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RESUMO

MOLICA, Eliane Maria. Caracterizacéo in vitro de compostos bioativos em
cucurbitdceas e sua aplicagdo no desenvolvimento de produto para
nutricdo cutanea. 2015. 97 folhas. Tese [Doutorado] — Programa de POs-
graduacdo em NutricAdo Humana, Departamento de Nutricdo, Faculdade de
Ciéncias da Saude, UNB, Brasilia, 2015.

Orientador: Dr. Celso Luiz Moretti. 17/12/2015.

As hortalicas sdo conhecidamente boas fontes de carotenoides. Pesquisas
demonstram que a ingestdo de quantidades expressivas de frutas e
hortalicas previne varias doencgas crénicas ndo transmissiveis. Tendo em vista,
a existéncia de compostos antioxidantes em espécies de cucurbitaceas e a
lacuna existente na literatura relativa a caracterizacdo destes compostos, e
aliando o uso deste alimento de forma diversificada. Este estudo teve como
objetivo a caracterizagdo fisica, quimica e de compostos bioativos de
espécies de cucurbitaceas na polpa de seus frutos e o desenvolvimento de
um produto para nutricdo cutédnea. Os frutos foram caracterizados quanto a
cor, pH, sdlidos solaveis totais, acidez titulavel total, relacdo entre solidos
soluvel total e acidez titulavel total, umidade, composi¢cdo centesimal,
compostos bioativos e capacidade antioxidante. Apds analise estatistica dos
resultados obtidos, 0,5% do extrato cetonico liofilizado da variedade de
abobora selecionada foi utilizado no desenvolvimento de emulsdo cosmeética.
Em adicdo, variacdo na formula com incorporagcdo de antioxidante sintético
(BHT) foi realizada. As emulsfes foram submetidas ao estudo de estabilidade
acelerada em 2 condic¢des climaticas (25°C e 40°C) por 90 dias, e submetidas
as avaliacbes de caracteristicas organolépticas, pH, espalhabilidade,
capacidade antioxidante e teor de B-caroteno nos tempos 1, 7, 15, 30, 60 e 90
dias ap6s manufatura. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) seguida de comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5%. As
polpas dos frutos apresentaram diferencas em sua composicdo centesimal e
semelhantes rendimentos de polpa e producéo de residuos no processamento.
As amostras se diferenciaram com relacdo a algumas das qualidades fisico-
quimicas e apresentaram capacidade antioxidante semelhante. Para utilizacédo
em produto de aplicacdo tépica a qualidade nutricional foi melhor evidenciada
para a C. moschata, destacando-se no conteido de compostos bioativos. As
emulsdes elaboradas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas compativeis
a aplicacdo cutanea, com manutencdo de estabilidade por 90 dias quando
armazenada em condi¢cdes menos drasticas. Sendo assim, o estudo revelou a
C. moschata como a espécie mais apropriada para incorporacdo em emulsdes
para aplicacdo topica, com manutencdo de suas caracteristicas de estabilidade
fisica e quimica durante o periodo de estudo em condi¢cdes ambientais.

Palavras-chave: Abbbora; carotenoides; antioxidante; emulsdo; extrato

vegetal; nutricdo humana.
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ABSTRACT

MOLICA, Eliane Maria. Cucurbitaceae bioactive compounds in vitro
characterization and their use in the development of a new product for
cutaneous nutrition. 2015. 97 sheets. Thesis [Doctorate] — Post-graduation
Program in Human Nutrition, Nutrition Department, Health Science College,
UNB, Brasilia, 2015.

Advisor: Dr. Celso Luiz Moretti. 17/12/2015

Vegetables are good sources of carotenoids. Several non-communicable
chronic diseases as atherosclerosis, cancer, type Il diabetes, hypertension, and
obesity are prevented by significant intake of vegetables rich in carotenoids and
phenolic compounds. Once those antioxidant compounds are found in several
species of Cucurbita sp. and literature reviews demonstrate a gap on a better
characterization of carotenoids and phenolic compounds in those vegetables,
and allying various application use of that food. This thesis aimed to
characterize physical and chemical properties of bioactive compounds of
Cucurbita sp. obtained from their fruit pulp to develop a new product for
cutaneous nutrition. Materials were physically and chemically characterized as
color, pH, total soluble solids, total titratable acidity, humidity, centesimal
composition, bioactive compounds and antioxidant activity. After statistical
analysis of the results, 0.5% of lyophilized ketone extract of the variety of
selected pumpkin was used in the development of cosmetic emulsion. In
addition , variations in formula incorporation with synthetic antioxidant (BHT )
was performed .All studied emulsions were submitted to stability test under two
accelerated climatic conditions (25°C and 40C, 75% RU) up to 90 days,
afterwards organoleptic characteristics, pH, spreadability, antioxidant activity
and B-carotene content were evaluated in 1, 7, 15, 30, 60 and 90 days after
emulsions manufacturing. All results were submitted to the one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s test at 5%. Fruits pulps had centesimal
composition differences but similar yields and processing waste productions.
Samples had some physical-chemical properties differences, but even
antioxidant ability. For topical use of emulsion, C. moschata had the best
nutritional quality by its content of bioactive compounds. The manufacturing
emulsions presented physical-chemical properties compatible with topical
applications, with stability kept within 90 days when stored under less drastic
conditions. Therefore, the study indicates C. moschata as the most appropriate
pumpkin specie to be used in topical emulsion formulation, keeping its physical-
chemical properties of stability during the studied period in environmental
conditions.

Keywords: Pumpkin; carotenoids; antioxidant; emulsion; plant extract; human
nutrition.
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1 INTRODUCAO

Os radicais livres sao espécies produzidas no corpo humano por meio
de processos metabdlicos, especialmente durante processos inflamatérios e
por influéncia de fatores externos, como a irradiagéo solar (Ferreira; Matsubara,
1997; Darvin et al., 2011; Zastrow et al., 2009). Embora o organismo humano
possua mecanismos de protecdo para neutralizar os radicais livres, dietas com
pouca ingestédo de frutas e hortalicas, exposi¢cdes exacerbadas a luz do sol, o
fumo e os efeitos do envelhecimento potencializam a formagcdo dessas
espécies reativas (Rodriguez-Amaya et al., 2008; Darvin et al., 2011).

Pesquisas demonstram que a ingestdo de quantidades
expressivas de frutas e hortalicas esta associada a prevencdo de varias
doencas crdnicas ndo transmissiveis como a aterosclerose, cancer, diabetes
tipo Il, hipertensédo arterial e obesidade. A ingestdo peridédica de alimentos
ricos em carotenoides e compostos fendlicos pode prevenir a ocorréncia de
variadas doencas degenerativas (Podsedek, 2007).

A constatacdo de que as hortalicas e as frutas possuem
substancias biologicamente ativas que trazem beneficios a saude ou efeitos
fisiologicos desejaveis tem impulsionado estudos sobre suas propriedades
antioxidantes (Silva et al., 2010). Embora as hortalicas sejam conhecidamente
boas fontes de compostos bioativos, seu contetado pode ser influenciado pela
variedade, grau de maturacdo, condicbes de cultivo, colheita,
armazenamento, estacdo do ano e pela parte da hortalica que é consumida
(Campos et al., 2006; Rodriguez-Amaya et al., 2008; Jacobo-Valenzuela et al.,
2011).

Dentre as diversas hortalicas consumidas no Brasil tem-se a
abobora, que pertence a familia Cucurbitaceae. As cucurbitaceas sao
conhecidas pela grande versatilidade e valor alimenticio (Gonzaga et al., 1999).

Os carotenoides e as vitaminas E e C estdo na dieta como nutrientes
e com reconhecimento das suas caracteristicas como antioxidantes (Lima,

2008). Estes compostos tém demonstrado efeitos benéficos a saude da pele



humana, especialmente pela aplicacéo tépica (Richelle et al., 2006). Quando os
niveis de antioxidantes enddgenos estdo esgotados significativamente, é
recomendado a aplicagdo tépica de antioxidantes (Freitas et al., 2015).

Muitos antioxidantes naturais, tém sido utilizados em produtos
cosmeéticos, devido a sua eficacia na reducéo dos efeitos de radicais livres na
pele (Darvin et al., 2011;. Freitas et al., 2015; Nichols; Katiyar, 2010). O uso de
substancias naturais em substituicdo a antioxidantes sintéticos vem crescendo
devido a grande aceitacdo da populacdo por produtos oriundos de fontes
naturais (Lange et al., 2009; Buhler; Ferreira, 2008).

Do exposto, estudos buscando a caracterizacdo in vitro de
compostos bioativos presentes em cucurbitaceas sdo extremamente desejaveis,
tendo-se em vista o potencial de sua utilizacdo no desenvolvimento de um
produto para nutricdo cutanea, que podera atender a um mercado

demandante crescente.

O trabalho esta estruturado na forma de artigos cientificos,

apresentado conforme a seguir:

Artigo 1 — “Caracterizacao fisica, quimica e de compostos
bioativos da polpa de espécies de abdbora Cucurbita spp.”

Artigo 2 — “Desenvolvimento de emulsdo cosmética antioxidante
contendo extrato de abdbora (Cucurbita moschata): avaliacdo da

capacidade antioxidante e estabilidade”

Apoés os artigos, seguem-se as conclusées baseadas em todo o

estudo que compuseram a presente tese.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizacdo fisica, quimica e de compostos bioativos em

espécies de cucurbithceas Cucurbita moschata, Cucurbita maxima e do

hibrido Jabras e o desenvolvimento e caracterizacdo de emulsdo contendo

extrato de abdbora (Cucurbita moschata).

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar parametros fisicos e quimicos (massa, cor, pH, teor de
sélidos soluveis totais, acidez titulavel total, relacdo entre solido soluvel
total e acidez titulavel total e umidade, das polpas das diferentes
abdboras;

Estimar composi¢ao centesimal nas polpas das diferentes abdboras;
Quantificar compostos bioativos (carotenoides totais, p-caroteno e
fendlicos totais) das polpas de abdboras;

Avaliar capacidade antioxidante das polpas das diferentes espécies de
abdboras;

Elaborar formulacdes de emulséo éleo-em-agua;

Analisar parametros organolépticos (cor, odor, aspecto, textura) das
emulsoes;

Avaliar parametros fisicos e quimicos (pH e espalhabilidade) das
emulsoes;

Avaliar capacidade antioxidante e quantificar B-caroteno nas emulsdes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Espécies Reativas do Metabolismo do Oxigénio (ERMO)

Radical Livre refere-se ao &tomo ou molécula que contém numero
impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica. O ndo emparelhamento
confere alta reatividade e instabilidade a estes radicais. Portanto, os Radicais
livres ou provocam ou resultam das reacdes de 6xido-reducdo. Radicais livres
nao é o termo ideal para designar os agentes reativos patogénicos, pois alguns
deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua Ultima camada.
Como em sua maioria, € derivado do metabolismo, o termo Espécies Reativas
do Metabolismo do Oxigénio (ERMO) tem sido mais utilizado, pois inclui os
radicais livres e outras espécies, que embora ndo possuam elétrons
desemparelhados, sdo também muito reativas e instaveis. Os trés principais
tipos de ERMO séo: superoxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H20) e hidroxila
(OH") (Ferreira; Matsubara, 1997).

Existem evidéncias de que as ERMO possam estar envolvidas em
mais de 50 doencas. Podem ser causa ou consequéncia de doencas humanas
associadas ao estresse oxidativo. Por isso, antioxidantes naturais e sintéticos
tém sido recomendados para o alivio dos sinais e sintomas destas doencas e,
mesmo, para bloquear sua evolucao (Ferreira; Matsubara, 1997).

ERMO sdo espécies produzidas no corpo humano por meio de
processos metabolicos, especialmente durante processos inflamatérios e por
influéncia de fatores externos, como a irradiacdo solar (Darvin et al., 2011,
Zastrow et al., 2009). Embora o organismo humano possua mecanismos de
protecdo para neutralizar as ERMO, exposi¢cdes exacerbadas a luz do sol, o
fumo e os efeitos do envelhecimento potencializam a formagdo dessas
espécies reativas (Darvin et al., 2011).

A propriedade antioxidante dos carotenoides é estudada e o
mecanismo proposto varia dependendo do composto, mas de um modo geral,

se da pela capacidade de reagir com radicais livres, neutralizando-os, e de



quelar oxigénio singlete, fazendo com que este retorne ao estado triplete,

menos reativo (Edge et al., 1997).

3.2 Carotenoides — estrutura quimica

Estruturalmente, os carotenoides sao compostos por quarenta
atomos de carbonos simétricos e lineares Cyo, formados pela unido cauda-
cabeca de oito unidades isoprenoides Cs, exceto na posicdo central com
inversdo de sequéncia no centro da molécula, sdo geralmente tetraterpenoides
(Rodrigues-Amaya, 1999, Otles; Cagindi, 2007). Por apresentarem duplas
ligagBes conjugadas, podem ser oxidados tanto quimica quanto biologicamente
a partir de clivagens em uma ou nas duas extremidades (Rodriguez-Amaya et
al., 2008).

A nomenclatura sistematica dos carotenoides baseia-se no nucleo
central denominado caroteno, sendo as especificacdes para as extremidades
designadas pelas letras gregas 3 (beta), ¢ (épsilon), w (psi), ¢ (phi) e k (kappa).
Tais letras assumem os seguintes significados: B e €, ciclohexano; Kk,
ciclopenteno; g, aciclico e &, ciclico (Pimentel et al., 2005).

Essas moléculas podem sofrer modificacdes, provocadas por
ciclizacao, hidrogenacao, desidrogenacao, introducdo de oxigénio, rearranjos,
encurtamento de cadeias ou combinacdes dessas modificacdes (Dutta et al.,
2005; Rodriguez-Amaya et al., 2008). Com as modifica¢des, ocorre a formacéo
de compostos volateis que provocam sabores indesejaveis, perda de cor e da
atividade biol6gica, mesmo sendo moderadamente termoestaveis (Rodriguez-
Amaya, 1999).

Quanto a estrutura quimica, os carotenoides sdo classificados em
dois grupos, os carotenos (hidrocarotenoides) apresentam somente atomos de
carbono e hidrogénio em sua molécula (licopeno, B-caroteno) e os chamados
xantofilas (oxicarotenoides) contém atomos de oxigénio em sua molécula, além
de carbono e hidrogénio (luteina e zeaxantina) (Damodaran et al., 2008,
Rodriguez-Amaya, 1999; Thane; Reddy, 1997). Os grupos substituintes
oxigenados mais comuns sao os de hidroxilas (OH), ceto (C=0), epoxido,
aldeido (CHO), carboxi (CO;H), carbometoxi (CO,Me) e metoxi (OMe)
(Rodriguez-Amaya et al., 2008).



Os carotenoides possuem coloracdo amarela, laranja ou vermelha e
estdo presentes em varias frutas e hortalicas como, por exemplo, no tomate
(licopeno), na cenoura, no mamao e na manga (a e 3-caroteno) e na abdbora
(B-caroteno) (Silva et al., 2010). A funcédo antioxidante dos carotenoides reduz
o risco de cancer, catarata, degenerescéncia macular da retina e o processo de
envelhecimento (Damodaran et al., 2008). Os carotenoides sao encontrados
principalmente na forma trans, sendo a mais estavel. Fatores fisicos e/ou
quimicos (calor, luz solar direta e pré-oxidantes) podem modificar a molécula
(Siqueira et al., 2007).

A estrutura quimica dos principais carotenoides encontra-se na

Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura dos carotenoides considerados importantes para a saude
(Adaptado de Rodriguez-Amaya et al., 2008).

3.3 Principais fontes

Os alimentos de origem vegetal biossintetizam os carotenoides nao
acontecendo o mesmo com os de origem animal. Os carotenoides sé&o
encontrados em fungos, bactérias, animais, em todos os tecidos verdes de

plantas (Bauernfiend, 1981). Embora sendo encontrados em animais, estes
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nao podem sintetiza-los sendo necessaria sua ingestdo através de dietas
contendo frutas e vegetais (Rao; Rao, 2007).

Os alimentos de origem vegetal contém os principais carotenoides
como também pequenas quantidades de seus precursores e derivados, o0 que
torna sua composicao complexa e variavel (Rodriguez-Amaya et al., 2008).

As hortalicas sdo conhecidamente boas fontes de carotenoides,
seu contetudo pode ser influenciado pela variedade, grau de maturacao,
condicbes de cultivo, estacdo do ano e pela parte da hortalica que €
consumida. As condi¢cdes de colheita, armazenamento e exposi¢cao para o
consumidor podem alterar o seu conteldo, tanto qualitativamente quanto
guantitativamente (Campos et al., 2006).

Os vegetais folhosos ou nao folhosos apresentam perfil de
carotenoides qualitativo definido, sendo luteina, B-caroteno, violaxantina e a
neoxantina como o0s principais. Ja as frutas e o0s vegetais frutos tém
composi¢cdo em carotenoides bem mais complexa e diversificada, destacando-

se o0 a-caroteno, o B-caroteno e a luteina (Rodriguez-Amaya et al., 2008).

3.4 Carotenoides e a saude humana

O termo “alimentos bioativos” foi primeiramente introduzido no Japao
em meados dos anos 80 referindo-se aos alimentos processados contendo
ingredientes que auxiliam funcdes especificas do corpo além de serem
nutritivos, sendo estes alimentos definidos como “alimentos para uso especifico
de saude” (Foods for Specified Health Use-FOSHU). Em 1991 estabeleceu-se
gue FOSHU sao alimentos que tém efeito especifico sobre a saude devido a
sua constituicdo quimica e que ndo devem expor o consumidor ao risco de

saude ou higiénico (Moraes; Colla, 2006).

Cresceu o reconhecimento de que o efeito protetor dos alimentos
nao é devido apenas a uma classe de compostos, e sim ao resultado da acéo
de um numero de substancias bioativas existentes em cada alimento

(Rodriguez-Amaya et al., 2008).

Interesse em carotenoides e salude humana remonta had 80 anos,

quando a ligagao entre B-caroteno e vitamina A foi demonstrado pela primeira
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vez, € a importadncia na dieta contendo o B-caroteno e alguns outros
carotenoides como proé-vitamina A foi estabelecida (Britton et al., 2008). O [3-

caroteno € o carotenoide que apresenta maior atividade pré-vitamina A.

Compostos bioativos tais como, vitamina E, vitamina C,
carotenoides, polifendis entre outros, possuem capacidade antioxidante e seus
beneficios para a saude humana sdo devidos as suas atividades anti-
inflamatdrias, de inibicdo da agregacédo plaguetaria e de combate aos efeitos
danosos dos radicais livres (Silva et al., 2010).

Além de aliviar os sintomas em disturbios de fotossensibilidade por
B-caroteno, os dados com carotenoides testados em humanos, mostram uma
redugdo moderada no desenvolvimento de eritema induzido pelo sol.
Experiéncias com B-caroteno estdo sendo realizada ao longo dos ultimos 30-40
anos, apontando os beneficios dos carotenoides em fotoprotecdo da pele
humana (Goralczyk; Wertz, 2008).

Pigmentos carotenoides também se acumulam em todas as
camadas de pele, incluindo a derme, epiderme e estrato corneo. Esta
acumulacéo contribui com a aparéncia normal do amarelamento da pele (Alaluf
et al., 2002; Mayne et al., 2010).

3.5 Ingestéo de B-caroteno beneficios e cuidados

Uma combinacdo de atividade fisica, ingestdo de variedade de
alimentos e interacdo social € o perfil de estilo de vida mais provavel para
otimizar a saude, assim como, refletr no aumento da longevidade e
envelhecimento saudavel. As modificacdes dietéticas ndo somente influenciam
0 estado de saude atual, como também, se um individuo futuramente
desenvolvera ou néo alguma doenca como cancer, doencas cardiovasculares e
diabetes (OMS, 2003).

Os carotenoides mais pesquisados por seu envolvimento na saude
humana sdo o [B-caroteno, a-caroteno, [B-criptoxantina, licopeno, luteina e
zeaxantina. O B-caroteno, o a-caroteno e a B-criptoxantina séo pré-vitaminas A.
O B-caroteno € o carotenoide de maior poténcia pro-vitaminica A com 100% de

atividade (Rodriguez-Amaya et al., 2008).
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Os carotenoides e as vitaminas E e C, estdo na dieta como
nutrientes e com reconhecimento das suas caracteristicas como antioxidantes
(Lima, 2008).

Apresentacdo de estudos demonstrando que o consumo alimentar
de B-caroteno ou a sua concentracdo plasmatica e a baixa incidéncia de cancer
do pulmdo e doengas cardiovasculares iniciam nos anos 90. Porém, outro
estudo mostrou dados com o aumento da incidéncia de cancer de pulmao em
fumantes e trabalhadores expostos ao amianto devido a altas doses
suplementares de (B-caroteno. Dessa forma, os carotenoides reconquistaram a
sua importancia na saude, mas a énfase foi deslocada para os carotenoides
diferentes do B-caroteno. Portanto, a recomendacao atual permanece sendo o
aumento do consumo de uma variedade de frutas e verduras ricas em

carotenoides (Rodriguez-Amaya et al., 2008).

3.6 Abdbora e os carotenoides

Abdbora € membro da familia Cucurbitaceae, que inclui maxixe,
chuchu, pepinos, meldes e melancias, a abdbora € originaria das Américas,
onde era consumida pelos nativos, muito antes da chegada dos europeus
(Ferriol; Pic6, 2008).

O termo abdbora € utilizado para frutos de diferentes espécies do
género Cucurbita: C. pepo, C. maxima, C. moschata, C. argyrosperma e C.
ficifolia que sdo as mais comumente cultivadas. Além de diferentes espécies,
existem mais de cem variedades, diversificando na forma, tamanho e cor do
fruto (Caili et al., 2006; Ferriol; Pico, 2008). A Cucurbita moschata, é
amplamente cultivada e consumida em varios paises do mundo (Rodriguez-
Amaya et al., 2008).

As abdboras das espécies C. moschata, C. maxima e C. pepo estédo
disponiveis durante todo 0 ano. Seu armazenamento permite ser a temperatura
ambiente durante varios meses (Azevedo-Meleiro; Rodriguez-Amaya, 2007).
Aboboras de polpa laranja destacam-se por possuirem elevados teores de
carotenoides principalmente B-caroteno (Barroso et al., 2007, Carvalho et al.,
2012).
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Resultados de pesquisas analisadas para os carotenoides a-caroteno,
B-caroteno e luteina em algumas abdboras brasileiras encontram-se na Tabela
1.

Tabela 1 - Composicao de carotenoides (ug/g) em abdboras brasileiras.

Carotenoides (pg/g)

Descricado a-caroteno B-caroteno luteina
Abébora ‘Baianinha’ (C. moschata), sem casca 47 (E) 235 (E) 8,6 € 8,5 (E)
Abdbora Cabotia ‘Hibrido Tetsukabuto’, sem casca 0,2 (E) 22 (E) 38 (E)
Abobora ‘Goianinha’ (C. moschata), sem casca 24 (E) 57 (E) 18 (E)
Abobrinha italiana ‘Caserta’ (C.pepo) 1,4 (E) 4,6 (E)
Abdbora ‘Jerimum caboclo’ (C. maxima), sem 0,4 (E) 21(E) 47 (E)
casca
Abdbora ‘Menina’, madura, sem casca 25 (E) 53 (E) 10 (E)
Abobora ‘Mogango’ (C.pepo), sem casca 5,4 (E) 9,8 (E)
Aboébora Moranga ‘Exposi¢éo’ (C.maxima), sem 13
casca

0,1 (E) 16 (E) 10 (E)

Fonte: Adaptado de Rodriguez-Amaya et al. (2008). E = trans.

Estudos realizados sobre a composicdo de carotenoides em
aboboras cultivadas no nordeste do Brasil identificaram que a Cucurbita
maxima, variedade Jerimum caboclo, apresentou 11 tipos de carotenoides,
sendo 60% Iluteina e 27% B-caroteno e Cucurbita moschata, variedade
baianinha, 19 tipos de carotenoides, sendo 74% (317,8 pg/g) B-caroteno
(Arima; Rodriguez-Amaya, 1990).

A variacdo nos resultados de compostos bioativos. ird ser
influenciada por diferentes fatores tais como: processo de preparo da matéria-
prima, diferentes variedades e do estado de maturacédo do fruto (Shi et al.,
2010).

Sob o ponto de vista nutricional, a importdncia da presenca de
aboboras na dieta reside no fato de serem consideradas fontes de

carotenoides, compostos responsaveis pela sua atrativa coloracdo e que
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desempenham importante papel na saide humana (Jacobo-Valenzuela et al.,
2011).

3.7 Capacidade antioxidante

Uma ampla definicdo de antioxidante €& “qualquer substancia que,
presente em baixas concentracdes, quando comparada a do substrato
oxidavel, atrasa ou inibe a oxidagdo deste substrato de maneira eficaz” (Ribeiro
et al., 2008).

Devido a relacdo, atividade antioxidante e acdo contra doencas, a
capacidade antioxidante dos alimentos vem sendo determinada in vitro,
fazendo a correlagdo com as concentragbes das substéncias bioativas no
alimento. Porém, € necessario diferenciar efeito antioxidante no alimento
propriamente dito e o efeito de antioxidantes na saude (Rodriguez-Amaya et
al., 2008).

Os antioxidantes obtidos na dieta, tais como as vitaminas C, E e A,
os flavondides e carotenoides sdo extremamente importantes na intercepcao
dos radicais livres (Bianchi; Antunes, 1999).

Componentes como o -caroteno agem inibindo o oxigénio singleto
e interagindo sinergicamente com a vitamina E, para inibir a peroxidacao
lipidica. Outros constituintes fendlicos em alimentos, tais como os flavonoides,
podem também reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo (Schwenke,
1998).

A capacidade antioxidante total de extratos vegetais nao traduz
precisamente, 0 que ocorre in vivo nas células vegetais, onde nestas ocorre
atividade dinamica de um sistema antioxidante formado por enzimas
(superoxido dismutase, catalase, etc.) e compostos de baixo peso molecular
(flavonoides, taninos, etc.) (Neill et al., 2002).

Determinar a capacidade antioxidante de um produto tem a funcéao
de avaliar a sua protecdo contra oxidagdo como também informar o seu
potencial antioxidante. Métodos que determinam a capacidade antioxidante sédo
divididos em dois grupos: captura dos radicais livres (capturado ao ser

adicionado o composto antioxidante), e na determinacdo da oxidacdo da
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molécula (pelo consumo de oxigénio ou pela formacdo de produtos de
oxidac&o) (Lima, 2008; Chu et al, 2013).

A capacidade antioxidante de derivados vegetais tem sido avaliada
por diferentes métodos, colorimétricos, biolégicos e eletroquimicos, entre
outros métodos instrumentais. Entre os métodos colorimétricos destacam-se
aqueles que relacionados a habilidade dos antioxidantes através da captura
dos radicais como o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHs+) e 2,2’-azinobis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Rufino, et al., 2007).

A caracteristica do método DPPH, € ndo envolver condi¢cdes
dréasticas de temperatura e oxigenacao, o radical possui coloracdo purpura. Por
acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radical (R.), o DPPH é reduzido,
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcdo, apresenta absorcdo entre 515-520 nm.
Preocupacdes devem ser tomadas, quanto a utilizacgdo do método e
interpretacdo do resultado tais como: concentragdo do composto analisado,
meio reacional, presenca de interferentes, sinergismos entre outros (Molyneux,
2004).

Antes de utilizar o radical ABTS faz-se necessario que ocorra uma
reacdo, que pode ser gerada através de uma reacao quimica, eletroquimica ou
enzimatica. As amostras reduz o radical, tornando-o mais estavel, com
consequente reducdo da absorbancia a 754 nm. O Método de captura do
radical ABTS™ tem sido utilizado para compostos fendlicos e carotenoides (Arts
et al., 2001). Por ser utilizado tanto para amostras hidrossolluveis e
lipossollveis confere vantagens quando comparado com outros métodos
(Scalfi et al., 2000).

As substancias com acdo antioxidante atuam neutralizando os
radicais livres tidos como principais responsaveis pelo envelhecimento
cutaneo. Por esta razéo, ingredientes como as vitaminas E e C, que séo
antioxidantes naturais, sdo encontrados na grande maioria em produtos para a
pele (Ribeiro, 2010).

Mesmo com estudos cada vez mais frequente para as evidéncias
bioquimicas, clinicas e epidemioldgicas de muitos compostos funcionais, o

consenso cientifico ainda néo ocorreu, para que se tenha politicas publicas
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referentes ao seu uso. Pesquisa para identificacéo, acao biologica e alimentos
dirigidos para a saude publica ainda se fazem necessarias (Del Ré; Jorge,
2012).

Quando os niveis de antioxidantes enddgenos estdo esgotados
significativamente, é recomendada a aplicacéo topica de antioxidantes (Freitas
et al., 2015).

3.8 Pele

A pele possui um sistema sofisticado envolvendo processos
bastante complexos principalmente quando sofre acdo de fatores externos. Sua
relacdo com os demais 6rgdos ocorre de forma integrada tornando possivel o
equilibrio do corpo com o ambiente. A pele e a mucosa estabelecem até o que
€ possivel ou ndo interagir com o organismo (Barbosa, 2011). A pele € o maior
orgdo do corpo humano, totalizando 16% do peso corporal (Ribeiro, 2010,
Gartner; Hiatt, 2007).

A pele é constituida por trés camadas distintas: a epiderme, a derme
e a hipoderme. Uma superior - a epiderme; uma camada intermediaria - a

derme; e uma camada profunda - a hipoderme (Figura 2).

Pele espessa (sem pélos) Pele fina (com pélos)

rme subcutinea

Hi

Foliculo piloso
Ducto sudoriparo

Figura 2 - Camadas da pele e principais estruturas (Adaptado de Hunter et al.,
2002).
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A epiderme € a camada mais superficial. Existem quatro tipos de
células na epiderme: queratindcitos, melandcitos, células de Langerhans e
células de Merkel, sendo as mais abundantes os queratinécitos (Junqueira;
Carneiro, 2004; Leonardi, 2008).

Os melandcitos sintetizam um pigmento castanho escuro, a
melanina. A melanina é responsavel pelo escurecimento da pele por exposicao
a luz solar. Embora esta seja a agéo visivel da melanina, como resposta a luz
solar, a sua principal funcdo é absorver radiacdo ultravioleta (UV) e visivel
(Junqueira; Carneiro, 2004).

Abaixo da epiderme encontra-se a derme. A derme € constituida por
tecido conjuntivo, no qual se apoia a epiderme e € responsavel pela unido entre
a pele e o tecido celular subcutaneo (hipoderme). Na derme encontram-se
varias estruturas derivadas da epiderme, como € o caso dos foliculos pilosos e
das glandulas sebaceas e salivares. Apds a derme encontra-se a hipoderme,
camada mais profunda da pele e tem a funcé&o de realizar o deslizamento da
pele sobre as estruturas em que se apoia, além da funcdo de ser depdsito
nutritivo de a reserva de energia e protecdo contra o frio (Junqueira; Carneiro,
2004; Leonardi, 2008).

A pele possui pH levemente &cido (4,6 — 5,8), protegendo-a da a¢éo
de bactérias e fungos superficialmente. Como o pH da pele sofre diversas
alteracbes quando é exposta a agentes provocadores de agressdes, as
secrec¢des cutaneas tem capacidade tamponante para que estas caracteristicas
se mantenham (Rodrigues, 1995, Pinto et al., 1997). Resultados obtidos no
experimento na pele de mulheres entre 30 e 45 anos de idade ndo demonstrou
para nenhum dos fatores (tempo, substancia ativa, presenca ou nao da

substéancia ativa no veiculo) diferenca estatistica, no pH (Leonardi et al., 2002).

3.9 Nutricdo cuténea

As primeiras associagOes realizadas entre nutricdo e pele foram
relativo &s caréncias nutricionais especificas, como as do escorbuto e pelagra.
Mesmo antes de estas deficiéncias nutricionais afetarem outros tecidos é na

pele a sua forma mais visivel (Boelsma et al., 2001, Boelsma et al., 2003).
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O funcionamento e aparéncia da pele sdo afetados por fatores
enddgenos e ambientais. Por um lado a pele é susceptivel a predisposicdo
genética, ao estado imune, hormonal, nutricional, e ao stress (Boelsma et al.,
2001, Boelsma et al., 2003).

As manifestacdes do envelhecimento cronoldgico sao visivelmente
percebidas na pele. InUmeros mecanismos celulares e moleculares estédo
envolvidos nesse envelhecimento natural, aliados a outros fatores
secundarios, também chamados de fatores extrinsecos, como exposicao
ao sol e tabagismo, que podem acelerar o processo fisiologico do
envelhecimento cutaneo. Diversas evidéncias cientificas apontam os radicais
livres como os principais causadores de mudancas na pele relacionadas a
idade. O mecanismo mais eficaz para reduzir os efeitos do envelhecimento
cutaneo é a correta nutricdo deste tecido (Ribeiro, 2010).

Estudos tém mostrado associagdes entre nutricdo e pele, das quais
se destaca a relacdo entre nutricdo e fotoprotecdo. A pele humana esta
constantemente exposta a radiacdo solar (radiacdo UV, visivel e
infravermelha). A radiacdo UV € responsavel pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio e radicais livres na pele (Mcardle et al., 2004).

Normalmente a forma classica de administracdo de compostos para
a pele ocorre por aplicacdo tépica, como para os antioxidantes também, e nem
sempre pode ser a mais eficiente, pois o ativo deve estar viavel tanto na
preparacdo como na penetracdo da pele. Estudos relacionam que, quanto
maior a administracdo por via oral ou tdpica de antioxidante, maior sera a
guantidade desta substancia na pele, e maior sera a sua protecao (Boelsma et
al., 2001).

3.10 Pele e carotenoides

Os carotenoides se encontram na epiderme e sao secretados pelas
glandulas sebaceas. Os locais da pele com maior produgcdo de sebo, como a
testa, sdo aqueles que tém maior concentragdo de carotenoides (Richelle et al.,
2006, Gomes, 2007).

Os carotenoides tém também a capacidade de alterar caracteristicas

absortivas da pele e tém efeito imunomodulador e acdo fotoprotetora.
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Pesquisa, concluiu que o consumo de [B-caroteno aumenta as propriedades
refletoras da pele. Mesmo ndo podendo atuar como protetor solar, devido a
guantidade de carotenoides existente na pele ndo ser suficiente, o 3-caroteno
pode ter uma acédo fotoprotetora direta devido a sua capacidade fisica de
absorver luz (Boelsma et al., 2001).

No papel como antioxidante, sequestrando espécies reativas de
oxigénio e radicais livres, testes realizados em ratos, mostrou que 3-caroteno
era capaz de inibir a carcinogénese induzida pela radiacdo UV (Kullavanijaya;
Lim, 2005).

O desempenho dos antioxidantes in vivo dependera: dos tipos de
radicais livres produzidos; onde e como sdo gerados esses radicais; analise e
meétodos para a identificacdo dos danos e doses ideais para desenvolver a
protecdo (Bianchi; Antunes, 1999).

Precaucdes devem ser tomadas, pois, é perfeitamente possivel que
um antioxidante atue como protetor em determinado sistema, mas que nao
obtenha a mesma protecao, ou até que aumente as lesdes induzidas em outros

sistemas, ou tecidos (Halliwell et al., 1995).

3.11 Emulséao

As emulsdes sdo misturas termodinamicamente instaveis de dois
liquidos imisciveis, constituidos de uma fase dispersa insolivel na fase
dispersante e um terceiro componente que é o0 agente emulsionante,
responsavel pela estabilizacdo do sistema (Ansel et al., 2000).

Existem dois grupos principais de emulsdo: emulsdes simples e
emulsdes multiplas. S&do definidas conforme a distribuicdo das diferentes fases
que compdem o sistema (Figura 3). Sistemas formados por gotas de Oleo,
dispersas em uma fase aquosa, sdo chamados de emulsfes simples 6leo/dgua
(O/A), sistemas formados por gotas de agua dispersas em uma fase 6leo sao
chamados emulsdes simples agua/éleo (A/O). Emulsdes multiplas possuem
estrutura mais complexa que a das emulsdes simples. Os tipos mais comuns

sao agua/oleo/adgua (A/O/A) e bleo/ agual/dleo (O/A/O) (Bouyer et al., 2012).
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Emulsdo Simples

Emulsao Mudltipla

Figura 3 — Representacdo esquematica das estruturas das emulsées. 1: O/A; 2:
A/O; 3: AIO/A; 4: OIA/O. A: fase aquosa; O: fase 6leo (Adaptado de Bouyer at
al., 2012).

As emulsdes sdo muito empregadas para uso topico, devido a sua
capacidade de veiculacdo de principios ativos hidrossollveis e/ou lipossolaveis,
de diminuicdo da irritabilidade dérmica de certos farmacos e principalmente da
boa aceitacéo por parte do consumidor (Lachman et al., 2001).

O desenvolvimento de emulsfes para nutricdo cutanea, incorporada
de ativos de origem vegetal com propriedades antioxidantes tem crescido
devido principalmente a tendéncia mundial pela busca de produtos naturais em
substituicdo aos sintéticos. Dentre os diversos ativos, sobressaem aqueles a
base de extratos de frutas e hortalicas (Lange et al., 2009; Buhler; Ferreira,
2008).

As emulsbes sdo amplamente utilizadas tanto para incorporagédo de
farmacos, como para ativos cosméticos (Figura 4). Para tanto, deve-se mostrar
estavel, sendo sua avaliacdo de estabilidade necessaria. Esta avaliacdo pode
ocorrer por estudo de teste de estabilidade acelerada. Sendo possivel verificar
se um determinado produto, mantera suas caracteristicas iniciais quando
submetido a condi¢gBes controladas e especificas (Zanin et al., 2001; BRASIL,
2004).
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ATIVOS COSMETICOS

PORO b

SUDORIPARO PELO

CAMADA CORNEA
(QUERATINIZADA)

DERME

GLANDULA
SUDORIPARA

HIPODERME

TECIDO
SUBCUTANEO
(ADIPOSO)

Figura 4 — Penetracdo de ativos na pele a partir de emulsées. Fonte:

(http://revistapesquisa.fapesp.br/wp-content/uploads/2012).

Conforme o perfil de estabilidade apresentado por um produto é
possivel avaliar seu desempenho, seguranca e efichcia. O estudo de
estabilidade acelerada fornece como ocorrera o comportamento do produto, em
um periodo de tempo e nas condicbes ambientais a que foi submetido
(BRASIL, 2004, Souza; Ferreira, 2010).

A instabilidade de uma emulsdo pode ser ocasionada pela reacao de
oxidacdo, alterando cor e odor do produto, provocada pelo oxigénio atmosférico
ou por acao microbiana. A inibicdo da oxidacdo pode ser conseguida na adicéo
de substéncias antioxidantes na formulacao (Silva; Soares, 1996).

Dessa forma, muitos antioxidantes naturais, tais como quercetina,
catequina e carotendides, tém sido utilizados em produtos cosméticos devido a
sua eficacia na reducdo dos efeitos de radicais livres na pele, diminuindo o
fotoenvelhecimento cutaneo (Darvin et al., 2011; Freitas et al., 2015; Nichols;
Katiyar, 2010). Essas substancias estdo presentes em varias espeécies
vegetais, e seu uso em substituicAo ou em associagcdo a antioxidantes
sintéticos vem crescendo devido a grande aceitacdo da populagéo por produtos

oriundos de fontes naturais (Lange et al., 2009; Buhler; Ferreira, 2008).
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1 ARTIGO ORIGINAL

CARACTERIZACAO FISICA, QUIMICA E DE COMPOSTOS BIOATIVOS DA
POLPA DE ESPECIES DE ABOBORA Cucurbita spp.

PHYSICAL, CHEMICAL AND BIOACTIVE COMPOUNDS
CHARACTERIZATION OF DIFFERENT PUMPKIN’S PULP OF Cucurbita

spp.
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RESUMO

As hortalicas sdo conhecidamente fontes de nutrientes essenciais a
manutencdo da vida e também compostos bioativos, como os carotenoides.
Embora esses micronutrientes encontrarem-se presentes em niveis muito
baixos (g g7), estédo entre os constituintes alimenticios mais importantes. Este
estudo teve como objetivo a caracterizacdo de compostos bioativos em
espécies de cucurbithceas Cucurbita moschata, Cucurbita maxima e do
hibrido Jabras na polpa de seus frutos. Os materiais foram caracterizados
quanto a massa (g), cor, pH, sélidos sollveis totais, acidez titulavel total, relacéo
entre sdélidos solavel total e acidez titulavel total, umidade e composi¢ao
centesimal. Os teores de carotenoides totais, fendlicos totais e capacidade
antioxidante (DPPH) foram determinados por espectrofotometria na faixa do
UV/visivel. O B-caroteno foi quantificado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Quanto a coloracdo, o angulo Hue para C. moschata, C.
maxima e hibrido Jabras foi de 72,2°, 81,3° e 84,1° respectivamente,
correspondente ao laranja. Para a composi¢do centesimal, o hibrido Jabras
apresentou o maior valor para os carboidratos; entretanto, C. maxima obteve
valores superiores para extrato etéreo, fibras totais e agua. As amostras de C.
moschata e C. maxima se assemelharam nos valores para proteina e cinzas.
As amostras ndo apresentaram variagcao entre si para pH, obtendo resultado
médio de 7,57; no entanto, os teores de sdélidos soluveis totais foram 18,0%,
superiores para o hibrido Jabras quando comparado com as outras amostras.
Por outro lado, o material C. maxima apresentou acidez titulavel 2,3 vezes
inferior as duas outras espécies estudadas. C. maxima apresentou a maior
relagdo entre solidos sollveis e acidez, sendo a abObora menos acida. A polpa
de C. moschata apresentou elevados teores de carotenoides totais, B-caroteno
e fendlicos totais, de 136,2 pg g*, 117,1 pg g* e 11,0 mg g’ EAG,
respectivamente, quando comparado com C. maxima e o hibrido Jabras, que
apresentaram valores significativamente inferiores. Os teores de [-caroteno
para C. moschata foram 13,6 e 5,6 vezes maiores quando comparados a C.
maxima e o hibrido Jabras, respectivamente. As espécies de abdboras
estudadas apresentaram capacidade antioxidante semelhante. As amostras
apresentaram semelhantes rendimentos de polpa e producdo de residuos
durante o processamento. A C. moschata destacou-se no contetdo de
compostos bioativos.

Palavras-chave: C. moschata; C. maxima; carotenoides; antioxidante.
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ABSTRACT

Foods provide essential nutrients and bioactive compounds for live
maintenance. Although some of those provided compounds are micronutrients
(ug g, they are highly important, such as carotenoids which can be found in
vegetables. The present research aimed to characterize pulp bioactive
compounds of Cucurbita moschata, C. maxima and a hybrid one named Jabras.
Materials were physically and chemically characterized as weight (g) color, pH,
total soluble solids, total titratable acidity, humidity and centesimal composition.
Total carotenoid content, total phenolic compounds, and antioxidant activity
(DPPH) were determined by spectrophotometry in UV to the visible range. High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used for [(-carotene
quantification. Hue angle for the color measure was 72.2°, 81.3° and 84.2° for
C. moschata, C. maxima, and Jabras, respectively, which corresponds to an
orange color. The hybrid Jabras demonstrated to have higher carbohydrates
levels; C. maxima had higher values of ether extract, total fibers and water.
Samples of C. moschata and C. maxima had even results for proteins, and
ashes. All samples had no significant pH difference (average result 7.57), but
total soluble solids contents were 18,0% higher in Jabras samples. C. maxima
total titratable acidity were twice as high (2.3) when compared with other
species. C. maxima also demonstrated to have the higher total soluble solids/
acidity rate, being the pumpkin specie less acid. C. moschata pulp had a higher
content of total carotenoids, B-carotenoids total phenolic compounds as 136.2
ug g, 117.1 pg g and 11.0 pg g* GAE, respectively, when compared to C.
maxima and Jabras, which values were significantly lower. B-carotene contents
to C. moschata were 13.6 to 5.6 times higher compared to C. maxima and
Jabras respectively. Pumpkins samples studied presented even antioxidant
properties. They also had even pulped yield during samples processing. C.
moschata stood out in bioactive compounds.

Keywords: C. moschata; C. maxima; carotenoid; antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos fornecem nutrientes essenciais a manutencao da vida
e também compostos bioativos, como os carotenoides. Embora estes
compostos sejam micronutrientes, presentes em niveis muito baixos
(microgramas por grama), 0sS carotenoides estdao entre 0s constituintes
alimenticios mais importantes (Rodriguez-Amaya et al., 2008). Sdo pigmentos
naturais, colorindo de amarelo a laranja ou vermelho muitas frutas, hortalicas,
gema de ovo, crustaceos e alguns peixes. S&8o considerados substancias
bioativas, com efeitos benéficos a salde, e alguns deles possuem atividade
pré-vitaminica A (Rodriguez-Amaya et al., 2008).

O B-caroteno é o carotenoide que apresenta maior atividade pro-
vitamina A, estando presente em alimentos amarelados, como a manga, a
cenoura e a abobora (Damodaran et al., 2008).

Além dos carotenoides, os compostos fendlicos também possuem
propriedades antioxidantes por sua constituicdo quimica, e sdo encontrados
geralmente em todo o reino vegetal. Estdo divididos em dois grupos: 0s
flavonoides e derivados e os acidos fendlicos (acidos benzoico, cindmico e
seus derivados) e cumarinas (Soares, 2002).

Pesquisas demonstram que a ingestdo de quantidades
expressivas de frutas e hortalicas estd associada a prevencdo de varias
doencas crénicas nao transmissiveis, como a aterosclerose, cancer, diabetes
tipo Il, hipertenséo arterial e obesidade. A ingestdo periddica de alimentos
ricos em carotenoides e compostos fenélicos pode prevenir a ocorréncia de
variadas doencas degenerativas (Podsedek, 2007).

Mesmo com estudos cada vez mais frequentes para as evidéncias
bioguimicas, clinicas e epidemiolégicas de muitos compostos funcionais, o
consenso cientifico ainda ndo ocorreu para que se tenha politicas publicas
referentes ao seu uso. Pesquisas para identificagdo, acdo biolégica e alimentos
dirigidos para a saude publica ainda se fazem necessarias (Del Ré; Jorge,
2012).

O conteudo de carotenoides nas hortalicas pode ser influenciado

pela variedade, grau de maturacéo, condi¢bes de cultivo, estacdo do ano e
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pela parte da hortalica que € consumida. As condicdes de colheita,
armazenamento e exposicdo para o0 consumidor podem alterar o seu
conteldo, tanto qualitativamente quanto quantitativamente (Campos et al., 2006).

Dentre as diversas hortalicas consumidas no Brasil, tem-se a abdbora,
que pertence a familia Cucurbitaceae. As cucurbitaceas sdo conhecidas pela
grande versatilidade e valor alimenticio e dentre as principais espécies da familia
citam-se Cucurbita sp. (abdboras, abobrinhas e morangas) Cucumis sp. (pepinos,
meldes e maxixe), Sechium eduli (chuchu), Citrulus lanatus (melancia), Lageraria
sp. (abobrinha d’agua ou marimba), Luffa sp. (bucha) e Mormodica charantia
(meldo de sédo caetano). O género Cucurbita sp. compreende varias espécies
conhecidas. As cinco espécies mais comumente cultivadas sdo Cucurbita pepo,
Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, Cucurbita argyrosperma e Cucurbita
ficifolia (Gonzaga et al., 1999). As abdboras de polpa laranja destacam-se por
possuirem elevados teores de carotenoides, principalmente (-caroteno (Barroso
et al., 2007, Carvalho et al., 2012).

Abdboras sdo plantas comuns amplamente cultivadas e utilizadas
como alimento desde os tempos antigos. Algumas espécies, tais como
Cucurbita moschata, Cucurbita maxima e Cucurbita pepo, revelaram elevados
niveis de carotenoides, principalmente a e B-caroteno, criptoxantina, luteina e
zeaxantina (Boiteux et al., 2007; Rodriguez-Amaya et al., 2008). Dentre essas
espécies, a Cucurbita moschata destaca-se devido a possibilidade de certos
acessos do fruto apresentarem altos teores de B-caroteno, isto €, de pro-
vitamina A. Entretanto, este conteudo sofre interferéncia de fatores genéticos e
sazonais dentre outros (Jacobo-Valenzuela et al., 2011).

As abdboras do género Cucurbita sdo amplamente cultivadas,
principalmente nos estados da regido nordeste. Por possuirem grande
quantidade de carotenoides com atividade pré-vitamina A, podem servir para
ajudar a minimizar a deficiéncia de vitamina A, que é um problema de saude
publica que afeta principalmente criancas e mulheres em é&reas carentes do
Brasil (Arima; Rodriguez-Amaya, 1988; Carvalho et al., 2012).

Segundo dados da Organizacéao das Nac¢des Unidas para Agricultura
e Alimentacédo (FAO), a producdo mundial de aboboras em 2013 superou 24
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milhdes de toneladas. S6 a China produziu 28,9 % da producao, destacando
também a India, Russia, Estados Unidos e Egito (FAOSTAT, 2015).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de espécies vegetais,
sendo uma fonte apreciavel de terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados.
Estes antioxidantes tém demonstrado ser excelentes compostos bioativos,
sendo utilizados na industria alimenticia e farmacéutica (Zheng; Wang, 2001).

Em seus estudos, Sousa et al. (2012) analisaram teores de
carotenoides totais e de B-caroteno. Os acessos de mais altos teores de
carotenoides totais sdo fontes apreciaveis destes importantes compostos para
a alimentacdo humana, sendo possivel um maior aproveitamento de seu
potencial.

Tendo-se em vista a existéncia de compostos antioxidantes como
carotenoides e fendlicos em espécies de Cucurbita spp. e a lacuna existente na
literatura relativa a caracterizacdo destes compostos nestas espécies, fazem-
se necessarias a sua quantificacdo, bem como a avaliacdo da sua capacidade
antioxidante.

O presente estudo teve como objetivo a caracterizagao, in vitro, de
compostos bioativos, bem como a determinacdo de caracteristicas
guimicas e fisicas de diferentes espécies de cucurbitaceas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Abdboras in natura das cultivares Jacarezinho (C. moschata),
Exposicdo (C. maxima) e hibrido Jabras (hibrido obtido do cruzamento de uma
linhagem de C. maxima e outra linhagem de C. moschata) (Figura 1), foram
produzidas no segundo semestre de 2013 em campos de producao
experimental na Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, seguindo as
praticas agronémicas empregadas para as espécies em estudo. Os
frutos foram colhidos no ponto 6timo de maturidade horticola e
imediatamente levados para o Laboratério de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos (LCTA) da Unidade.

Figura 1 - Cultivares Jacarezinho (C. moschata) (A), Exposi¢céo (C. maxima) (B)
e hibrido Jabras (C).

2.2 Processamento das amostras

Os frutos foram higieneizados manualmente em agua corrente,
sanitizados por imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio (100 mg L™?) por
10 min, cortados ao meio e analisados quanto a cor da polpa.

Para as demais analises, os frutos foram descascados
manualmente (x2 mm de espessura de casca) e as sementes retiradas
manualmente e posteriormente a polpa foi ralada em processador de
alimentos (SKYMSEN PA-7, SC, Brasil). As polpas raladas foram

acondicionadas em sacos de polietileno de 12 micras, com aproximadamente
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100 g cada, devidamente identificados, selados e, em seguida, armazenados

a -18°C até o momento da realizacao das analises.

2.3 Caracterizacdao fisica e quimica das abdboras

2.3.1 Determinacao de massa
Para determinagdo da massa fresca, os frutos foram pesados
individualmente em balanca eletronica (FILIZOLA, BP6, Campo Grande,

Brasil). O percentual de rendimento foi obtido pela seguinte equacéao:

(massa da (polpa, casca, semente ou aparas)
massa do fruto inteiro

R(%)= (Equacao 1)

2.3.2 Analise de cor

A determinacao da cor foi medida, pelo sistema CIELAB, sendo L* a
luminosidade, C* a cromaticidade, e H° o angulo Hue, em colorimetro
(MINOLTA, Cr 200 b, Osaka, Japao). Os valores numéricos de a* (a* negativo,
verde; a* positivo, vermelho) e b* (b* negativo, azul; b* positivo, amarelo) foram
convertidos em cromaticidade (C* = [a” + b")]*?), que indica a intensidade da

cor, e em angulo Hue (h° = tan* @ que indica a tonalidade (McGuire, 1992).

2.3.3 Determinacao da composicao centesimal

O extrato etéreo foi determinado por extracdo com solvente em
temperatura elevada com modificagdes (AOCS, 2005). O teor de nitrogénio
total foi determinado pelo método de Kjedahl e o teor de proteina bruta foi
obtido pelo uso do fator 6,25 para converséo de nitrogénio em proteina. Cinzas
foram determinadas utilizando-se o método de incineragéo a 550°C (IAL, 2008).
O teor de fibra bruta foi determinado por digestdo acida e béasica (IAL, 2008).
Os carboidratos foram obtidos pelo calculo da diferenca entre a soma total dos
valores encontrados para proteina, extrato etéreo, fibra bruta, cinzas e agua.

Os resultados foram expressos como percentual de amostra em base seca.
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2.3.4 Determinacao de pH, solidos sollveis totais (SST), acidez titulavel
total(ATT), relagcdo SST/ATT e umidade
O pH foi determinado por leitura direta das amostras

homogeneizadas em agua destilada na proporcéo 1:9 p/p em potencidémetro
(QUIMIS, Q799-D2, Sédo Paulo, Brasil). O conteddo dos solidos soluveis
totais (SST) foi determinado em refratdmetro digital (ATAGO, PR-101,
Tokyo, Jap&o), com resultados expressos em °Brix. Para acidez titulavel total
(ATT), as amostras foram tituladas com NaOH (0,1 N) em titulador
automatico (QUIMIS, Q799-D2, Sao Paulo, Brasil), sendo expressa em
equivalente de 4cido citrico, em g 100 g’. A relacdo SST/ATT foi
determinada pelo quociente entre os dois constituintes. A umidade das
amostras foi determinada por secagem da amostra em estufa, a 105°C, até
massa constante. As analises foram realizadas de acordo com metodologias
do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

2.3.5 Teor de Carotenoides

O processo de extracdo dos carotenoides totais baseou-se na
metodologia de Rodriguez-Amaya et al. (1999), com algumas modificacdes.
Pesou-se aproximadamente 2 g da amostra, que foi macerada em almofariz
usando, no total, 50 mL de acetona gelada (10°C) e homogeneizacdo por 1
minuto. O extrato foi filtrado a vacuo através de papel filtro em um funil de
Buchner. A extracéo foi repetida até o residuo ficar esbranquicado. O filtrado foi
transferido para um funil de separacédo contendo 40 mL de éter de petrdleo,
onde ocorreu a particdo dos carotenoides para o éter. A acetona foi retirada do
funil por meio de trés lavagens consecutivas com agua destilada. Foi utilizado
sulfato de sddio anidro para remocao da agua residual. Aferiu-se o volume (50
mL) com éter de petréleo. A leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm.
Durante toda a extragdo, a vidraria foi mantida protegida da luminosidade.
Secou-se aliguota de 5 mL sob N;, que foi ressuspendida no momento da
quantificacdo de p-caroteno.

A quantificagdo dos carotenoides foi determinada por
espectrofotometria, efetuando-se leitura da absorbancia do extrato obtido na
etapa de extracdo no comprimento de onda a 450 nm e, em seguida,
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calculando-se a sua concentragdo com coeficiente de absortividade (Ei%

referente a extincdo do B-caroteno em éter de petréleo (Davies, 1976).

1 Abs.Vol.10* _
CT(ug g")=——=5—— (Equagéo 2)
Efon-P

CT = carotenoides totais; Abs = absorbancia no A maximo; Vol = volume da

diluicdo (mL); EX*1cm = 2592; P = peso da amostra (g).

2.3.6 Teor de B-caroteno

A escolha pela quantificagcdo do teor de B-caroteno deveu-se pela
relacdo aos carotenos proé-vitaminicos, que foi observado como majoritario nas
amostras de abobora.

A identificacdo e quantificagdo de [(-caroteno foram realizadas em
um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, constituido por um
modulo de mistura dos solventes, desgaseificador, bomba reodine, sistema de
controle, forno de coluna e amostrador automatico (Shimadzu, SPD-M20A,
Japao).

A identificacdo e quantificagdo de [(-caroteno nas amostras foi
realizada em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu,
Japao), constituido por um médulo de mistura dos solventes, desgaseificador,
bomba reodine, sistema de controle, forno de coluna e amostrador automético.

A separacdo foi realizada em uma coluna analitica de fase reversa
Waters Cig Spherisorb (4,6 x 150 mm) revestida internamente com
grupamentos octadecil (particulas de 3 um). A deteccdo para B-caroteno foi
realizada a 450 nm. Os dados foram adquiridos e processados com uso do
software SL Solution. Para a separacéo, injetou-se 20 yL de amostra que foi
diluida em acetona e foi filtrada em membrana de PVDF, e eluida em fase
movel composta por acetonitrila/metanol/acetato de etila nas proporcdes
80:10:10 (v/v/v) em corridas de 26 minutos. Utilizou-se vaz&o constante de 0,8
mL min™®. Os picos foram identificados pela comparacdo com o tempo de
retencdo do padréao de B-caroteno (Sigma Aldrich, EUA), e a quantificacdo para
a C. moschata foi baseada na curva analitica construida para o padrao: y= 6
10° x - 1294 (R? 0,9953). A quantificacdo de C. maxima e hibrido Jabras foi
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baseada na curva analitica construida para o padrdo: y= 7 10° x + 4106,9 (R*:
0,9942) em que y é a area do pico correspondente ao 3-caroteno e x € o valor

de concentracéo em pg g™

2.3.7 Teor de fendlicos totais (FT)

O teor de fendlicos totais nos extratos foi quantificado utilizando-se o
método Folin-Ciocalteu, com modificagbes (Singleton et al., 1999). Foram
adicionados, nesta ordem, 2,5 mL de Folin-Ciocalteau (15 mL de Folin e 30 mL
de agua destilada), 0,5 mL de extrato metanodlico da amostra e 2,0 mL da
solucdo de carbonato de sddio 10% em agua. Foi realizada a agitagdo em
vortex por 1 min e, em seguida, foi deixado reagir por 60 min. Foi realizada a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 765 nm. Uma curva analitica de
acido galico foi elaborada para expressar os resultados em miligramas de
Equivalentes de Acido Galico (EAG) (mg g). A equacéo da reta (y= 148,78x -
10,641; R?% 0,9938) foi obtida. Os contetidos dos compostos fendlicos totais
foram apresentados em matéria seca (liofilizada) para facilitar a comparacéo,
pois as amostras apresentam diferentes teores de umidade. Além disso, o
processo de liofilizagdo possibilita melhor conservacdo da amostra (Martins et
al., 2011).

2.3.8 Capacidade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante foi determinada pela metodologia do
radical estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe) (Kim et al., 2002). Uma
aliquota 0,1 mL de extrato metandlico da amostra foi adicionada a 3,9 mL de
solugdo metandlica de DPPHe (100 uM). A mistura foi homogeneizada e
mantida, em temperatura ambiente, por 30 min ao abrigo da luz. A absorbancia
foi lida em espectrofotbmetro a 517 nm, antes de adicionar a amostra (Ao) e
apos 30 min de reacdo (Af). A concentracdo de DPPH 'no meio de reacao foi
calculada conforme a curva de calibrac&o obtida por regresséao linear. O padréo
utilizado foi o &cido galico, as solu¢cbes de DPPH e padrdo foram preparadas
no mesmo dia da andlise. A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa

como percentual de sequestro do radical e calculada conforme a férmula:
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1-A
(%)Inibicao do radicaI=A—f. 100 (Equacgao 3)
0

2.4 Analise estatistica dos dados

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente
casualizado com trés tratamentos (espécies de abdboras) e trés repeticdes. As
amostras foram analisadas em triplicata. Os dados coletados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) seguida de comparacdo de médias pelo teste
de Tukey a 5%. As andlises foram realizadas utilizando o programa SPSS
versao 20.0 e GraphPad Prism® 5.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacdao fisica e quimica das abéboras

3.1.1 Determinacao de massa

Foram obtidas para as analises experimentais as seguintes
guantidades de massa de polpa, 9,0 kg de C. moschata, 17,4 kg de C.
maxima e 17,4 kg do hibrido Jabras.

O rendimento percentual no processamento das polpas das
espécies avaliadas foi (74,0 = 2,9%), (74,1 + 3,8%) e (77,0 £ 3,0%) para C.
moschata, C. maxima e hibrido Jabras, respectivamente. O residuo constituido
de cascas foi (10,8 + 0,8%), (11,2 £ 1,2%) e (12,6 + 2,50%), sementes (5,3 *
1,7%), (5,2 £ 2,0%) e (2,3 £ 0,1%) e aparas (9,3 = 1,5%), (8,1 £ 2,7%) e (6,4 £
1,10%) para C. moschata, C. maxima e hibrido Jabras respectivamente quando
a separacao for feita manualmente.

Na Figura 2, encontram-se o0s resultados de massa inicial (Ml),
massa de casca (MC), massa de polpa (MP), massa de semente (MS) e massa
de aparas (MA) em gramas(g) das amostras analisadas.
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Figura 2 - Avaliacdo das massas de aboboras em gramas(g). Massa inicial
(MI), massa de casca (MC), massa de polpa (MP), massa de semente (MS),
massa de aparas (MA). Os valores representam as médias (+ desvio padrao).
Letras iguais nas colunas respectivas as aboboras ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

As massas médias iniciais (MIl) dos frutos ndo apresentaram
diferenca significativa para C. moschata e hibrido Jabras; no entanto, ambas
produziram frutos menores que C. maxima (Figura 2). Os resultados
encontrados para Ml de C. moschata foram semelhantes aos reportados por
Jacobo-Valenzuela et al. (2011), que variaram de 0,59 a 8,75 kg. A C. maxima
apresentou valores de massa da casca (MC) (40 + 50,1%) superiores as
MC das demais amostras, possivelmente em razdo de seu formato
arredondado, achatado e os seus gomos longitudinais salientes, o que
propiciou maior dificuldade no descasque manual. Quanto & massa das
sementes (MS), o hibrido Jabras apresentou valores menores, de 2,5 e 4,3
vezes, do que em C. moschata e C. maxima, respectivamente, confirmando

ser esta uma caracteristica da cultivar (Botrel et al., 2013).

3.1.2 Andlise de cor

A cor e a uniformidade nas hortalicas, muitas vezes, sao indicativos
de frescor, sabor e valor nutricional (MacDougall, 2002). A luminosidade (L*)
da polpa esta relacionada com a coloracao clara e escura dos produtos. As

variagcbes de cores em frutos s&o principalmente devidas aos pigmentos
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denominados clorofilas, carotenoides e antocianinas, responsaveis pelo verde,
vermelho-amarelo, vermelho e azul-violaceo respectivamente (Jorge et al.,
2011). No consumo dos alimentos, a cor € um atributo que auxilia na aceitagcédo
ou rejeicdo de um produto (Amariz, 2011).

A obtencao da cor de um produto se da pela avaliacdo conjunta dos
atributos luminosidade (L*), cromaticidade (C*) e angulo Hue (h°). Os valores
meédios de L* para a polpa de C. moschata, C. maxima e hibrido Jabras foram

de 67,2, 76,0 e 76,7, respectivamente (Figura 3).

B C moschata
3 C. maxma
100+ a a a a a [ Hibrido Jabras
a a b |
80 b T | =
&0
404
204
0- LR T, " T
Luminosidade Cromaticidade Angulo Hue

Figura 3 - Luminosidade (L*), Cromaticidade (C*) e Angulo Hue (h°) das polpas
de C. moschata, C. maxima e hibrido Jabras. Os valores representam as
médias (+ desvio padrdo). Letras iguais nas colunas respectivas as abdboras
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

A faixa de L* varia de O (preto) até 100 (branco). A C. moschata
apresentou o0 menor valor de L* para a polpa (P<0,05), tendo, portanto,
coloracdo mais escura que as demais abdboras. Ja a polpa de C. maxima e o
hibrido Jabras mostraram-se mais claras, com maiores valores de L*. Amariz
(2011) obteve valores de L* para cucurbitdceas na faixa de 40 a 50, coloracao
mais escura do que as encontradas para as cucurbitas neste estudo. Gajewski,
et al. (2008) encontraram valor de 65,7 para L* em C. moschata, proximo ao

encontrado nesta pesquisa para a mesma espécie.
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Os valores de C* encontrados para todas as amostras apresentaram
semelhancas entre si (P>0,05). A C. moschata, a C. maxima e o hibrido Jabras
apresentaram valores de 69,2, 66,3 e 75,0, respectivamente. A C* est4 ligada a
saturacao da cor, utiliza escala de 0 (cor opaca) a 60 (cores puras), valores
mais altos sdo mais desejaveis.

O angulo de cor expresso como °Hue explica a cor propriamente
dita, variando em uma faixa de 0 a 360°; o 0° corresponde a cor vermelho, 90°
a cor amarelo, 180° a cor verde e 270° a cor azul (Voss, 1992). O angulo Hue
para C. moschata, C. maxima e hibrido Jabras foi de 72,2°, 81,3° e 84,1°,
respectivamente, onde a coloragédo obtida corresponde a laranja, pois a faixa
para esta cor varia de 55 a 90°. Portanto, a C. moschata apresentou menor
°Hue, diferenciando das demais. J& a C. maxima e hibrido Jabras foram
semelhantes entre si.

Em seus estudos, Amariz (2011) encontrou média variando entre
59,7° e 70,6° e quanto menor °Hue, maior a intensidade da cor laranja.
Diferencas entre os parametros de determinacdo de cor podem ocorrer devido

as diferencas geograficas ou das cultivares dos frutos (Tamer et al., 2010).

3.1.3 Determinacao da composi¢cao centesimal

Os percentuais de carboidratos na polpa de frutos maduros das
cucurbitaceas analisadas foram diferentes entre si. De forma decrescente 0s
percentuais obtidos para o hibrido Jabras, C. moschata e C. maxima foram os
valores (61,7 + 0,58%), (55,0 £+ 0,38%) e (46,6 £ 0,81%) respectivamente
(Figura 4).
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Figura 4 - Composicdo centesimal (CHO: carboidrato; proteina; EE; extrato
etéreo; fibras; cinzas; e dgua), expressa em matéria seca, das polpas de C.
moschata, C. maxima e hibrido Jabras. Os valores apresentados representam
as médias (+ desvio padrdo). Letras iguais nas colunas respectivas as

aboboras nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

A fracdo de carboidratos foi a variavel analisada que apresentou o
maior percentual na composi¢do centesimal, o que confirma ser a abébora um
alimento que contém Gtima quantidade deste macronutriente, que na ingestao e
absorcao é responsavel por liberar glicose e fornecer energia para as células.
Mesmo contendo percentuais altos de carboidratos, uma das caracteristicas
importantes do ponto de vista nutricional da abdbora é seu valor cal6rico baixo
que, dependendo da cultivar, pode variar de 15 a 25 kcal em 100 g (Nawirska-
Olszanska et al., 2014).

Os maiores valores médios de proteina foram obtidos para a C.
moschata e C. maxima, (13,5 £ 0,10%) e (13,4 + 0,26%), respectivamente
(Figura 4), sendo semelhantes entre si (P>0,05). Ja o hibrido Jabras
apresentou menor valor (10,0 = 0,14%). Entretanto, a Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TACO, 2011) relata conteddos de proteinas
préximos aos encontrados neste estudo, de 1,4 g 100 g* e 1,0 g 100g™ para
abobora cabotian e moranga, respectivamente, assemelhando-se com o
hibrido Jabras e a C. maxima, que obtiveram 1,39 g 100 g* e 1,19 g 100 g*

respectivamente.
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Os valores de extrato etéreo em C. maxima e hibrido Jabras foram
diferentes (P<0,05), e maiores do que os encontrados para C. moschata, sendo
eles (4,0 £ 0,35%), (3,0 £ 0,10%) e (2,45 £ 0,23%), respectivamente.

Para fibras totais a amostra que apresentou maior valor foi a C.
maxima com 11,3 £ 0,50% e as amostras de C. moschata e o hibrido Jabras
apresentaram valores semelhantes, de (7,7 £ 0,79%) e (7,2 = 0,48%),
respectivamente.

As cinzas em C. moschata foi de 9,1 + 0,93% e em C. maxima de
(10,3 £ 0,46%), sendo estatisticamente semelhantes (P>0,05). O hibrido Jabras
se diferencia, com valores bem inferiores, de (4,22 + 0,23%) (Figura 4). O teor
de cinzas geralmente é utilizado como critério na identificacdo dos alimentos
podendo ser considerado medida geral de qualidade (Albuquerque et al.,
2006). Um comportamento constante esperado no conteddo mineral nos
alimentos € de ndo se alterar com o tempo de armazenamento, exceto quando
existe contaminacdo microbiolégica, onde os microrganismos poderdo utiliza-
los (Belmiro et al., 2010).

3.1.4 Determinacdo de pH, solidos soluveis totais (SST), acidez titulavel
total (ATT), relacdo SST/ ATT e umidade

As amostras nédo diferiram significativamente quanto ao pH (Figura 5).
O pH de C. moschata apresentou-se acima do encontrado por Nawirska-
Olszanska et al. (2014), com valor de 6,9 para C. moschata. Entretanto,
coincide para C. maxima, que obteve pH variando de 7,0 a 7,8. Em seus
estudos, Alves et al. (2010) observaram aumento nos valores de pH de
aboboras durante o armazenamento, que considerou estar relacionado ao
consumo dos acidos organicos pelo processo respiratério. Os valores de pH
encontrados pelos autores ficaram entre 6,1 a 6,6 sendo inferiores aos

encontrados neste estudo.
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Figura 5 - Potencial hidrogenibnico (pH), sélidos sollveis totais (SST), acidez
titulavel total (ATT) e relacdo SST/ATT e umidade nas polpas de abdboras. Os
valores apresentados representam as médias (+ desvio padrdo). Letras iguais
nas colunas respectivas as aboboras néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Os sdlidos soluveis representam boa parte dos agucares (85 a 90%)
encontrados na maioria dos frutos, sendo o restante constituido de vitaminas,
fendlicos, pectinas e &cidos organicos (Alves et al., 2010). Visando ao
processamento, é interessante ter teores de sélidos solUveis mais elevados, ja
que no processamento ocorrera perda do suco celular por extravasamento do
corte o0 que ird ocasionar menor sabor doce do produto (Sasaki et al., 2006).

O hibrido Jabras apresentou maiores teores de solidos sollveis
(P<0,05), sendo (18,0 = 0,5%), superior as demais amostras (Figura 5). Porém,
0 8,0 °Brix encontrado foi inferior ao apresentado por Botrel et al. (2013), com
valor de 8,73 °Brix para o mesmo hibrido. Os valores deste estudo
encontraram-se dentro do intervalo de variacao reportada por outros autores,
como Jacobo-Valenzuela et al. (2011), de 5,40 a 11,0 °Brix; Santos et al.
(2011), de 5 a 10 °Brix para aboboras comerciais; e Nawirska-Olszanska et al.
(2014), de 11,9 °Brix para C. moschata e de 3,1 a 8,9 °Brix para C. maxima.

Os acidos organicos em hortalicas realcam o sabor dos alimentos,
como também estimulam a acdo de glandulas digestivas e peristaltismo

intestinal. Os teores de acidos livres em hortalicas variam entre 0,2 a 0,4 g
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100g™ de tecido fresco; por conseguinte, o pH é elevado (5,5 a 6,5), com
algumas excec¢oes (Nawirska-Olszanska et al., 2014).

Quanto aos teores de acidez total nas diferentes amostras, 0s
valores ficaram entre 0,15 e 0,3 g 100 g* de equivalente de &cido citrico. A C.
moschata e o hibrido Jabras foram semelhantes entre si (P>0,05). Ja a C.
maxima obteve o menor valor, mostrando ser diferente das demais, com acidez
2,3 vezes menor (Figura 5).

Nawirska-Olszanska et al. (2014) estudaram os acidos organicos em
aboboras (malico, citrico e fumarico) e verificaram a maior variacdo para o
acido citrico, que ficou entre 4,85 a 0,10 g kg™, constatando que os percentuais
de &cidos dependem da cultivar analisada.

A relacao entre sélidos sollveis totais e acidez titulavel total (ratio)
estd relacionada ao sabor. Quanto maior o equilibrio entre os teores de
acucares e acidos melhor o sabor. A C. maxima obteve o maior valor de ratio
(Figura 5), sendo (50,6 + 0,46%) superior as demais (P<0,05), demostrando ser
a espécie menos acida.

As amostras de abdbora avaliadas apresentaram conteudo
diferenciado para umidade (Figura 5). A C. moschata e a C. maxima foram
semelhantes entre si (P>0,05), enquanto que o hibrido Jabras apresentou (5,0
+ 3,5%) menos &agua em sua polpa. Resultados semelhantes foram
encontrados por Provesi (2010), que analisou cultivar diferente de C. moschata
e mesma cultivar de C. maxima, e encontrou teores de umidade de 90,2 e
91,3% respectivamente. Os valores encontrados para o hibrido Jabras e C.
maxima sao semelhantes aos relatados na Tabela de Composicdo de
Alimentos (TACO, 2011), de 88,5 e 95,9% para abdbora cabotian e moranga,

respectivamente.

3.1.5 Teores de carotenoides, B-caroteno e fendlicos totais
Os resultados da andlise de compostos bioativos apresentados na
Figura 6, mostram valores médios de 136,2 ug g* de carotenoides totais para

C. moschata, valores semelhantes aos encontrados por Ramos et al. (2009)
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para esta mesma espécie, que variou de 100,50-365,40 ug g*. Souza et al.
(2012) encontrou valores entre 14,93 - 290,62 ug g™ de carotenoides totais.
Dentre as diferentes amostras, a C. moschata foi a que apresentou
maiores valores para o0 conteudo de carotenoides, apresentando diferenca
significativa das demais espécies estudadas. C. maxima e hibrido Jabras se
assemelham nos valores de carotenoides totais. Em seus estudos, Rodriguez-
Amaya et al. (2008) também encontram maiores percentuais de carotenoides e
B-caroteno para espécie C. moschata. Estes teores também se encontram

dentro do intervalo reportado por Jacobo-Valenzuela et al. (2011).
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Figura 6 - Carotenoides totais (CT), B-caroteno e Fendlicos totais (FT) nas
polpas de C. moschata, C. maxima e hibrido Jabras. Os valores representam
as médias (+ desvio padrdo). Letras iguais nas colunas nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

O maior contetdo de B-caroteno foi encontrado para C. moschata
(117,1 pg g ), seguido de C. maxima (20,9 ug g*) e hibrido Jabras (8,6 ug g*)
(Figura 6), Provesi (2010), em sua pesquisa, encontrou 15,4 ug g™ de B-
caroteno em C. maxima, inferior ao encontrado neste estudo para a mesma
cultivar.

Outros estudos apresentam valores de 235 ug g* de B-caroteno em
polpa de C. moschata ‘Baianinha’ (Rodriguez-Amaya et al., 2008); 7 mg 100g™
de B-caroteno em C. moschata ‘Queijo Long Island’; valor entre 1,4 a 7,4 mg
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100g™ de B-caroteno em C. maxima; e 3,5 mg 100g™* de B-caroteno para o
hibrido Tetsukabuto cultivados na Austria (Murkovic et al., 2002).

Ha relatos que aumentos nos teores de carotenoides totais podem
ocorrer em funcdo do amadurecimento, ou seja, frutas e hortalicas apresentam
maiores teores de carotenoides quando colhidas maduras (Mercadante;
Rodriguez-Amaya, 1998).

Alves et al. (2010) verificaram redugao do teor de (3-caroteno durante
o0 armazenamento de abobora minimamente processada, seguida de
incremento no contetido, valores estes entre 1,1 a 1,9 mg 100g™* sugerindo que
pode ter ocorrido degradacdo seguida de sintese de B-caroteno. Os valores
estdo proximo dos valores encontrados para C. maxima e hibrido Jabras no
presente trabalho

Para os fendlicos totais C. moschata, C. maxima e o hibrido Jabras,
foram encontrados valores de 11,0, 3,78 e 56 mg g' em EAG,
respectivamente (Figura 6). A C. moschata apresentou teores de compostos
fendlicos significativamente superiores a C. maxima e o hibrido Jabras, sendo
gue ndo houve diferenca significativa entre estas duas Ultimas espécies. Os
teores de compostos fendlicos em C. maxima e o hibrido Jabras foram 2,9 e
2,0 vezes menores, respectivamente, que a C. moschata. J4, Tamer et.al.
(2010) reportaram valor de 476,6 mg 100g™ EAG para fendlicos totais em C.
moschata valor abaixo do encontrado neste estudo.

Pesquisas tém demonstrado que ocorre uma forte relagdo positiva
entre fendlicos totais e a capacidade antioxidante de frutas e hortalicas (Kaur;
Kapoor, 2002; Abdille et al., 2005), enquanto outras ndo tém evidenciado a
correlacdo (Kahkonen et al., 1999; Ismail et al., 2004). A correlacdo destas
duas variaveis neste estudo também nado foi evidenciada (dados néo

apresentados).

3.1.6 Capacidade antioxidante in vitro
A capacidade antioxidante total de extratos vegetais ndo traduz
precisamente, o que ocorre in vivo nas células vegetais, onde nestas ocorre

atividade dinamica de um sistema antioxidante formado por enzimas
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(superoxido dismutase, catalase, etc.) e compostos de baixo peso molecular
(flavonoides, taninos, etc.) (Neill et al., 2002).

A caracteristica do método do DPPH € que ele ndo envolve condi¢des
drasticas de temperatura e oxigenacao, ele possui coloracdo purpura. Por acao
de um antioxidante (AH) ou uma espécie radical (R.), o DPPH é reduzido,
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcdo, apresenta absorcdo entre 515-520 nm
(Molyneux, 2004). Assim, os resultados da capacidade antioxidante das

cucurbitaceas foram expressos em (%) de Inibicdo do radical DPPH (Figura 7).
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Figura 7 - Capacidade antioxidante de sequestrar o radical DPPH das polpas
das abdboras. Os valores representam as médias (+ desvio padréo). Letras
iguais nas colunas respectivas as aboboras, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (P>0,05).

A C. moschata, a C. maxima e o hibrido Jabras apresentaram
percentuais de inibicdo de 53,0, 52,8 e 58,5%, respectivamente (Figura 7). As
amostras nao apresentaram diferenca significativa entre si. Gajewski et al.
(2008), ao avaliarem a atividade antioxidante pelo método DPPH em trés
cultivares de C. maxima e uma cultivar de C. Moschata, reportaram valores de
10,2, 56,7, 73,2 e 63,1%, respectivamente, com alguns destes valores

préximos aos valores encontrados neste estudo.



51

4 CONCLUSAO

A C. moschata destacou-se no conteudo de compostos bioativos
(carotenoides, B-caroteno e fendlicos totais), em relacdo a C. maxima e ao
hibrido Jabras; no entanto, os materiais estudados apresentaram semelhanca
quanto a capacidade antioxidante e rendimento de polpa e producdo de

residuos durante o processamento.
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4.2 ARTIGO ORIGINAL

DESENVOLVIMENTO DE EMULSAO COSMETICA ANTIOXIDANTE
CONTENDO EXTRATO DE ABOBORA (Cucurbita moschata): AVALIACAO
DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E ESTABILIDADE

ANTIOXIDANT COSMETIC EMULSION DEVELOPMENT WITH PUMPKIN
(Cucurbita moschata) EXTRACT: ANTIOXIDANT CAPACITY AND
EMULSION STABILITY EVALUATIONS
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RESUMO

Tendo em vista o potencial cosmético ainda ndo explorado de extratos
de abdbora como antioxidante para a pele, este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento e caracterizagdo de emulsdo contendo extrato de abdbora
(Cucurbita moschata), visando a obter uma formulacdo com capacidade
antioxidante e estavel para o tratamento e nutricdo cutanea. Emulsbes Oleo-
em-agua foram preparadas contendo 0,5% do extrato de abobora em sua
composicdo. As formulagdes foram acrescidas ou ndo do antioxidante sintético
BHT para verificar sua influéncia na estabilidade das emulsdes. A estabilidade
em condi¢cdes ambiente (aproximadamente 25° C) e acelerada (40 + 2° C e 75
+ 5 % UR das formulacgfes foi entdo avaliada por um periodo de 90 dias, por
meio da andlise de parametros fisico-quimicos como caracteristicas
organolépticas, pH, espalhabilidade, capacidade antioxidante e teor de [-
caroteno das emulsbes. As formulacbes contendo o extrato de abdbora
apresentaram aspecto atrativo e valores de pH e espalhabilidade inicial
compativeis com a aplicacdo cutanea. Quando armazenadas em temperatura
ambiente, as emulsdes demonstraram estabilidade preliminar adequada ao
longo dos 90 dias de analise, com manutencdo do teor de [-caroteno e
capacidade antioxidante durante todo o periodo e leves alteracbes no pH e
espalhabilidade, que ndo devem afetar a sua performance. Conclui-se,
portanto, que as emulsGes desenvolvidas com extrato de abdbora possuem
potencial para se tornarem um produto cosmeético.

Palavras-chave: Extrato vegetal; antioxidante; Cucurbita moschata;

carotenoides.
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ABSTRACT

Pumpkin crude extract has the potential to be used in cosmetic industry,
although it is poorly explored. This research aimed the development and
characterization of the pumpkin (Cucurbita moschata) emulsion, aiming a stable
and antioxidant emulsion for cutaneous nutrition and treatment. 0,5% (w/v) oil-
water emulsions from crude extracts of C. moschata were formulated with and
without synthetic BHT antioxidant to evaluate its stability influence. The stability
under normal (25°C) and modified (40+2°C and 75+5% RH) climatic conditions
of emulsions were tested throughout 90 days, a period of which physical-
chemical emulsions conditions as organoleptic characteristics, pH, spreading,
antioxidant activity and B-carotene content were evaluated. Emulsions added
with small amounts of synthetic BHT antioxidant demonstrated to be stable
through 90 day period, with the maintenance of pH, spread and [(-carotene
content. As a result, emulsions with pumpkin (C. moschata) crude extract have
potential use as a cosmetic product.

Keywords: plant extract; antioxidante; Cucurbita moschata; carotenoids.
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1 INTRODUCAO

Os radicais livres sdo espécies produzidas no corpo humano por
meio de processos metabolicos, especialmente durante processos
inflamatorios e por influéncia de fatores externos, como a irradiacdo solar
(Darvin et al., 2011; Zastrow et al., 2009). Embora o organismo humano possua
mecanismos de protecdo para neutralizar os radicais livres, exposi¢coes
exacerbadas a luz do sol, o fumo e os efeitos do envelhecimento potencializam
a formacdo dessas espécies reativas (Darvin et al., 2011). Nesses casos,
quando o0s niveis de antioxidantes enddgenos estdo esgotados
significativamente, é recomendada a aplicacdo tbépica de substancias
antioxidantes (Freitas et al., 2015).

Dessa forma, muitos antioxidantes naturais, tais como quercetina,
catequina e carotendides, tém sido utilizados em produtos cosmeéticos devido a
sua eficacia na reducdo dos efeitos de radicais livres na pele, diminuindo o
fotoenvelhecimento cutaneo (Darvin et al., 2011; Freitas et al., 2015; Nichols;
Katiyar, 2010). Essas substancias estdo presentes em varias espécies
vegetais, e seu uso em substituicAio ou em associagcdo a antioxidantes
sintéticos vem crescendo devido a grande aceitacdo da populagéo por produtos
oriundos de fontes naturais (Lange et al., 2009; Buhler; Ferreira, 2008).

O interesse na aplicacdo de carotendides na promocdo da saude
humana remonta ha 80 anos, quando a ligagao entre (-caroteno e vitamina A
foi demonstrada pela primeira vez e a importancia na dieta de (-caroteno e
alguns outros carotendides como pro-vitamina A foi bem estabelecida (Britton
et al., 2008). Essas substancias podem ser encontradas em fungos, bactérias,
e em todos os tecidos verdes de plantas (Bauernfiend, 1981). Os carotenoides
sdo uma classe de pigmentos naturais, geralmente tetraterpenoides Cyo,
construidos a partir de oito unidades isoprendides Cs, com inversao de

sequéncia no centro da molécula (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica do B-caroteno (Fonte: Rowe; Sheskey, 2005).

A atuacdo dos carotenoides se da tanto na inibicdo da sintese de
oxigénio singleto quanto na interacdo sinérgica com a vitamina E para inibir a
peroxidagcdo lipidica (Schwenke, 1998). Estudos tém demonstrado uma
redugdo moderada no desenvolvimento de eritema induzido pelo sol por meio
de aplicacdo de carotendides na pele (Goralczyk; Wertz, 2008).

A abdbora é um alimento vegetal rico nos principais carotenoides,
além de possuir pequenas quantidades de seus precursores e derivados, o que
torna sua composicdo complexa e variavel (Rodriguez-Amaya et al., 2008).
Este fruto pertence a familia Curcubitaceae, e as espécies mais comumente
cultivada de abdboras sdo Curcubita pepo, Curcubita maxima, Curcubita
argyrosperma, Curcubita ficifolia e Curcubita moschata (Gonzaga et al.,
1999).

Estudos realizados sobre a composicdo de carotendides em
aboboras cultivadas no nordeste do Brasil identificaram que a Cucurbita
maxima, variedade Jerimum caboclo, apresentou 11 tipos de carotendides,
sendo 60% luteina e 27% pB-caroteno, e a Cucurbita moschata, variedade
baianinha, 19 tipos de carotendides, sendo 74% (317,8 ug g*) B-caroteno
(Arima; Rodriguez-Amaya, 1990). Além disso, variacdo de fatores tais como:
processo de preparo da matéria-prima, variedades da espécie e do estado de
maturacdo do fruto mostraram influenciar sobremaneira a composicao de
substancias bioativas presentes em aboboras (Shi et al., 2010).

Diante do exposto e tendo em vista que o potencial cosmético de
extratos de abdbora como antioxidante para a pele ndo foi explorado até o

momento, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizacao



62

de emulsdo contendo extrato de abdbora (Cucurbita moschata), visando a
obter uma formulagcdo com capacidade antioxidante e estavel para o tratamento

e nutricdo da pele.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Material

O padrao de B-caroteno (99,9% de pureza), bem como os reagentes
ABTS [2,2’-azinobis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)] e persulfato
potéssico, utilizados na andlise de capacidade antioxidante, foram obtidos da
Sigma-Aldrich (EUA). Para preparo da emulsao, foram utilizados metilparabeno
(lote 1103174) e EDTA (lote 1000310) obtidos da Vetec (Brasil), propilenoglicol
(lote A955D5FL11) e cera Polawax® (lote 000594728) obtidos da Viapharma
(Brasil), hidroxitolueno de butila (BHT, lote 5789) obtido da Opc¢ao Fenix
(Brasil), propilparabeno (lote 200908223#8) obtido da DEG (Brasil), e vaselina
liquida (lote 130516EC5875) obtida da Pharma Nostra (Brasil). Trietanolamina
e solucdo de acido citrico a 40% foram utilizadas para a correcdo do pH no
produto final. Etanol e acetona, grau farmacéutico, foram obtidos da Vetec
(Brasil). Solventes como acetonitrila (lote 1206105) e acetato de etila (lote
1208987) obtidos da Vetec (Brasil) e metanol (lote 71056) obtido da Dinamica

(Brasil), utilizados nas anélises cromatogréficas, eram de grau HPLC.

2.2. Obtencdao do extrato de ab6bora

Quatrocentos e cinquenta gramas de polpa da abdbora Jacarezinho
(Cucurbita moschata) cultivadas no campo da Embrapa Hortalicas-DF e
previamente liofilizadas (liofilizador Terrone®, modelo L3000) foram submetidos
a trituracdo em moinho. Aliquotas de 10 g da amostra de polpa liofilizada foram
dissolvidas em 300 mL de acetona e armazenadas sob refrigeracdo a 4 £ 2° C
durante 48 horas. Ap6s o periodo de infusdo, a dispersédo foi colocada para
agitar em agitador magnético (Thelga, Brasil) durante 30 minutos e filtrada em
filtro de |& de vidro média por duas vezes e submetida a dessecacéo, utilizando
evaporador rotativo com banho-maria (Tecnal®, modelo TE 211, Brasil) a

temperatura de 40 + 1° C. A amostra passou entdo por camara de secagem a
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30 £ 2° C. Todo o procedimento ocorreu ao abrigo da luz (Souza; Ferreira,
2010; Rockenbach et al., 2007). O extrato obtido foi armazenado em placa de
petri vedada, protegida da luz em temperatura -20 + 2° C até o momento de
sua utilizacéo para o preparo das formulacdes. O percentual de rendimento da

extracao foi calculado como sendo 2,35%.

2.3. Preparo das formulagdes

Produziram-se trés lotes de duas diferentes formulacbes, com
variacdo na presenca do agente antioxidante sintético BHT e do extrato. As
formulacbes foram designadas: (i) ABHT para indicar a auséncia do agente
antioxidante sintético BHT e (ii) PBHT para indicar a presenca de BHT em sua
composicdo. O percentual de cada um dos componentes nas formulacdes

analisadas esta especificado na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao das formulacdes de emulsdes submetidas ao estudo de

estabilidade acelerada por 90 dias.

Quantidade dos componentes nas diferentes
formulagdes (% p/p)

Componentes
ABHT PBHT

Extrato de C. moschata 0,5 0,5
Cera Polawax™ 11 11
Vaselina liquida 5 5
Propilparabeno 0,02 0,02
Metilparabeno 0,15 0,15
BHT - 0,5
EDTA 0,1 0,1
Propilenoglicol 5 5
Agua destilada qsp. qsp.

As emulsbes foram preparadas aquecendo-se em banho-maria os
componentes da fase oleosa (cera Polawax'™, vaselina liquida e

propilparabeno) a 80° C e todos o0s componentes da fase aquosa
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(metilparabeno, BHT, EDTA, propilenoglicol e agua destilada) a 85° C. As fases
foram homogeneizadas em batedeira planetaria (Arno®, Brasil), com batedor do
tipo baldo, vertendo-se a fase aquosa sobre a fase oleosa e mantendo-se a
agitacdo por aproximadamente 40 minutos até arrefecimento. Por fim,
procedeu-se a correcdo do pH para 5,5 utilizando-se solucdo de acido citrico
40%. Para a elaboracdo das emulsdes contendo o extrato, metade do contetdo
total de vaselina liquida foi usado na preparacdo da emulsédo base e o restante
usado para solubilizar o extrato que foi incorporado a base resfriada sob

agitacao até completa homogeneizacéo.

2.4 Estabilidade acelerada das emulsdes

Aliguotas de 30 g das emulsbes recém-preparadas foram
envasadas, em triplicatas, em recipientes de vidro transparentes com
capacidade para 90 mL, dotados de tampa rosqueavel, e armazenadas ao
abrigo da luz em condi¢des climaticas distintas (condicdes ambientais e em
camara climética a 40 £ 2° C e 75 £ 5 % UR). A estabilidade das formulaces
foi avaliada nos tempos 1, 7, 15, 30, 60 e 90 dias ap6s manufatura, mediante a

realizacdo de ensaios fisico-quimicos descritos a continuagao.

2.5 Caracterizacdao fisico-quimica das emulsdes

2.5.1 Caracteristicas organolépticas

A andlise das propriedades organolépticas das formulacdes
considerou os parametros de aspecto, cor, odor e textura, com uso dos critérios
apresentados na Tabela 2. Aliguota de cada amostra foi comparada com
padrées, armazenados a temperatura de 25°C + 2°C e ao abrigo da luz. O
aspecto e a cor foram avaliados visualmente e o odor diretamente através do
olfato (BRASIL, 2004).
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Tabela 2- Parametros usados para avaliacdo das caracteristicas organolépticas

das emulsdes submetidas ao estudo de estabilidade acelerada por 90 dias.

Siglas Caracteristicas

N Normal sem alteracao

OA Opaco - aspecto

BA Brilhoso - aspecto

LMC Levemente Modificada - Cor
LMO Levemente Modificado - Odor
MC Modificado - Cor

MO Modificado - Odor

IMC Intensamente Modificada - Cor
IMO Intensamente Modificado - Odor
LT Lisa- Textura

AET Aerada - Textura

ART Arenosa - Textura

Fonte: BRASIL, 2004.

2.5.2 Determinacéao de pH

Amostras de 1 g das emulsées PBHT e ABHT, em triplicata, foram
dispersas em 9 mL de agua destilada (Ferrari, 2002). O pH de cada mistura foi
determinado com o auxilio de um medidor de pH (Labmeter®, Modelo PHS-3B)
pela insergéo direta do eletrodo. As medidas foram realizadas em temperatura

ambiente.

2.5.3 Teste de espalhabilidade

A espalhabilidade das emulsbes ABHT e PBHT foi determinada de
acordo com a metodologia proposta por Knorst (1991). Utilizou-se uma placa
molde de vidro circulares de 20 cm de diametro, 0,3 cm de espessura e com
orificio central com diametro de 1,2 cm, sobreposta sobre uma placa de vidro

quadrada (20 cm x 20c m), ambas colocadas sobre uma folha de papel
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milimetrado. Adicionou-se aproximadamente 1 g de amostra no orificio,
nivelando com auxilio de uma espatula. Retirou-se a placa circular e sobre a
amostra foram colocadas cinco placas de vidro (diametro = 20 cm; espessura =
0,3 cm), sucessivamente em intervalos de um minuto, com anotacdo dos
diametros formados nas posi¢cdes vertical e horizontal. As placas tinham os
respectivos pesos: placa 1- 302,08 g; placa 2- 300,32 g; placa 3 -300,03 g;
placa 4- 302,28 g e placa 5- 301,01 g. Para o calculo da espalhabilidade foi

utilizada a seguinte equacéao (Lange et al., 2009):

2

4
Ei = espalhabilidade da amostra para peso i (mm?2) d = diametro

Ei= (Equacgao 1)

médio (mm) 1 = 3,14.

2.5.4 Teor de B-caroteno

A identificacdo e quantificacdo de [B-caroteno nas amostras foi
realizada em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu,
Japao), constituido por um modulo de mistura dos solventes, desgaseificador,
bomba reodine, sistema de controle, forno de coluna e amostrador automatico.

A separacdo foi realizada em uma coluna analitica de fase reversa
Waters Cig Spherisorb (4,6 x 150 mm) revestida internamente com
grupamentos octadecil (particulas de 3 um). A deteccdo para B-caroteno foi
realizada a 450 nm. Os dados foram adquiridos e processados com uso do
software SL Solution. Para a separacéo, injetou-se 20 uL de amostra que foi
diluida em acetona e foi filtrada em membrana de PVDF, e eluida em fase
moével composta por acetonitrila/metanol/acetato de etila nas proporcdes
80:10:10 (v/v/v) em corridas de 26 minutos. Utilizou-se vaz&o constante de 0,8
mL min™. Os picos foram identificados pela comparacdo com o tempo de
retencdo do padrdo de B-caroteno, e a quantificacdo foi realizada baseada na
curva analitica construida para o padréo: y= 6 10° x - 1294 (R? 0,9953), em
que y € a area do pico correspondente ao [-caroteno e x € o valor de

concentracdo em ug g™
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2.5.5 Capacidade antioxidante in vitro

A avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro do extrato de
abobora nas emulsdes, assim como a verificagdo da manutencdo dessa
atividade ao longo do estudo de estabilidade acelerada foi determinada pelo
método de captura de radicais livres ABTS (Re et al, 1999). O radical foi
originado pela reacdo quimica com o persulfato potassico. Os resultados foram
expressos em Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao TROLOX (uM
TEAC).

O extrato foi extraido das emulsdes mediante dissolucdo de 0,2 g de
cada amostra em 0,5 mL de solucdo acetona:etanol (80:20 v/v), seguido por
homogeinizacdo em vortex e centrifugacdo a 10.000 rpm, por 5 minutos, a 25°
C. Para cada 20 uL do sobrenadante obtido foram adicionados 980 uL de
solucdo etandlica de ABTS (7mM) em tubo de ensaio, que foram
imediatamente homogeneizadas em vortex. Esta mistura permaneceu em
repouso por 6 minutos e ao abrigo da luz. Apés, a absorbancia foi avaliada em

espectrofotometro a 754 nm.

2.6 Andlise estatistica dos dados

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com 4
tratamentos dividido em esquema fatorial 2 x 2 (auséncia e presenga de BHT,
em duas temperaturas, 25°C e 40°C), em 6 parcelas subdivididas no tempo (1,
7, 15, 30, 60, e 90 dias), com 3 repeticdes (n= 30g).

Para a andlise estatistica dos resultados foram utilizados a analise
de variancia (ANOVA), o teste de Tukey para identificar diferencas
significativas entre as médias, usando o programa SPSS versdo 20.0 e
GraphPad Prism® 5.0. Diferencas entre as médias no nivel de 5% (P<0,05)

foram consideradas significantes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas organolépticas
Os resultados da andlise organoléptica das emulses submetidas ao
estudo de estabilidade por 90 dias em distintas condi¢cdes climéaticas estao

resumidos na Tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacdo organoléptica das amostras para aspecto (A), cor (C),
odor (O) e textura (T) durante o periodo de 90 dias.

Condi¢cdes ambientais Condi¢8es em camara climatica

(25+2°C) (40+£2°Ce75+5%UR)
Dias ABHT PBHT ABHT PBHT

cC O T A C ] T A C O T A C o] T

1 BA N N LT BA N N AET BA N N LT BA N N AET
7 BA N N AET BA N N AE BA N N LT BA N N AET
15 BA N N LT BA N N LT BA N N LT BA N N LT
30 BA N N LT BA N N AET BA N N LT BA N N AET
60 BA N N AET BA N N LT BA N N LT/ET BA N N LT/ET
90 BA N N LT BA LMC LMO AE BA N N LT/ET BA LMC LMO LT/ET

ABHT= auséncia de BHT, PBHT= presenca de BHT , N = Normal, BA= Brilhoso -
aspecto, LMC= Levemente Modificada — Cor, LMO= Levemente Modificado — Odor,
LT= Lisa - Textura, AET= Aerada — Textura, ET= Endurecimento - Textura.

Foi notado que o aspecto brilhoso e odor caracteristico de todas as
formulacbes foram mantidos até finalizacdo do estudo. Porém a coloracéo
inicialmente amarela (Figura 2) foi mantida apenas nas emulsées ABHT
armazenadas a 25 + 2° C, as emulsdes armazenadas em camara climéatica (40
+2°C e 75 +5 % UR), apresentaram leve modificacdo com escurecimento
superficial e odor, endurecimento da textura a partir do 60° dia, com progressao
dessa caracteristica entre o 60° e o 90° dia. Essas alteracbes podem ter
ocorrido em virtude da evaporacdo de agua da formulacdo produzindo
oxidacao superficial, e indicam que as formulagbes deverdo ser armazenadas
sem exposicdo ao calor. Em seus estudos Lange et al. (2009), também

observou alteracdo em emulséo contento 2% de resveratrol, provocada por
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evaporacao de agua ou acdo do calor que acelera as reacfes entre 0s

componentes da formulacao.

Figura 2 - Emulsbes a base de extrato de abdbora recém-elaboradas e
acondicionadas em potes de vidro com tampa rosqueavel. A) presenca do

extrato, B) presenca do extrato e BHT.

Todas as emulsdes obtidas com o extrato de abobora apresentaram
coloracdo amarelada, aspecto brilhoso e odor caracteristico da hortalica (Figura
2). Esse tipo de apelo é importante quando se trata de um produto cosmético

em que o consumidor é quem decidird pela escolha do produto, e essas

caracteristicas tendem a ser levadas em consideracdo no momento da escolha.

3.2 Determinacéo de pH

Variagdes no pH de uma emulsédo sdo também indicativos de perda
de estabilidade do sistema (Brasil, 2004) e a andlise desse parametro também
foi determinada durante o tempo de armazenamento. Os resultados da analise
do pH das emulsfes contendo o extrato ao longo do estudo de estabilidade por

90 dias encontram-se apresentados na Figura 3.
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Figura 3 - Avaliacdo do pH de emulsdes a base de extrato de abdbora
submetidas ao estudo de estabilidade acelerada por 90 dias. ABHT25-
Auséncia de BHT e 25°C, ABHT40- Auséncia de BHT e 40°C, PBHT25-
Presenca de BHT e 25°C, PBHT40- Presenca de BHT e 40°C. Barras verticais

representam as médias (+ desvio padrao).

Um comportamento relativamente estavel de pH frente as condicdes
climaticas avaliadas foi verificado. Pode-se observar que as emulsdes néo
sofreram alteracdes significativas (P>0,05) entre os primeiros 15 dias, como
também para o periodo entre o 30° e 0 90° de armazenamento.

Apesar de ambas as emulsbes terem tido o seu pH incialmente
corrigido com solucdo de acido citrico 40% no dia de preparo para valores
entre 5,6 e 5,7, verificou-se que apdés 24 h, a emulsdo PBHT apresentou
aumento do pH (para 6,3 a 6,4). Essa alteracédo inicial pode ser justificada por
problemas de homogeneizacdo da formulacdo, que normalmente tente a ser
estabilizada ap6s 24 h de seu preparo.

A partir do 30° dia de estudo, verificou-se que ambas emulsdes
sofreram um aumento proporcional entre si com relagéo a seus pHs (Figura 3).

Acredita-se que o0 acondicionamento, apesar de ter sido realizado em
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recipientes com tampas, pode ter favorecido a perda de agua com o passar do
tempo, caso uma vedacéao perfeita ndo tenha acontecido. Essa perda gera uma
concentracdo da formulagcdo com consequente aumento do pH, que indica a
concentracdo de ions hidroxila no sistema.

Apesar do aumento observado na Figura 3 ter sido significativo
(P<0,05), em termos praticos, o valor final é compativel com o pH da pele
(Leonardi et al., 2002) e, portanto, indicado para aplicacdo tdpica
dermatoldgica. Além disso, a analise estatistica dos dados revelou correlacdo
positiva, com coeficiente de correlagdo 0,6 e 0,547(dados ndo apresentados)
para as amostras PBHT e ABHT, respectivamente, entre o pH e a
concentracdo de [(-caroteno, indicando a manutencdo da estabilidade deste
metabdlito secundario com a manutencdo do pH acima de 5,7 ao longo do

estudo.

3.3 Teste de espalhabilidade

Espalhabilidade é definida como a expansdo de uma formulacdo
semissOlida sobre uma superficie apdés um determinado periodo de tempo
(Feltkamp et al.,, 1983), € uma das caracteristicas essenciais das formas
farmacéuticas destinadas a aplicacao topica (Knorst, 1991).

Na Figura 4 estdo apresentados os resultados do teste de
espalhabilidade das emulsées submetidas ao estudo de estabilidade acelerada

por 90 dias.
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Figura 4 - Demonstragdo da avaliagdo de espalhabilidade conforme as
formulacbes e condi¢cbes de temperatura armazenada no periodo de 90 dias.
ABHT25- Auséncia de BHT e 25°C, ABHT40- Auséncia de BHT e 40°C,
PBHT25- Presenca de BHT e 25°C, PBHT40- Presenca de BHT e 40°C. Barras

verticais representam as médias (+ desvio padrao).

A emulsdo que ndo continha o antioxidante sintético BHT (ABHT) e
gue foi armazenada em condi¢cdes ambientais apresentou uma espalhabilidade
mais constante durante todo o estudo, apesar de que a formulacdo contendo
BHT (PBHT) e mantida a temperatura ambiente também demonstrou
manutencao de espalhabilidade ao longo do estudo (Figura 4). Ja a formulacao
PBHT armazenada a 40 = 2°C e 75 + 5% UR foi a que apresentou maior
variacdo média de espalhabilidade no mesmo periodo, com valores variando
entre 3103,45 e 665,09 mm?. Essa alteracdo provavelmente ocorreu por perda
de 4gua da formulacdo, fato anteriormente mencionado para justificativa das
alteracOes ocorridas para caracteristicas organolépticas e pH, e que é afetada
mais diretamente para formulagcdes mantidas a temperaturas mais altas. A
andlise estatistica dos dados corrobora essa afirmacao, ao verificar correlagédo
negativa entre pH e espalhabilidade, com coeficiente de correlagéo -0,464 para

a emulsdo ABHT(dados nédo apresentados). Esse estudo corrobora os dados
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apresentados até aqui, que diz respeito a contra indicacdo em se armazenar as

formulagbes em ambientes com temperatura elevada.

3.4 Teor de B-caroteno

Na Figura 5 estdo apresentados os valores da quantificacédo de [3-

caroteno por CLAE durante o estudo de estabilidade acelerada por 90 dias.

60+

- ABHT 25
~ -+ ABHT 40
)
& 404 -+ PBHT 25
2 PBHT 40
e)
c
2
0
= 20+
9
a

0 1 1 T 1
715 30 60 90
Dias

Figura 5 - Avaliacdo de B-caroteno (ug g™ de emuls&o) durante o periodo de 90
dias nas diferentes emulsdes O/A. ABHT25- Auséncia de BHT e 25°C,
ABHT40- Auséncia de BHT e 40°C, PBHT25- Presenca de BHT e 25°C,
PBHT40- Presenca de BHT e 40°C. Barras verticais representam as médias (+

desvio padréo).

Pode-se observar uma queda do teor de B-caroteno no 15° dia para
todas as emulsbes, mas a queda foi significativa estatisticamente (P<0,05)
somente para as emulsbes em temperatura a 40°C. No entanto analisando-se
o perfil apresentado para os valores de [3-caroteno durante todo o periodo de
analise, com retomada do teor do marcador imediatamente no proximo tempo,
sugerindo que o ocorrido deveu-se por erro experimental na analise

guantitativa ou amostral.
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De maneira geral, portanto, ndo foi notada alteracao significativa no
teor de B-caroteno durante os periodos avaliado, sendo que as variagfes
apresentadas (Figura 5) estdo dentro dos limites de precisdo e exatiddo do

método analitico (P>0,05).

3.5 Capacidade antioxidante in vitro

Por fim, a manutencdo da capacidade antioxidante do extrato foi
examinada como complementacdo a analise do teor de [B-caroteno nas
formulagdes, de modo a revelar de maneira mais contundente a estabilidade na
efetividade das emulsbes preparadas. Assim, a capacidade antioxidante das
emulsdes submetidas ao estudo de estabilidade acelerada por 90 dias foram
expressas em Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao TROLOX (uM
TEAC) (Figura 6).
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Figura 6 - Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao TROLOX (uM TEAC)
das emulsdes submetidas ao estudo de estabilidade por 90 dias. ABHT25-
Auséncia de BHT e 25°C, ABHT40- Auséncia de BHT e 40°C, PBHT25-
Presenca de BHT e 25°C, PBHT40- Presenca de BHT e 40°C. Barras verticais
representam as médias (+ desvio padréo).

A formulacdo que continha somente o extrato de abobora (ABHT)
demonstrou capacidade antioxidante expressiva e constante durante todo o
periodo de estudo e mesmo submetida a temperaturas altas (Figura 6).
Conforme esperado, a emulsdo PBHT apresentou capacidade antioxidante
superior em virtude da presenca do composto sintético BHT, que demonstrou
agir de maneira sinérgica ao B-caroteno contido no extrato, aumentando o
potencial antioxidante da formulacéo.

Os resultados encontrados para as emulsdes evidenciaram a
manutencdo do teor e capacidade antioxidante durante todo o periodo de

estudo.
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4 CONCLUSAO

As emulsbes desenvolvidas com extrato de abdbora possuem
potencial para se tornarem um produto cosmeético. A formulacdo contendo o
extrato de abobora apresentou um aspecto atrativo e, pH e espalhabilidade
inicial compativel com a aplicacdo cutanea e, quando armazenada em
temperatura ambiente, demonstrou estabilidade preliminar adequada durante
os 90 dias de anadlise, com manutencédo do teor de [-caroteno e capacidade
antioxidante durante todo o periodo e leves alteracdes no pH e espalhabilidade,

que nao devem afetar seu desempenho.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com a producdo de uma maior quantidade de extrato de abdbora,
pretendem-se realizar experimentos in vitro de permeacdo cutdnea com as
emulsdes, para verificar se ha absor¢cdo de [-caroteno nas camadas mais
profundas da pele, o que seria mais um indicativo da efetividade da formulacéo

desenvolvida nesse projeto.
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5. CONCLUSOES

As analises dos resultados obtidos para Cucurbita spp. permitem
concluir:

Que a hortalica € fonte de carboidratos, e contém muita 4gua em sua
composicdo. As amostras de aboboras avaliadas apresentaram bom
rendimento de polpa, com potencial para serem utilizadas no processamento
industrial. Que as cucurbitaiceas apresentaram semelhanca quanto a
capacidade antioxidante. Além disso, Cucurbita moschata apresentou maiores
teores em carotenoides, fendlicos totais e 3-caroteno precursor de vitamina A.

A formulacdo contendo o extrato de abobora apresentou um aspecto
atrativo e, pH e espalhabilidade compativel para uso topico, com manutencao
do composto bioativo e capacidade antioxidante. A emulsdo armazenada em
temperatura ambiente demonstrou estabilidade preliminar adequada durante
todo o periodo de estudo. As analises sugerem gque as emulsdes desenvolvidas
com extrato de abdbora, possuem potencial para se tornarem um produto para

nutricdo cutanea, como cosmético.



