapas analiticas, utiliza
relativamente poucos reagentes e em pequenas quantidades e requer o uso de pouca
vidraria (LEHOTAY et al., 2003).

A escolha desse método em vez dos métodos classicos fitoquimicos se deve ao

fato do objetivo do presente trabalho ser a andlise apenas de uma classe de substancias
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(cucurbitacina). O método multiresiduos QUECHhERS possui as vantagens de ser um
método bem mais econdmico e rapido comparado com o método fitoquimico, que
envolve extracGes envolvendo o gasto de grande quantidades de solventes e de tempo.
Enquanto que pelo método QUEChERS a duracdo da extracdo é de cerca de 1 h, pelo
método classico essa duracdo pode ser até de dias (RODRIGUES; SOUZA FILHO;
FERREIRA, 2009; LEHOTAY, ANASTASSIADES; MAJORS, 2010).

Calculam-se reducdes de aproximadamente 95% do consumo de solventes (10
versus 535 mL para cada amostra) e 90% do tempo. Além disso, o0 método prova ser Util
em matrizes de origem vegetal e de possibilitar a recuperacdo das amostras apos as
analises, ja que estas ndo sdo degradadas (LEHOTAY, ANASTASSIADES, MAJORS,
2010).

3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

- Desenvolver, otimizar e validar um método para analise de cucurbitacina B em abdboras
por CLAE-UV/DAD.

3.2 Objetivos Especificos

- Obter as farinhas das cascas, polpas e sementes das trés espécies de aboboras mais
comuns no Brasil (C. moschata, C. maximae a hibrida Tetsukabuto), incluindo também
exemplares de sementes desenvolvidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), unidade Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, Sergipe. Avaliar a
qualidade do processo que envolve a obtencdo das farinhas sob o ponto de vista da

microbiota;

- Validar o método desenvolvido quanto aseletividade, linearidade, limites de deteccdo e

quantificagdo, precisdo e exatidao;

- Analisar a concentracdo de Cuc B nas amostras oriundas do comércio local e nas

sementes cedidas pela Embrapa através do método desenvolvido.
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4 Materiais e métodos

4.1 Descrigdo das amostras

Os materiais analisados neste estudo foram primeiramente as amostras de
aboboras das espécies Cucurbita maxima (nome popular: ab6bora moranga), C. moschata
(nome popular: abdbora sergipana) e do hibrido destas duas espécies, conhecida por
Tetsukabuto (nome popular: abdbora japonesa). Todas os frutos foram adquiridos no
comércio varejista do estado do Rio de Janeiro, e cada amostra coletada foi pesada em
balanca Filizola (modelo CS-15). A massa total das aboboras Tetsukabuto foi de 10,655
Kg (5 frutos). A de C. moschata foi 12,920 Kg (2 frutos) e a da C. maxima foi 7,703 Kg
(4 frutos). Foram separadas as cascas, polpas e sementes para a obtencdo das farinhas.

O segundo tipo de matéria-prima foram as sementes de abdbora cedidas pela
unidade Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizada em Aracaju, Sergipe. Estas sementes
possuem uma genética conhecida, isto €, possuem suas caracteristicas fenotipicas
correlacionadas ao gendtipo da planta. Foram avaliadas neste trabalho quatro amostras
diferentes de sementes. Os quatro tipos de sementes foram S1, com 200 sementes
(36,6325 g de farinha), S2 com 100 sementes (20,2643 g de farinha), S8 com 100
sementes (12,9468 g de farinha) e S-XD, com 50 sementes (8,8042 g de farinha).

4.2 Higienizacao

O preparo das matérias-primas foi realizado no setor de Engenharia da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, Unidade do Rio de Janeiro. Todas as amostras (Tetsukabuto,
C. maxima e C. moschata) foram higienizadas atraves da lavagem dos frutos em agua
corrente por trés vezes, no minimo, com o auxilio de uma esponja nova para remogao
fisica de sujidades em toda superficie externa de cada fruto.

Apos esta lavagem, para as amostras de abobora da espécie C. maxima foi
realizada a imersdo das mesmas em solucdo de hipoclorito de sédio 200 ppm por 30
minutos seguido de enxague com &gua destilada. Os frutos de C. moschata e de

Tetsukabuto ndo foram submetidos ao tratamento com hipoclorito de sédio 200 ppm.

4.3 Analise microbioldgica
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Para as amostras de aboboras das espécies C. maxima e C. moschata foram
realizadas analise microbiol6gica, com os seguintes procedimentos:
-Rinsagem dos frutos com agua peptonada antes e depois da higienizagéo;
-inoculagdo desta agua peptonada antes e depois da higienizacgao;
-contagem de coldnias bacterianas de espécimes aerobias mesodfilas e também acontagem
de fungos filamentosos e leveduras.

Nas amostras “depois da higienizagdo” também foram feitas andlises para a

deteccdo de Salmonella spp.

4.4 Métodos da andlise microbioldgica

A referéncia completa do método utilizado encontra-se no Compedium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods (2001).

4.4.1 Contagem Padrdo de Bactérias Aerdbias Mesofilas

A contagem total de bactérias aer6bias mesofilas em placas é o método mais
utilizado como indicador geral de populacGes bacterianas em alimentos. Esse método ndo
diferencia os tipos de bactérias. E utilizado para a obtencdo de informacdes gerais sobre
a qualidade dos produtos, praticas de manufatura, matérias primas utilizadas, condices

de processamento, manipulacdo e vida de prateleira.

4.4.2 Contagem de Fungos Filamentosos e Leveduras

Osbolores e leveduras constituem um grande grupo de microrganismos nos quais
a maioria € oriunda do solo ou do ar. As espécies de bolores sdo extremamente versateis,
pois a maioria é capaz de assimilar qualquer fonte de carbono derivada de alimentos. A
quantificacdo de bolores e leveduras em alimentos € realizada pelo método de contagem

padrdo em placas.

4.4.3 Deteccéo de Salmonella spp. emalimentos
A técnica tradicional de deteccdo de Salmonella em alimentos é um método
cultural cléssico para a observacdo da presenca/auséncia, desenvolvido com a finalidade

de garantir a deteccdo em diversas situacdes, incluindo as extremamente desfavoraveis.
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Esse pode ser 0 caso de alimentos com uma microbiota competidora muito maior do que
a populacdo de Salmonella e/ou nos alimentos em que as células de Salmonella sdo
encontradas em um numero bastante reduzido e/ou alimentos em que as células se
encontram injuriadas devido aos processos de preservacdo como aplicacdo de calor,
congelamento e secagem. Os procedimentos recomendados seguem basicamente quatro
etapas que podem ser aplicadas a qualquer tipo de alimento: 1) Pré-enriquecimento em
caldo ndo seletivo; 2) Enriquecimento em caldo seletivo; 3) Plaqueamento diferencial; 4)

Confirmacéo.

4.5 Obtencao das farinhas

O preparo das farinhas foi realizado no setor de Engenharia da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, unidade de Guaratiba, Rio de Janeiro. Neste local as
bancadas e utensilios utilizados sdo em aco inoxidavel. Todos os procedimentos para
separar as sementes, polpas e cascas foram realizados nessas bancadas. As abdboras,
depois de higienizadas, foram cortadas no sentido longitudinal (em fusos) e as cascas
foram retiradas dos frutos com o uso de um descascador caseiro comum. As sementes,
associadas a mucilagem da polpa, foram separadas e lavadas em agua corrente para a
remocdo da mucilagem. A polpa foi cortada utilizando um fatiador mecénico da JB Eletro
Junior (figura 6). Todas as fracGes de sementes, casca e polpa de abdbora foram entéo
submetidas ao processo de secagem. Foi utilizado, para isso, um secador de alimentos

com aeracdo (1500W) (figura 7) projetado e construido nesta Planta de Engenharia.

Figura 6: Fatiador mecanico
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Figura 7: Secador de alimentos

As fracbes das matérias-primas referentes as aboboras Tetsukabuto (casca, polpa
e sementes) foram desidratadas nesse secador de alimentos a uma temperatura média de
60+2°C por um periodo de 40 horas.

No caso das matérias-primas de C. maxima e C. moschata (casca, polpa e
sementes) a temperatura média do secador foi de 48+2°C por um periodo de 70 horas. A
diferenca nas temperaturas de secagem se deve ao periodo de tempo que as amostras
foram submetidas para a secagem. A temperatura ao longo da secagem das matérias-
primas foi verificada usando um termémetro digital calibrado (precisdo 0,1°C). Como as
sementes cedidas pela Embrapa ja vieram secas ndo foi necessaria a etapa de secagem
para essas sementes.

As amostras secas foram moidas em moinhos de facas e martelos para a obtencéo
dos 3 tipos de farinhas (sementes, polpa e casca). Nesta etapa todas as amostras moidas

passaram por peneiras de 0,8 mm.
4.6 Solventes, sorventes e padrdo utilizados
Solventes organicos:

- Acetonitrila grau LC-MS (J. T. Baker, Center Valley — EUA);
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- Metanol grau HPLC (Tedia, Fairfield — EUA);
- Acetato de etila grau pesticida (Tedia, Fairfield — EUA);

A 4gua ultrapura utilizada foi produzida a partir da utilizacdo do sistema de
purificacdo de &gua fabricado pela Millipore, composto pelos modulos Rios, Millipore
Advantage A10 e Milli-Q.

Sorventes utilizados para o “clean up™

- Sulfato de magnésio anidro com pureza de 99,5% (Sigma-Aldrich, St. Louis — EUA);
- Oxido de aluminio (Merck, Darmstadt — Alemanha);

- Bondesil-C18 (Agilent Technologies, EUA).

Padrdo:

O padrdo adquirido (figura 8) foi o hidrato de cucurbitacina B da Sigma-Aldrich
(Reino Unido) com 97% de pureza, de peso molecular 558,70 (base anidra) e formula
molecular C32Ha60s - XH20 (SIGMA-ALDRICH, 2016).

Figura 8: Padréo de Cuc B

4.7 Equipamentos

Todos os instrumentos de medicdo usados nas analises — termémetro digital,
pipetas automaticas e balancas —séo calibradas regularmente e certificadas por empresas
pertencentes a Rede Brasileira de Calibragao.

Para o procedimento de extracdo da cucurbitacina B foram utilizados:
- Balanca analitica Shimadzu, modelo AY 220 com precisdo de 0,1 mg (4 casas decimais);
- Balanca analitica Sartorius com precisdo de 0,01mg (5 casas decimais);

- Misturador vortex (Labnet Intenational Inc.) (Figura 9);
38



- Shaker (Marconi, modelo FVR-C9S);
- Centrifuga (Thermo Scientific, modelo 3L-R) (Figura 10);
- Micro-Centrifuga de bancada (Nova Instruments, modelo NI 1801) (Figura 11).

Figura 9: Misturador vortex

Figura 10: Centrifuga
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Figura 11: Micro-Centrifuga de bancada

4.8 Método de analise de cucurbitacina B

4.8.1 Extracao

O método de extracdo desenvolvido na presente pesquisa foi baseado no método
QUEChERS (LEHOTAY etal., 2003). O solvente escolhido para a etapa de extracdo foi
a acetonitrila pura. Para cada extracdo foram utilizados 10 mL da mistura de ACN/agua
(70:30) em cerca de 2 g de amostras de sementes, 6 g para as amostras de sementes em
pasta (respeitando dessa forma a proporcdo de 2:1) e cerca de 5 g para as amostras de
polpa e casca. Apos essa etapa foi procedida a homogeneizacdo das amostras através do
uso de um aparelho vortex durante 1 min, seguido de agitacdo por 1 h em um shaker.
Cada amostra entdo foi centrifugada a 5000 rpm por 15 min (figura 12).

4.8.2 Purificacao

Para a etapa de purificacdo, uma aliquota de 1 mL, de cada amostra, foi transferida
para um tubo de clean up contendo 150 mg de sulfato de magnésio, 50 mg de alumina e
50 mg de C18. Procedeu-se a homogeneizacdo das amostras através do uso do vortex por
1 min, seguido de centrifugacdo em microcentrifuga a 5000 rpm por 7 min.

Transfere-se para um vial uma aliquota purificada do sobrenadante para posterior
analise por CLAE. Cadaamostra foi evaporada a secura sob nitrogénio e ressuspensa com

a mistura de solvente ACN/agua na proporcao 30:70 (figura 13).
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Pesagem da amostra

Extracdo com 10 mL ACN/H,0
(70:30)

Homogeneizagdo (vortex por 1 min)

Homogeneizag¢do (shaker por 1 min)

Centrifugagdo
(5000 rpm por 15 min)

Figura 12: Fluxograma do Método de extracdo implantado

Clean up da aliquota de 1 mL da
amostra

Homogeneizagdo (vortex por 1
min)

Homogeneizagdo (microcentrifuga
a 5000 rpm por 7 min)

Transferéncia dealiquota de 1 mL
paraumvial

Evaporagdodosolvente a secura
sob N,

Ressuspensaocoma mistura de
solventes ACN/H,0 (30:70)

Figura 13: Fluxograma do Método de purificacdo implantado
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4.8.3 Sistema cromatografico

As andlises cromatograficas foram realizadas em equipamento de CLAE da
Shimadzu com detector de arranjo de diodos (figura 14). Este sistema consiste de uma
bomba binaria modelo LC-20AT, degaseificador modelo DGU-20A5, forno de coluna
modelo CTO-20A, detector de ultravioleta com arranjo de diodos (UV/DAD) modelo
SPD-M20A e software LC Solution para quantificacdo e tratamento dos dados

experimentais.

Figura 14: Equipamento de CLAE utilizado para as analises

4.8.4 Parametros cromatogréaficos

Foi utilizada uma coluna Kinetex de fase reversa C18, fabricada pela
Phenomenex, com dimensdes de 2,1x5 cm e particulas de 2,6 micras. A separacdo foi
realizada em modo isocratico e a fase mdvel foi constituida por acetonitrila/agua (34:66)
e 0 fluxo foi de 0,2 mL/min; a temperatura do forno do sistema CLAE foi de 50°C. A
deteccdo foi efetuada por um detector de Ultra-violeta com Arranjo de Diodos e o
comprimento de onda de detecgdo utilizado foi de 230 nm. O volume de injecédo das
amostras foi de 7 pL.

O tempo total das corridas cromatograficas foi de 30 min para cada amostra e a
quantificacdo realizada pelo parametro de areas de picos. A temperatura ambiente do

laboratério foi mantida entre 20 e 24°C.

4.8.5 Célculo da concentracdo de cucurbitacina B nas amostras

Apos a extracdo, purificacdo e andlise por cromatografia liquida, a concentracdo
de cucurbitacina B foi calculada considerando a area do pico que elui no mesmo tempo
de retencdo que o padrdo. Assim, a concentracdo final (Crinal) € calculada através da

seguinte formula:
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Area—b 1
Ctinal (x) = T a X Fgy x m

Onde “b” é o coeficiente linear, “a” ¢é o coeficiente angular, “m” € a massa daamostra em

gramas.

O fator de diluicdo € calculado através da seguinte relacéo:

Vsolv ad
4

Fyy =
aliquota

Onde “Vsolv ad” € 0 Volume da mistura de solventes adicionado para extracdo e ‘“Valiquota”

é 0 volume de aliquota coletado para o “clean up”.

4.9 Preparo das solucdes analiticas

Foi preparada, a partir do padrdo de cucurbitacina B, uma solugdo mée de
concentragdo de cerca de 700 pg/mL em acetonitrila e a partir desta foi feita uma solucéo
estoque. Ambas as solugdes foram armazenadas em frascos ambar, identificadas e
estocadas na geladeira (0 a 4°C) até o momento de suas utilizagBes. As curvas de

calibracdo para a cucurbitacina B foram lineares de 0,15 a 100,88 pg/mL.

5 Validacdo do método analitico

Para a validagdo do método os pardmetros avaliados foram: seletividade,
linearidade da faixa de trabalho, precisdo, exatiddo e limite de deteccdo e quantificacao.
Os ensaios foram realizados conforme a Orientagdo sobre Validacdo de Métodos
Analiticos (INMETRO, 2011) e da SANTE (2015).

5.1 Seletividade

E definida como a capacidade de um método mensurar exatamente uma substancia

na presenca de outros componentes da matriz.
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A seletividade ¢ verificada pela andlise comparativa dos resultados positivos
obtidos com amostras fortificadas com o padrdo de cucurbitacina B e 0s resultados

obtidos do branco da amostra e dos reagentes.

5.2 Linearidade

A linearidade é definida pela capacidade de uma metodologia analitica demonstrar
que os resultados obtidos séo diretamente proporcionais & concentragdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo (faixa de trabalho) previamente determinado. Em geral,
s80 necessarios no minimo cinco niveis de concentracdo para a constru¢cdo da curva
analitica.

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos
ensaios em funcdo da concentracdo do analito e verificada pela equacdo da regressao
linear e o coeficiente de determinacdo (R?). A verificagdo de auséncia de valores
discrepantes pode ser realizada pelo teste de Cochran (verificacdo da homocedasticidade,
ou seja, a homogeneidade da variancia dos residuos). Os valores de Cochran sdo
calculados pela razio da variancia maxima (S? maxima) pelo somatdrio das

variancias (X 5?) dos valores das areas que compdem as curvas:

2
max

2 8?

Cochran =

A faixa de trabalho de um método em estudo compreende o intervalo de
concentragdes do analito utilizado na constru¢do da curva de calibragdo sendo que esta
deve, obrigatoriamente, apresentar linearidade. Isto representa a faixa de concentracdo da

curva analitica.

5.3 Ensaios de recuperacao (exatidao)

A exatiddo é definida como sendo a proximidade dos resultados obtidos pelo
método analitico em estudo em relagio ao valor verdadeiro. E procedida com anélises de
amostras pelo método de adicdo padrdo, onde quantidades conhecidas do padrdo de
referéncia sdo adicionadas as matrizes.

A exatiddo, portanto € determinada através da porcentagem de recuperacdo (%
rec) da quantidade conhecida de analito adicionada a amostra. E expressa pela razio da
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concentracdo determinada experimentalmente (Cexp) € a concentracdo tedrica (Cteo)
correspondente, multiplicada por 100. De acordo com as diretrizes da Comunidade
Européia expressas na SANTE (2015), o percentual de recuperacdo aceitavel deve estar
na faixa entre 70-120%.

c

-2 %100

teo

% rec =

Onde “Cexp” € a concentragdo determinada experimentalmente e “Cteo” € a

concentracdo tedrica adicionada.

5.4 Precisao (repetibilidade)

A precisdo pode ser definida como sendo a avaliagio da proximidade dos
resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla da mesma
amostra. O tipo de precisdo que foi considerado no presente trabalho foi a precisdo intra-
corrida (repetibilidade), que € a concordancia entre os resultados dentro de um curto
intervalo de tempo com o mesmo analista e a mesma instrumentagéo.

A precisdo do presente método analitico proposto é expressa como o coeficiente

de variagcdo (CV) das medidas realizadas de acordo com a formula:
cv=> x 100
X

Onde “s” é o desvio padrdo e “X” a concentragdo media determinada. O valor maximo

aceitavel parao CV é de até 20%.

5.5 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os LD e LQ podem ser definidos como as menores concentracbes do analito que
se pode, respectivamente, detectar e quantificar. Podem ser determinados levando-se em
conta a relacdo da razdo sinallruido. O sinal produzido em forma de pico em resposta a
injecdo de concentracdes conhecidas de cucurbitacina B deve ser da razdo de 3:1 para o
LD e de 10:1 para o LQ em relacdo ao ruido produzido da linha base do sistema
cromatografico. Uma alternativa a este procedimento € calcular o LD e o LQ da seguinte

forma;
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66 9

Onde “s” ¢ o desvio padrido e “a” o coeficiente angular da curva.

6 Resultados e discussao

6.1 Avaliacdo da qualidade microbioldgica

Para efeito de processamento e obtencdo de produtos que podem vir a ser
utilizados como alimentos, é imprescindivel que se conheca a qualidade microbiolégica
desses produtos in natura. Assim, para as amostras de abdboras das espécies de C.
maximae C. moschata, foram feitas analises microbioldgicas, como descritas na secédo de

Materiais e Métodos. Os resultados obtidos sdo apresentados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Resultado da andlise microbiologica da Cucurbita maxima antes e depois da

higienizacédo
Cucurbita maxima
Analises Antes da higienizacao Depois da higienizacdo
Contagem padréo de
- . . 7,5x 103 7,5x 103
Bactérias aerobias mesofilas
(UFClg)
Contagem de fungos <1,0 x 10%(estimado) <1,0 x 101 (estimado)

filamentosos e leveduras
(UFC/g)

Tabela 2: Resultado da analise microbiologica da Cucurbita moschata antes e depois da
higienizagéo

Cucurbita moschata

Anélises Antes da higienizacao Depois da higienizagdo
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Contagem padrao de

4 3
Bactérias aerdbias mesofilas 8,8 x 10 2,8x10
(UFC/g)
Contagem de fungos 8,0 x 102 (estimado) 1,0 x 102 (estimado)

filamentosos e leveduras
(UFC/g)

Todas as bactérias patogénicas de origem alimentar sdo mesoéfilas, e um alta
concentracdo de mesofilos significa que houve condicdes para gue esses microrganismos
se multiplicassem. A deterioracdo de alimentos pode ser ocasionada pelo crescimento
desses microrganismos. A maioria apresenta niveis com valores de 108 UFC/g de alime nto
e alimentos fermentados apresentam populagdo microbiana de aproximadamente 108
UFC/g sem, no entanto, serem considerados deteriorados e improprios para 0 consumo
(FRANCO, 2008).

De acordo com a tabelas 1 e 2 se pode observar que a etapa de higienizacédo
diminuiu a carga microbiana das amostras embora ndo tendo ocorrido uma diferenga
importante. Isso, portanto, indica que as amostras de abdboras ja se encontravam
razoavelmente limpas e a lavagem e a imersdo com solucdo de hipoclorito, sendo esta
ultima etapa realizada apenas com as amostras da espécie C. maxima, ndo alterou
significativamente o nivel dos microrganismos avaliados. Todas as amostras se
encontram aptas para 0 consumo, dentro das recomendacfes aceitaveis, uma vez que o
nivel de microrganismos permitidos para alimentos é da ordem de 1068 UFC/g
(FRANCO, 2008). Houve auséncia de Salmonella spp. nas aboboras analisadas, o que
esta de acordo com a legislacéo.

6.2 Obtencdo das farinhas das abdboras

Todas as farinhas de polpa e casca apresentam odor caracteristico. Em geral as
farinhas das amostras possuem a coloracdo amarelo-alaranjada com excecdo para as
sementes (coloracdo clara) e casca (coloracdo esverdeada) das farinhas da abdbora
Tetsukabuto. As massas das farinhas obtidas sdo apresentadas na tabela 3. As fotos das

farinhas obtidas sdo apresentadas nas figuras 15, 16 e 17.
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Tabela 3: Massas das farinhas obtidas das cascas, polpa e sementes das abdboras

Amostras Peso in natura Massa seca das farinhas
(Kg) Semente (g) Casca (9) Polpa (9)
Hibrido Tetsukabuto 10,655 75,4 490,1 1202,3
Cucurbita moschata 12,920 1743 166,1 1340,1
Cucurbita maxima 7,703 180,6 72,8 230,0
Sementes N° de Massa seca das
sementes farinhas das sementes
(9) (Embrapa-SE)
S1 200 36,6325
S2 100 20,2643
S8 100 12,9468
XD-S 50 8,8042

Figura 17: Farinha das cascas, polpas e sementes da abdbora C. maxima
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6.3 Desenvolvimento do método analitico

6.3.1 Determinacdo do metodo de extracéo

Foram testados diversos solventes para a extracdo (acetato de etila, metanol e
acetonitrila pura) sendo o que apresentou melhores resultados para a visualizagdo do pico
do analito sem muitas interferéncias foi a mistura de ACN/agua (70:30). Durante 0S
primeiros experimentos foi adotada a adicdo de sais de sulfato de magnésio e de cloreto
de sodio apds a adicdo do solvente de extracdo na amostra seguindo o0s principios do
método QUEChERS (LEHOTAY et al., 2003), pois objetivava-se 0 particioname nto
liquido- liquido formado pela adicdo desses sais. Ao longo da evolucdo das praticas essa
etapa deixou de ser empregada pelo fato de se tornar muito dificil a coleta de aliquota
para as etapas posteriores do preparo das amostras, pois esses sais retiam quase todo o
sobrenadante. Portanto o método de extracdo implementado foi inspirado no método
QUEChERS mas ndo segue a risca todos os principios do mesmo.

Para a etapa de purificacdo (“clean up”) foi empregada a mistura dos sais de
sulfato de magnésio, C18 e alumina. Esses sais foram escolhidos em ensaios especificos
no comeco do estudo. A etapa de purificacdo remove efetivamente diversos coextrativos
do extrato organico como componentes polares oriundos da matriz, os acidos organicos,
certos pigmentos polares e aclcares (LEHOTAY et al., 2003). Esta técnica de purificacdo
é prética e eficiente na limpeza de extratos de diferentes amostras complexas de origem
vegetal ou animal (CABRERA et al., 2012).

Apos a transferéncia da aliquota purificada ao vial para a andlise por CLAE foi
decidido evaporar aamostra a secura sob nitrogénio (N2) e ressuspender quase na mesma
propor¢do (um pouco mais fraco, pois apresenta menor propor¢do do componente
organico) do solvente utilizado como fase movel a fim de impedir o aparecimento de

bandas que possam interferir na visualizagdo do cromatograma.

6.3.2 Definicdo dos parametros cromatograficos

A coluna cromatografica utilizada possui um diametro de 2,1 mm, com particulas
da fase estacionaria de 2,6 um. Estas particulas sdo homogéneas com tamanho e forma
bem regulares e, portanto, permitem que o processo cromatografico se desenvolva devido
a grande &rea superficial das particulas e melhor compactacdo da fase. Essa coluna é de

U-HPLC e, por possuir um menor diametro, proporciona uma maior resolucdo em
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comparacdo com as colunas convencionais de HPLC. O uso de particulas menores que
permite melhor resolucdo poderia implicar em um aumento de pressdo. Contudo isso ndo
ocorre ja que as colunas empregadas possuem um comprimento menor (100 mm) que as
de HPLC mais comuns.

O fluxo e o volume de injecdo foram ajustados para 0,2 mL/min e 7 plL,
respectivamente. Um volume de injecdo0 menor evita a saturagdo da fase estacionaria e a
sobrecarga da coluna cromatografica. A pressdo do sistema cromatografico, a qual é
medida na cabeca da coluna, permaneceu em torno de 1800 psi. A temperatura do forno
inicialmente ajustada em 40°C, foi alterada para 50°C, pois quanto maior a temperatura
aplicada menor sera a pressao devido a reducdo da viscosidade da fase movel. Contudo,
uma temperatura alta demais pode ser prejudicial para o sistema e provocar alteraces nas
amostras.

O comprimento de onda selecionado para o método foi de 230 nm. A escolha
desse comprimento de onda foi baseada no fato deste promover avisualizacdo do pico de
cucurbitacina  sem a presenca de bandas interferentes que poderiam dificultar a
observacdo do analito (KREPSKY et al., 2009; CAO et al., 2012; HORIE et al., 2007;
KAYA; MELZIG, 2008; SEGER et al., 2004). Para o ajuste da fase mével (FM) foram
realizados experimentos com diferentes propor¢des com o objetivo de se obter um tempo
de retencdo (tr) do analito adequado, isto €, pelo menos duas vezes superior ao fator de
capacidade (k). Isto significa que otempo de retencdo do analito, a cucurbitacina B, deve
ser de pelo menos duas vezes o volume morto do sistema.

Uma andlise de cucurbitacina B no sistema CLAE/UV utilizando a FM na
proporcédo de 38:62 (acetonitrila/dgua) gerou um pico com tr de cerca de 2,9 min com um

formato ndo simétrico, como é mostrado na figura 18.
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1230nm,4nm (1.00)

Figura 18: Cromatograma com a FM 38:62 ACN:agua e padrdo de Cuc B com
concentragdo de 30,264 pg/mL

Outra analise de cucurbitacina B no sistema CLAE/UV utilizando a FM na
propor¢édo de 30:70 (acetonitrila/dgua) gerou um pico com tr de cerca de 8,0 min com um

formato ndo simétrico, em forma de “banco” e dividido mostrado na Figura 19.

mAU
1230nm,4nm (1.00)
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b Cuc B

) ~
0 AR

‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘
0.0 2.5 5.0 7.5 min

Figura 19: Cromatograma com a FM 30:70 ACN:agua e padrdo de Cuc B com

concentragdo de 30,264 pg/mL
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Como foi observado um “split” do pico e um tempo de retengdo por volta de 8

min. Isto ndo foi considerado aceitdvel para esta andlise sendo necessario, portanto,

alguns ajustes. Desta forma, a polaridade da FM foi alterada para torna-la mais “forte” (>

% organico) para diminuir a retencdo do analito. Além disso, o solvente de dissolu¢do da

amostra ap0s o clean up foi trocado para deixd-lo mais “fraco” que a propria FM,

evitando distor¢cbes no formato. Foi escolhida, portanto, como FM ideal a proporgéo de

34:66 (acetonitrila/agua), pois resultou em um pico com tr de cerca de 4,8 min com um

formato simétrico e com um tempo de retencdo do analito adequado (figura 20). O

solvente da amostra (30:70) é mais fraco, ou seja, menor proporcdo do componente

organico, do que a FM. O uso desta proporgdo na mistura para solubilizar os extratos das

amostras e padrdes, permitiu a obtencdo de picos simétricos e bem definidos.

mAU
1230nm,4nm (1.00)
507, / Cuc B
25-
o
7‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘
0.0 2.5 5.0 7.5 min

Figura 20: Cromatograma com a FM 34:66 ACN:agua e padrdo de Cuc B com

concentragdo de 30,264 pg/mL
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6.4 Validacdo do método de cucurbitacina B

6.4.1 Seletividade

A matriz da amostra pode conter interferentes nas respostas das medicdes. Tais
respostas podem aumentar ou reduzir o sinal, sendo que a magnitude do efeito também
pode depender da concentracdo. A seletividade foi verificada pela anélise comparativa
dos resultados positivos obtidos com amostras fortificadas com o padrdo de cucurbitacina
B e os resultados obtidos do branco da amostra e dos reagentes.

A figura 22 mostra o cromatograma parcial do extrato de semente da abdbora
Tetsukabuto fortificado obtido no sistema CLAE-UV/DAD. O pico de Cuc B elui sem
problemas e apresenta simetria no tempo de retencdo de 4,9 min. Vale ressaltar que ndo
foi detectada a presenca de cucurbitacinas nas sementes das aboOboras Tetsukabuto
quando estas ndo eram fortificadas (figura 21). Nas figuras 23 e 24 estdo expostos,

respectivamente, os cromatogramas total e parcial do branco de reagentes.
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Figura 21: Cromatograma total do branco da amostra (extrato de sementes da
Tetsukabuto)
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Figura 22: Cromatograma parcial do Extrato de semente (Tetsukabuto)
fortificada com 50 pL da solugdo mée (756,60 pg/mL)
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Figura 23: Cromatograma total do Branco de reagente
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Figura 24: Cromatograma parcial do Branco de reagente (escala aumentada)

Visualizando os cromatogramas das figuras 21 e 24, observa-se com clareza que
ndo existem interferéncias da matriz e a presenca de pico na regido onde elui a
cucurbitacina B, isto é, no tempo de retencdo de cerca de 5 min.

Cabe também mencionar que o comprimento de onda no UV selecionado foi de
230 nm, comprimento este especifico para a Cuc B. O solvente de extracdo utilizado foi
a mistura ACN/agua (70:30). Foi realizado o mesmo procedimento do tratamento das
amostras para a analise por CLAE. Apoés a etapa de “clean up” o solvente de extracdo foi
evaporado sob N2 e a amostra foi ressuspensa na mistura ACN/agua na propor¢do de
30:70.

Os cromatogramas dos brancos da amostra e dos reagentes ndo demonstraram
nenhuma resposta no tempo de retencdo de cerca de 5 min, tempo este do Cuc B. Pode-
se concluir que ndo ha interferéncia das amostras nesta regido do cromatograma

evidenciando a seletividade do método nessas condicOes.

6.4.2 Linearidade

As faixas de trabalho das curvas analiticas construidas consideraram dados da
literatura e também a sensibilidade do equipamento utilizado.

Os trabalhos consultados empregaram concentraces relativamente altas para as
suas faixas de trabalho: 4,00 a 240 pg/mL (KREPSKY et al., 2009); 15,7 a 250 pg/mL
(KAYA; MELZIG, 2008). Contudo, para a presente pesquisa foram utilizadas
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concentragdes menores devido a boa sensibilidade do sistema cromatografico usado.
Deve ser ressaltado o fato de se ter tido dificuldades com a quantidade de padrdo de
cucurbitacina B disponivel para o desenvolvimento do presente estudo. Este padrdo é
caro, importado e de dificil obtencgdo.

Como descrito no item 4.9, para a construcdo das curvas analiticas, foram
preparadas solugdes mde de concentracGes de cerca de 700 pg/mL em acetonitrila e a
partir destas foram feitas solugcbes estoque. Todas as solugOes foram armazenadas em
frascos ambar, identificadas e estocadas na geladeira (0 a 4°C) até 0 momento de suas
utilizagdes.

Foram construidas mais de 30 curvas analiticas com cucurbitacina B usando
diferentes faixas de concentracdo. As curvas de calibracdo de CucB demonstraram
possuir linearidade em diferentes faixas de trabalho estudadas, abrangendo de 0,15 a
100,88 pg/mL. Dentro desse intervalo de linearidade foram construidas curvas para os
calculos das concentracdes e recuperacdes. Tais curvas abrangeram de 2,269 a 41,613
pg/mL e de 0,154 a 17,278 pg/mL.

A linearidade dessas curvas foi verificada pelas equacdes de regressdo linear e
pelos coeficientes de determinacdo (R?), encontrada através do método dos minimos
quadrados utilizando o programa Excel da Microsoft Office 2007. Todas as curvas
utilizadas apresentaram o R? acima do recomendado (0,95).

Paraa verificacdo de auséncia de valores discrepantes foi realizada através do teste
de Cochran que comprova a homocedasticidade, ou seja, a homogeneidade da varidncia
dos residuos. Os valores de Cochran foram calculados pela razdo da variancia maxima
pelo somatorio das variancias dos valores das areas que compdem as curvas. Os valores
calculados foram comparados com os valores criticos para esse teste no nivel de
significancia de 5% (Anexo 1).

Para as curvas serem validadas por este teste as mesmas devem, portanto,
apresentar o valor calculado menor que o valor tabelado do respectivo ne k. O nsignifica
o n° de repeticdes, ou seja, o n° de medidas em cada nivel do fator (n° de curvas
empregadas para o célculo). O k significa o n° de niveis (n° de concentracdes que
compdem cada curva de calibragdo).

Todas as curvas utilizadas para os calculos de concentracdo e recuperacdo de

cucurbitacina B foram validadas por esse método e sdo mostradas nas figuras 25 a 29.

56



1800000,0 -
1 -

600000,0 y = 36565x -35844
1400000,0 - . R =0,9872
1200000,0 - 4 Curvas
1000000,0 -

L 2 & Sériel

800000,0 - —— Linear (Sériel)

600000,0 - 'S

Cochranteor.:

400000,0 A 0,593

200000,0 -

Cochran calc. :
0,0 Q T T T T 1 0,446
0,0000 10,0000 20,0000 30,0000 40,0000 50,0000

Figura 25: Curva analitica 1, utilizada para o célculo do ensaio de recuperacdo das
sementes da abdbora japonesa fortificadas com 100 pL de solugdo mae
(756,60 pg/mL). Nivel 1 de fortificacdo (37,83 pg/g).
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Figura 26: Curva analitica 2, utilizada para o céalculo do ensaio de recuperacdo das
sementes da abobora japonesa fortificadas com 50 L de solugdo mae
(756,60 pg/mL). Nivel 2 de fortificacdo (25,22 g/g)
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Figura 27: Curva analitica 3, utilizada para o célculo da concentracdo de

cucurbitacina B das sementes de abGbora em pasta com a genética

conhecida
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Figura 28: Curva analitica 4, utilizada para o célculo da concentracdo de
cucurbitacina B das sementes moidas de abdbora com a genética

conhecida
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Figura 29: Curva analitica 5, utilizada para o célculo da concentracdo de

cucurbitacina B das sementes, polpas e cascas das C. maxima e C. moschata

6.4.3 Ensaios das recuperagdes e da repetibilidade

Foram realizados ensaios de recuperacdo do padréo de cucurbitacina B para dois
niveis de fortificacdo para as sementes e um nivel para a polpa. Para os ensaios de
recuperacdo foram escolhidas como amostra as sementes de abobora japonesa
(Tetsukabuto), pois € um hibrido resultante do cruzamento da Cucurbita maximacom a
Cucurbita moschata. As aboboras japonesas, portanto, possuem caracteristicas de ambas
as espécies. Esses ensaios sdo importantes para se avaliar o efeito da matriz. Substancias
inerentes da matriz podem prejudicar na avaliacdo da presenca do analito de interesse.

Como descrito na secdo de materiais e métodos as recuperacdes sao determinadas
através do calculo da porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida de analito
adicionada & amostra. E expressa pela razio da concentracio determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, multiplicada por 100.

N&o foi possivel obter arecuperacdo adequada para as cascas, pois 0s seus valores
percentuais de recuperacdo oscilavam muito (de 84,70 a 226,7%). Essa analise foi
realizada em triplicata. Portanto, ndo é preconizado o uso do método proposto para a
analise das cascas.

As recuperacdes obtidas (tabelas 4 e 5) se encontram na faixa percentual de 70-
120%, de acordo com as diretrizes da SANTE (2015).

59



Tabela 4: Percentual das recuperacOes das Farinhas de sementes do hibrido Tetsukabuto

Equacdo da curva Area do pico Percentagem de recuperacgao

Nivel de fortificacdo de 37,83 /g

178.456,3 77,46%

y = 36565x — 35844 180.136,7 78,07%

176.433,9 76,73%
Nivel de fortificacdo de 25,22 /g

116.274,5 75,40%

y = 42560x — 5121,8 114.967,6 74,59%

118.834,4 76,99%

Tabela 5: Percentual das recuperacdes das Farinhas da polpa do hibrido Tetsukabuto

Equacdo da curva Area do pico Percentagem de recuperacgao
Nivel de fortificacdo de 5,18 /g
30021,2 89,61%
31396,2 94,12%
y = 38178x + 2740,4
31381,6 94,08%
28422,8 84,36%

O critério da escolha de diferentes curvas para cada nivel de fortificacdo foi feito
de acordo com a proximidade das datas dos experimentos de fortificacdo com as curvas
de calibracdo construidas.

O nivel de precisdo considerado € relacionado a repetibilidade. Esse é analisado
entre uma corrida e outra. Porisso é chamado também de precisdo intracorrida. A precisao
foi determinada em dois niveis de adicdo do padrdo de cucurbitacina B para as sementes
e em um nivel para a polpa. Para as sementes, em cada nivel, foram realizados ensaios
em triplicata. Para a polpa foram realizados quatro ensaios para um nivel de adicdo de

padrdo. Os resultados encontram-se na tabela 6.
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Tabela 6: Coeficientes de Variagdo dos percentuais das recuperacOes das Farinhas de

sementes e polpas do hibrido Tetsukabuto

Nivel de fortificacdo Média da Desvio Padrao (s) Coeficiente de
recuperacéo Variacéo
X) (CV)
Sementes
37,83 w/g 77,42 % 0,67 0,86 %
25,22 /g 75,66 % 1,22 1,61 %
Polpa
5,18 /g 90,54 % 4,63 512 %

E observado que os valores de coeficientes de variacdo encontram-se bem abaixo
do valor méximo aceitavel, que é de 20% (SANTE, 2015). Portanto o método proposto
possui uma boa repetibilidade. Cerca de um més ap0s a realizacdo desses experime ntos
foi feito mais uma recuperacdo para a semente (nivel de fortificacdo de 1,72 pg/g). O

resultado percentual foi de 77 % o que assegura a confiabilidade do método.

6.4.4 Determinagdo dos LD e LQ

Os limites de deteccgéo e de quantificacdo de métodos analiticos para investigacdo
de uma determinada substancia sdo fundamentais para o estabelecimento da capacidade
analitica na avaliacdo qualitativa e quantitativa de amostras.

Os limites de deteccdo e de quantificagdo de um método sdo as menores
concentragbes do analito de interesse que € possivel detectar e quantificar,
respectivamente pelo sistema CLAE empregado. Na presente pesquisa 0s LD e LQ foram
calculados através da relacdo matematica LD = 3s/a e LQ = 10s/a onde “s” ¢é o desvio

calculado a partir do primeiro nivel da curva analitica utilizada e “a” é o coeficiente

angular da equacdo da reta dessa mesma curva para a determinagdo desse limite.
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Considerando as cinco curvas analiticas utilizadas para os ensaios analiticos do
trabalho e o ponto de menor de concentracdo que € de 0,154 pg/mL, os limites de deteccédo
e quantificacdo instrumentais calculados foram de 0,120 e 0,397 pg/mL, respectivamente.

Para calcular os limites do método é preciso considerar toda a analise, extracdo e
“clean up”. Assim, a partir dos limites instrumentais encontrados, é preciso calcular o0s
valores que correspondam aos limites na matriz avaliada. Paraisso devem-se aplicar estes
valores na férmula do célculo de concentracdo de cucurbitacina para obtengdo do LQ do
método. Assim, o limite de deteccdo do método foi de 0,602 pg/g e o de quantificacdo foi
de 1,985 pg/g de amostra.

Os quadros 1, 2 e 3 que se seguem apresentam o resumo de todos os resultados

relativos & validacao.

Quadro 1: Valores das curvas analiticas

Cuc
B
Curvas 1 2 3 4 5
R? 0,9872 0,9978 0,9864 0,9989 0,9966
Equacéo y =36565x | y=42560x |y =43640x | y=40144x | y = 38178x
— 35844 -5121,8 —6561,5 —2768,8 +2740,4
Coeficiente 36565 42560 43640 40144 38178
angular (a)
Coeficiente 35844 5121,8 6561,5 2768,8 2740,4
linear (b)
Faixa de 2,269 a 0,691 a 0,691 a 0,154 a 0,154 a
trabalho 41,613 24,189 17,278 5,529 17,278
(lg/mL)
Cochran 0,593 0,532 0,684 0,616 0,438
tedrico
Cochran 0,446 0,489 0,586 0,608 0,364
calculado
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Quadro 2: Valores percentuais das recuperagdes e seus respectivos

coeficientes de variagcao

Percentagem de recuperacgao Coeficiente de Variagéo (CV)
77,46%
78,07% 0,86%
76,73%
75,40%
74,59% 1,61%
76,99%
89,61%
94,12%
94,08% 5,12 %
84,36%

Quadro 3: Limites do método

Limites do método Limite de deteccéo Limite de quantificacéo
Instrumentais (pg/mL) 0,120 0,397
Na matriz avaliada (pg/g) 0,602 1,985

6.5 Avaliacdo das amostras

As sementes das abdboras desenvolvidas pela Embrapa avaliadas possuem uma
genética conhecida. Isto quer dizer, na verdade, que suas caracteristicas fenotipicas sdo
conhecidas e associadas ao seu genotipo. Isto é importante, pois é de conhecimento que

a producdo de cucurbitacinas esta associada aos genes da planta.
6.6 Resultados das concentraces de Cuc B das sementes da Embrapa

Com o método proposto e validado do presente trabalho foram determinadas as
concentragcdes de Cuc B nas amostras de sementes de abobora que possuem asua genética

conhecida, cedidas pela unidade Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, Sergipe. Os
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resultados obtidos das analises de Cuc B para a farinha das sementes estdo nas tabelas 7
e8.

No momento das analises, foi observado que as amostras ndo se apresentavam
totalmente homogéneas, com a formacdo de pequenos grumos. Para contornar este
problema, as amostras foram pré-tratadas, isto é, foram feitas pastas com adi¢do de agua
na proporcdo de 2:1. Dessa forma as amostras ficaram homogéneas o suficiente para a 0s
procedimentos de extracdo e andlise. Essa solucdo foi sugerida pelos membros do
Laboratorio de Residuos e Contaminantes, pois esse artificio € bastante utilizado em
amostras de sementes de diversas espécies e plantas.

Os valores encontrados para as pastas correspondem a massa de 2 g de sementes
para cada amostra. Para essas pastas foram pesadas, para cada amostra, cerca de 6 g

levando em consideracdo o conteudo de umidade adicionado.

Tabela 7: Concentracdo de Cuc B das sementes em pasta da Embrapa

Sementes Concentracdo de Cuc B
(Pasta) (vg/g de semente)
S1 3,206
S2 6,006
S8 7,081
S-XD 6,314

Foi decidido, para fins de comparacdo dos resultados, repetir a analise das
amostras dessas sementes sem a conversdo das mesmas em pasta. Assim, uma nova
analise, usando apenas a farinha moida das sementes foi efetuada. Os resultados dessa

analise se encontram na tabela 8.

Tabela 8: Concentracdo de Cuc B das sementes moidas da Embrapa

Sementes Concentracdo de Cuc B
(Moida) (g/g de semente)
S1 1,478
S2 1,959
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S8 2,252
S-XD 6,159

Comparando os resultados obtidos pelas duas formas de tratamento das amostras,
vemos que no caso das amostras com maior homogeneidade (em pastas) todos os
resultados foram maiores. Apenas uma das amostras, a denominada de S-XD teve valores
equivalentes de concentracdo de Cuc B. A tabela 9 abaixo apresenta as médias das

sementes em pastas e moidas.

Tabela 9: Valores médios das concentracBes das sementes em pastas e moidas

Sementes Valor medio da
Concentracdo de Cuc B
(1g/g de semente)
Pastas 5,652
Moidas 2,962

Isto permite dizer que a homogeneidade da amostra é um ponto crucial para
obtencdo de melhores resultados.
As avaliagbes das farinhas de sementes das amostras adquiridas no mercado

varejista apresentaram 0s seguintes valores expostos na tabela 10.

Tabela 10: Concentracdo de Cuc B das sementes adquiridas no mercado varejista

Sementes Concentracdo de Cuc B
(Lo/g de semente)
C. moschata 0,752
C. maxima ND
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As sementes das abdboras da espécie C. maximando apresentaram Cuc B. Pode
se observar que as sementes oriundas da Embrapa de Sergipe possuem maior teor de Cuc
B do que as sementes das abdboras que sdo encontradas no mercado varejista.

A genética das sementes da Embrapa que define suas caracteristicas é conhecida.
Isso significa que algumas caracteristicas genotipicas e fenotipicas das abdboras ja

permitiam supor a presenca e concentracdo maior de cucurbitacina B nessas sementes.

6.7 Resultados das concentracdes de Cuc B das amostras adquiridas no comércio

varejista

ApoOs a recuperacdo das sementes das aboboras hibridas japonesas foram
realizadas analises de recuperacdo de polpa e casca desse hibrido (cerca de 5g de amostra
para cada experimento). Os resultados para as recuperagdes da casca variaram muito, com
valores de até 250%. Segundo a observacdo experimental por cromatogramas existem
componentes inerentes das matrizes que interferem na visualizacdo e quantificacdo do
pico. Assim, o método empregado para a recuperacdo de polpa e casca ndo forneceu
resultados adequados. Uma alteracdo no método, portanto, se fez necessaria para a analise
de recuperacdo de polpa e casca desse hibrido.

Foram realizados ensaios de recuperacdo para a polpa e casca com cerca de 2g de
amostra para cada experimento, visando diminuir o efeito ocasionado pela matriz. As
recuperacdes obtidas para a polpa ficaram dentro da faixa estabelecida pelas exigéncias
da SANTE (2015). Quanto as cascas ndo foram possiveis a obtencdo de valores de
recuperacdo adequados.

N&o foram detectados a presenca de Cuc B nas amostras comerciais de polpa e
cascas das espécies C. maxima e C. moschata, com exce¢do da casca da C. moschata que
apresentou o valor de concentragdo de Cuc B de 6,389 pg/g. Porem, ndo é preconizado o
uso do método implantado para as andlise das cascas, uma vez que nao foi possivel obter

valores de recuperacdo adequados para as mesmas.

6.8 Avaliacao de cucurbitacina B nas amostras de campo
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Para o estudo da comprovacdo da presenca de cucurbitacina B de algumas
amostras sdo demonstrados abaixo dois cromatogramas com o objetivo de comparar 0s

tempos de retencdo da cucurbitacina B de uma amostra com as de uma solugdo padréo.

mAU

10.0-230nm,4nm (1.00)

7.5+

5.04

2.5

0.0+
B e e e e e B By By By B B B R
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 min

Figura 30: Cromatograma parcial do extrato da casca de C. moschata

mAU
1220nm,4nm (1.00)

4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 min

Figura 31: Cromatograma parcial da solu¢do padréo
de concentracdo 0,691 pg/mL
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Comparando o cromatograma da figura 30 com a da 31 € observado que ha uma
diferenca, embora pequena, entre os tempos de retencdo da substancia detectada pelo
sistema CLAE (~4,7 min) (na amostra do extrato da casca de C. moschata) e da

cucurbitacina B (~5,0 min) (na amostra da solugdo padréo).

Para se ter a confiabilidade que o pico que foi visualizado refere-se ao analito de
interesse foi realizado outro teste. Foi feita a coinjecdo (figuras 32 e 33) do extrato de
semente de C. moschata com solucdo padrdo. O objetivo € confirmar se o tempo de
retencdo da Cuc B dessa amostra coincide com a da solugdo padrao.

mAU

1230nm,4nm (1.00)
250

200%
150%
100%
50

i

‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I
0 10 20 min

Figura 32: Cromatograma do extrato de semente
de C. moschata coinjetada com solu¢do do padréo
(10,366 pg/mL)
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mAU
1230nm,4nm (1.00)
15+

10

3.0 4.0 5.0 6.0 min

Figura 33: Cromatograma parcial do extrato de
semente de C. moschata coinjetada com solugéo
do padrdo (10,366 pg/mL) (escala aumentada)

Analisando os cromatogramas das figuras 32 e 33 se pode afirmar, com certo grau
de seguranga, que o pico do extrato de semente de C. moschata refere-se a cucurbitacina
B, ou seja, a mesma substancia detectada pelo CLAE na solucdo padrdo (tr de cerca de 5

min).

Diversos cromatogramas que se seguem abaixo mostram o tr de Cuc B (~5min)
sem nenhum pico. Observam-se outros picos que possivelmente podem ser esqueletos

triterpénicos similares ao do Cuc B, pois saem proximos ao tr do mesmo em 230 nm:;
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mAU
1230nm,4nm (1.00)

2.5

0.0+

4.0 4.5 5.0 5.5 min

Figura 34: Cromatograma parcial do extrato de sementes da C. maxima

De acordo com o cromatograma da figura 34 e com o resultado enunciado no
inicio dessa secdo as sementes da espécie C. maxima ndo possuem cucurbitacina B.
O cromatograma da figura 35 abaixo mostra o pico de cucurbitacina B em uma

das amostras da polpa do hibrido japonés fortificada.

mAU
1230nm,4nm (1.00)
5.0+
2.5+
0.0+
‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | | |
2.5 5.0 7.5 10.0 min

Figura 35: Cromatograma parcial do extrato da polpa do hibrido japonés fortificada com
10,366 g
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No cromatograma da figura 36, do extrato da polpa do hibrido japonés nédo
fortificado, € observado um pico muito largo, possivelmente indicando substancias

interferentes inerentes da matriz da polpa.

mAU
1230nm,4nm (1.00)

1.00+
0.75+

0.50+

4.0 5.0 min

Figura 36: Cromatograma parcial do extrato da polpa do hibrido japonés

Foi realizada uma replicata desse ensaio (figura 37), do extrato da polpa do

hibrido japonés ndo fortificado, empregando as mesmas condicdes:

mAU
2.51230nm,4nm (1.00)

2.0
1.5
1.0

0.5

0.0+

Figura 37: Cromatograma parcial do extrato da polpa do hibrido japonés
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Foram também analisados pelo sistema CLAE os extratos das polpas de C.

maxima e C. moschata:

mal Max Inbensity © 363,250

3.0+

M04047326

2.5+

2.0+

MAB2HAT

Figura 38: Cromatograma parcial do extrato da polpa de C. maxima

mall hta: Intensity : 670,223

41493/2986

254

0.0+

Figura 39: Cromatograma parcial do extrato da polpa da C. moschata

Pelos cromatogramas das figuras 37, 38 e 39 é observada a presenca de um pico
em tempos de retencdo proximos ao do padrdo de Cuc B (~5 min). Isso significa que,
possivelmente, sejam substancias triterpénicas que apresentam caracteristicas estruturais
semelhantes a da cucurbitacina B.

O cromatograma parcial do extrato da casca do hibrido japonés fortificada com
10,366 g (figura 40) embora mostre a presenca do pico no tempo de retencdo da
cucurbitacina B (~5 min), ndo foi possivel ser usado para obter a validacdo para essas
cascas, pois 0s seus valores percentuais de recuperacdo oscilavam muito. Portanto, o

método proposto ndo se mostra adequado para as cascas.
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mAU
75 30nm,4nm (1.00)

5.0+
2.5+

0.0+

Figura 40: Cromatograma parcial do extrato da casca do hibrido japonés fortificada com
10,366 g

Foram também analisados pelo sistema CLAE os extratos das cascas de C.

maxima e C. moschata, e os resultados s&o mostrados nas figuras 41 e 42.

mAU
1230nm,4nm (1.00)

5.0 7.5 min

Figura 41: Cromatograma parcial do extrato da casca da C. maxima
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mAU
1230nm,4nm (1.00)

15

10-

5.0 7.5 min

Figura 42: Cromatograma parcial do extrato da casca da C. moschata

Conforme ja enunciado ndo foi detectada a presenca de Cuc B nas amostras
comerciais de polpa e cascas das espécies C. maxima e C. moschata, com exce¢cdo da
casca da C. moschata que apresentou o valor de concentracdo de Cuc B de 6,389 g/g.
Porém, ndo é preconizado o uso do método implantado para as analise das cascas, uma
vez que ndo foi possivel valida-lo para esse tipo de matriz.

Os trabalhos existentes na literatura iniciam com a extracdo e isolamento dos
padrdes seguido de analise de cucurbitacinas em algumas amostras (KREPSKY et al.,
2009; DELAZAR et al., 2006; CAO et al., 2012; HORIE et al., 2007). N&o foram
encontrados na literatura nenhum estudo com uma validacdo analoga a do presente
trabalho. Isso, provavelmente, se deve ao fato da comunidade cientifica ainda ndo ter

estabelecido a necessidade de monitorar as cucurbitacinas.

7 Conclusdes

Partindo do método QUEChERS foi desenvolvida uma adaptacdo do método para

analise qualitativa e gquantitativa de Cuc B em sementes de aboboras.

Foi avaliada a qualidade do processo que envolve a obtencdo das farinhas sob o

ponto de vista da microbiota. Todas as farinhas obtidas das aboboras adquiridas no
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comércio varejista apresentaram odor caracteristico, ficaram homogéneas e secas. Essas

abolboras se encontravam dentro dos limites microbianos aceitaveis.

O metodo proposto neste estudo para andlise de Cuc B por CLAE-UV/DAD
demonstrou ser rapido, de facil execucdo, exato e preciso. Este método quando aplicado
para as farinhas de sementes de abobora permitiu a obtencdo de resultados com boa
reprodutibilidade, repetibilidade e limites de deteccdo e quantificacdo adequados as
normas como INMETRO (2011) e SANTE (2015).

Nesta metodologia foram utilizadas menores quantidades de amostras e por
consequéncia, de sais, sorventes e solventes, 0 que resultou em analises com menores

custos em relagdo aos métodos convencionais.

O método desenvolvido possui maior sensibilidade analitica para a detec¢do de
cucurbitacina B em amostras de farinhas de sementes. N&o foi possivel obter valores de
recuperacdo adequados para as polpas e cascas. Portanto ndo é preconizado o uso do
método proposto para aanalise nesses tipos de matrizes. Esse método permite avaliar Cuc
B em faixas de concentracdo mais baixas devido a uma faixa de trabalho composta de
concentragdes bem menores se comparado aos métodos de analise de cucurbitacinas
descritos na literatura e esta de acordo com as normas da INMETRO (2011) e da SANTE
(2015).

As sementes de abdboras cedidas pela Embrapa, unidade Tabuleiros Costeiros,
em Aracaju, Sergipe, demonstraram possuir maiores concentracbes de cucurbitacina B
em relacéo as sementes de C. moschata adquiridas no comércio varejista. 1sso comprovou
a eficiéncia do aprimoramento genético e fenotipico realizado nessas sementes da
Embrapa. O valor médio de Cuc B, em /g destas sementes, foi de 5,652 para as pastas
e de 2,962 para as moidas, enquanto que o valor das sementes de C. moschata foi de
0,752.

O estudo desenvolvido poderd auxiliar trabalhos de monitoramento de

cucurbitacina B em alimentos geneticamente modificados.
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Anexo 1

Valores criticos para o teste de Cochran no nivel

repetices; k=n° de niveis. Fonte: UFPB website.

de significancia de 5%. N=n° de

> 2 3 4 5 g 7 3 9 10 11 17 37 145 -
2 0,9985 0,9750 0,9392 0,805/ 08772 08534 08332 0,8158 0,8010 0,7880 0,7341 06602 05813 0,5000
3 0,9669 08708 07977 07457 07071 06771 0,6530 0,6333 06167 0,6025 05466 04748 04031 03333
4 09085 07679 06841 06287 05895 05598 05365 05175 05017 04884 04366 03720 03093 02500
5 0,8413 0,6838 05931 05441 05085 04783 04564 04387 04241 04118 03645 03086 072513 0,2000
6 07808 06161 05321 04803 04447 04194 03980 03817 03682 03568 03135 02612 02119 0,1687
7 07271 05612 04800 04307 03974 03726 03535 03384 03299 03154 02756 02278 01833 0,1429
8 0,6798 05157 04377 0,3010 03585 03362 03185 0,3043 02026 02829 0,2462 02022 01616 0,1250
9 06385 04775 04027 03584 03286 03067 02901 02768 02659 02568 02226 01820 01446 0,1111
10 0,6020 04450 03733 03311 03029 02823 00666 02541 02439 02353 0,2032 01655 0,1308 0,1000
12 0,5410 0,3924 03264 02880 02624 02433 02799 072187 02098 02020 0,1737 0,1403 0,1100 0,0833
15 04708 03346 02758 02419 02195 02034 01911 01815 01736 01671 01428 01144 00889 0,0667
20 03894 02705 02205 01921 01735 01602 0,501 0,1422 01357 01303 01108 00879 00675 0,0500
24 03434 02354 0,1907 0,1656 01483 01374 01246 0,1216 0,1160 01113 00842 00743 00567 0,0417
30 02929 01980 01583 01377 01237 01137 0,1061 0,1002 00858 00921 00771 00604 00457 0,0333
40 02370 0,576 0,158 0,1082 00958 0,0887 0,0827 0,0780 00745 00713 0,0585 00462 00347 0,0250
60 0,1737 0,1131 00895 0,0765 00682 00625 00583 00552 00520 0,0497 0,0411 00316 00234 00167
120 0,0998 00632 0,0485 0,0419 00371 00337 00312 00292 00279 00266 0,0218 00165 00120 0,0083
- 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 00000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 00000 0,0000 0,0000
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