Cucurbita moschata (abobora):
Caracterizacdo Quimica e Atividade Antibacteriana para espécies de

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

LORENA DE LIMA GLORIA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
ABRIL - 2013



Cucurbita moschata (abobora):
Caracterizacdo Quimica e Atividade Antibacteriana para espécies de

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

LORENA DE LIMA GLORIA

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de Mestrado em
Producéo Vegetal

Orientadora: Prof. Dr. Daniela Barros de Oliveira

Co-Orientador: Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
ABRIL - 2013



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca do CCTA / UENF 065/2013

Glaria, Lorena de Lima

Cucurbita moschata (abobora) : caracterizac&o quimica e atividade
antibacteriana para espécies de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis | Lorena de Lima Gloria. — 2013,

97 f. -l

Orientador: Daniela Barros de Oliveira.

Dissertacdo (Mestrado - Producdo Vegetal) — Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias. Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Bibliografia: . 86 — 97.

1. Cwucurbita moschata 2. Atividade antioxidante 3. Atividade
antibacteriana 4. Alimento funcional |. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias. 1. Titulo.

CDD - 664.80462




Cucurbita moschata (abobora):
Caracterizagdo Quimica e Atividade Antibacteriana para especies

de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

LORENA DE LIMA GLORIA

Dissertagcédo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, como parte
das exigéncias para obtengéo do titulo de
Mestrado em Produgéo Vegetal

Aprovada em 18 de abril de 2013

Comissdo Examinadora \/J
Na ? Is) UFRJ
Pwe#aﬂa Motta (D.Sc., Biociéncia e Biotecnologia)
UENF | ‘
:fg,_{jaa‘: st‘i :! oF iﬂ:! P ’\Dt"@!\ﬂe
Prof. Dr® .Silvia Menez&s de Faria Pereira (D Sc., Engenharia e Ciencia dos
Materiais) UENF

Prof.Dr? Daniela Barros de Oliveira (D.S., Quimica de Produtos Naturais)
UENF (Orientadora)




Aos meus pais Tadeu e Penha,
meus irmdos Pablo e Lara e

meu noivo Tiago.



"Fé e Esperanga...

Onde encontro forcas para olhar

Para as dificuldades e saber que Deus
Vé-me muito além do que eu posso imaginar
Nele respiro fundo e...

Comeco tudo de novo

S0 por Ele, Nele e com Ele.”



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por ter sempre iluminado e guiado meus
caminhos, sendo meu abrigo nas tempestades e criado saidas, onde parecia nao
haver escapatérias. Sem Deus nada seria possivel e esta conquista nunca teria
sido alcancada.

A UENF que me permitiu desenvolver aqui esse trabalho.

A Capes pelo suporte financeiro.

Agradeco aos Professores Douglas Siqueira de Almeida Chaves, Olney
Vieira da Motta e Silvia Menezes de Faria Pereira por aceitarem fazer parte da
banca avaliadora deste trabalho.

Agradeco a Professora Daniela Barros de Oliveira que desde o inicio
esteve sempre de portas abertas para mim, confiando no meu trabalho e me
dando esperancas para seguir em frente. Agradeco por toda sua confianca,
dedicacdo, companheirismo, ensinamento, paciéncia e amizade. Com certeza
vocé mudou pra sempre minha vida académica e pessoal, muito obrigada por
tudo.

Agradeco ao professor Douglas Siqueira de Almeida Chaves por ter
aceitado participar deste trabalho, mostrando-se sempre tdo solicito todas as
vezes que lhe procurei.

Agradeco ao professor Olney Vieira da Motta que me abriu as portas de
seu laboratério possibilitando a realizacdo da parte biolégica desse trabalho.
Muito obrigada pela sua confianca, suas ideias, sua disponibilidade e
competéncia. Seus ensinamentos foram fundamentais para o desfecho dessa

dissertacao.

Vi



Aos meus pais Tadeu e Penha que sempre me incentivaram a realizar esse
sonho e me fortaleceram nos momentos de aflicdo. Vocés me fizeram acreditar
gue sou capaz e se hoje estou me tornando Mestra, € por vocés!

Aos meus irmdos Pablo e Lara que mesmo distantes nunca se fizeram
ausentes. Muito obrigada pelo amor de vocés dois, por me proporciarem
prazerosos momentos de descontracdo e por acreditarem em mim.

Ao meu noivo Tiago, que esteve comigo em todos os momentos dessa
dissertacdo, sendo minha fortaleza nos momentos mais dificeis e meu maior
incentivador. Agradecgo principalmente por sua paciéncia e amor que me davam
forcas para nao desistir de lutar. Parte desse trabalho é seu também, amo vocé!

As minhas amigas de laborat6rio Natalia e Larissa que sdo muito mais que
parceiras de trabalho, tornando-se confidentes e cumplices, quase irmas. Vocés
tornaram essa caminhada bem mais branda. Obrigada por toda ajuda, paciéncia,
risadas e amizade. Vocés sado mais que especiais pra mim!

Agradeco também aos amigos Rodrigo, Lucy, Clara, Isabela, Shalline,
Mariana, Simone, Jodo, Raphael e Geraldo pela ajuda nos experimentos,
companheirismo e momentos de distracdo. Agradeco a Vanessa, principalmente
nos interminaveis estudos de estatistica e bioquimica. N&ao teria conseguido sem
VOCES.

A minha prima Kamilla que é a irma que eu pude escolher, obrigada por
cada momento que dividimos.

A Silvinha, que fez a distancia do “colinho de mae” ser diminuida com todo
seu carinho, conselhos, amizade, companheirismo, ora¢des, incentivo,
preocupacao e dedicacdo. Vocé € uma pessoa iluminada. Obrigada por tudo que
vocé fez e faz por mim.

A professora Solange Silva Samardo que a vida me proporcionou a doce
surpresa de fazer com gue nossos trabalhos se cruzassem novamente. Muito
obrigada pelos seus ensinamentos, dedicacéo, conversas e apoio.

Enfim, a todos que me ajudaram, cada um do seu modo, de maneira direta

ou indireta, a conquistar esta vitéria. Meu muito obrigada!

vii



LISTA DE FIGURAS ................

LISTA DE TABELAS ...............

LISTA DE ABREVIACOES ......
RESUMO ......cooveveeecereene,
ABSTRACT ...ooveveveeeeeeeenne
1. INTRODUCAO ........co......
2. OBJETIVOS .....ceevevvevernnn.

2.1 — Objetivo geral ...............

2.2 — Objetivos especificos ...

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Composicao quimica ...
3.3.1 — Lipidios ...............
3.3.2 — Proteinas ............
3.3.3 — Carboidratos .......

3.2 — Alimentos funcionais ....

SUMARIO

3.3 — Radicais livres X antioXidantes ......ccuueeeeeee e

3.4 — Atividade antibacteriana a partir de extratos vegetais ......................

3.4.1 — O uso de antimicrobianos em alimentos .......c.covveviiiiiiiiinenn..

3.4.2 — GEnero StaphylOCOCCUS .........uuuvevviiiiieeieee e

o ~N o o oM N N P

e o
o A W, O



3.4.3 — Cucurbitaceaes no combate a Staphylococcus
3.5 — Material vegetal .........ccccccviiiiiiiiiii
3.5.1 — DescCriga0 DOtANICa .......uvvverrieiiiieeieieeeeeeeei
3.5.2 — Constituintes quimicos de Cucurbita moschata

3.5.3 — Propriedades medicinais X substancias isolada ......................

4. MATERIAL E METODOS .....oooieeeeeeeee e

4.1 — Coleta de material vegetal ...

4.2 — Andlises de caracterizag8o qUIMICA .......cc.ueeeeeeriiiiiiieeeee e riiiiieeee s

A2 1 —UMIAAE ..o e e e

4.2.2 — LIPIAIOS tOLAIS ..eeeiiiiiiiiiiee et e

4.2.3 — Nitrogénio total (proteinas) .........cccvveeeeeerivennen.
4.2.4 — Acucares redutores e totais (carboidratos) ......
4.3 — Preparo do extrato metanoliCo ............cccevvvvvvvveinnnnnnns
4.4 — Fracionamento do extrato metanolico .......................
4.5 — Atividade antioxidante ..........ccccccceveeeeieeiieeiiiiieiiis
4.6 — Ensaios biologicos do extrato metalico e fracoes .....

4.6.1 — MICrO-0rganiSIMOS ......ccvvvuuuiieeesiiiieeeeeeeeeeeeeeeennnrrn e eeeaaaaaeees

4.6.1.1 — Preparo doS iNOCUIOS .......cccvvvvevvvmiiiiiiiieeiie e e e eeee e i

4.6.2 — Avaliacao da atividade antimicrobiana .............

5. RESULTADOS E DISCUSSAO ......cocoveviiiiieieieieeeete e,

5.1 — Analises fiSiCo-quImMICas .........ccceeeeviveiiiiiiiie e

5.2 — Analises cromatografiCas ............ueeuuvuruuiiiiiiiieeei e e

5.2.1 — Cromatografia em Camada Delgada (CCD) ....

5.2.2 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ...................

5.2.2.1 — Cromatograma do extrato bruto metanélico (ECM) .........

5.2.2.2 — Cromatograma da frac8o FA ...,

5.2.2.3 — Cromatograma da frac80 G2 ...........ccccvvvvvviiieieeiieiiiieennnns

5.2.2.4 — Cromatograma da frac80o G2A .......cccceeeeeeeeeiieeeiiiiiiieee e,

5.2.2.5 — Cromatograma da fracdo A2 ....................
5.2.2.6 — Cromatograma da fracdo B1 ....................

5.3 — Atividade antioxidante (método do DPPH) ............cccccccieieeiviiiiieeeinn,

5.4 — Atividade antibacteriana ...........cccccvvveviiiiiiiieiiinnis
5.4.1 — Staphylococcus aureus ATCC 25923 ..............
5.4.2 — Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA)

iX

18
19
20
22
23
25
25
26
26
26
26
27
27
28
32
34
34
34
35
37
37
39
40
41

43
44
46
47
48
50
57
58
63



5.4.3 — Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ..........ccceeeeevvvvveennnns

5.4.4 — Staphylococcus aureus Cepa clinica humana .............ccccco.c...

5.4.5 — Avaliacdo da inibicAo do crescimento bacteriano frente a

diferentes cepas de Staphylococcus ....

5.5 — Relacéo entre a parte quimica e a parte bioldgica ..............cccvvueeeee.

6. RESUMO E CONCLUSOES ............

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

69
74

80
81
86
88



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Abobora (Cucurbita mOSChata) ..........ccoevvviiiriiiiiiii e 21
Figura 2 - Estrutura quimica de alguns constituintes caracterizados de
CUCUrbIta MOSCNALA ......cooiiiiie e e 23

Figura 3 - Esquema da obtencédo do extrato metandlico da polpa de abdbora

Figura 4 - Esquema de fracionamento e purificacdo do extrato metandlico da
polpa de abObOora ...........ooviiie e —————— 31
Figura 5 - Esquema da atividade antimicrobiana do extrato metandlico e das
fracbes da polpa de Cucurbita moschata pelo método da diluicdo em meio

o 8o Lo PP 36
Figura 6: Cromatograma em Camada Delgada (CCD) do extrato bruto e das
fracbes obtidas a partir da polpa de Cucurbita moschata (abobora),
mostrando as manchas caracteristicas. Fase movel: butanol: acido acético:
agua (3:1:1) e revelado com sulfato CErCO ...........ooovvvreeeiiiiiiiiiir e, 40
Figura 7: Cromatograma em Camada Delgada (CCD) da fracdo B1 da polpa

de Cucurbita moschata (abdbora). Fase moével: butanol: acido acético: dgua
(3:1:1) e revelado com sulfato CEFNICO ........cuuiiiiiiiiiiee e 41
Figura 8: Cromatograma do perfil quimico do Extrato Metandlico Bruto (ECM)
oriundo de Cucurbita moschata (abdébora) avaliado por CLAE no

comprimento de onda de 254 nm, e o espectro de UV do pico de retencao de

Xi



3,499 MINULOS ..oeiiiieeei et r e et e e er s e e e e e e eeeeeeeesbeeennnnnns 42
Figura 9: Cromatograma do perfil quimico da fracdo FA (fracdo 100%
aquosa) oriunda de Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no
comprimento de onda de 254 nm e espectro de UV do pico de retencéo de
3,488 MINULOS ..ovuiiiee et r s s e e e e e e e e e e e e e saeaseaeeeaaeeaeeeeesbeesnnnnnns 44
Figura 10: Cromatograma do perfil quimico da fracdo G2 oriunda de
Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de onda
de 254 nm e espectro de UV do pico de retengédo de 3,376 minutos ................ 45
Figura 11: Cromatograma do perfil quimico da fracdo G2A oriunda de
Cucurbita moschata (abébora) avaliado por CLAE no comprimento de onda
de 254 nm e espectro de UV do pico de retencéo de 3,302 minutos ................ 46
Figura 12: Cromatograma do perfil quimico da fracdo A2 oriunda de
Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de onda
de 254 nm e espectro de UV do pico de retencéo de 3,300 minutos ................ 48
Figura 13: Cromatograma do perfil quimico da fracdo Bl oriunda de
Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de onda
de 254 nm e espectro de UV do pico de retencéo de 3,412 minutos ................ 49

Figura 14: Estrutura quimica da quercetina (A), da apigenina (B) e da rutina

Figura 15: Mecanismo mostrando um composto aromatico aceitando um

elétron NA0 emMparelNado ..........ccoooei i —————————— 51
Figura 16: Reacédo entre 0 DPPH e um flavonadide ...............eviiiiiiciiinineeeenn, 52
Figura 17: Estrutura quimica do acido ascOrbiCo ..........ccccceeveeeeviieeiieeiiiiiiiinnnn 53
Figura 18: Oxidacéo do acido ascorbico em deidroascorbico ............ccccceeennnn. 53
Figura 19: Estrutura quimica do antioxidante comercial BHT .............cccccccunnn. 54
Figura 20: Reacédo quimica entre o radical DPPH e 0 BHT .......cccccoevviiiiiiinnn.n. 54

Figura 21 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo FA
de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ..ottt e et e e e e e — e e e e e aa e e e e annes 58
Figura 22 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo G2

de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC



Figura 23 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiotico
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo G2A
de Cucurbita moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC
12 1 2 T 60
Figura 24 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo A2 de
Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC
2 1 G T 61
Figura 25 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo B1 de
Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC
12 1 2 TP 62
Figura 26 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibidtico
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo FA
de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC

Figura 27 - Atividade antibacteriana do extrato bruto de Cucurbita moschata

(abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591 ........cccovvvvveveeennns 64
Figura 28 - Atividade antibacteriana da fracdo FA de Cucurbita moschata
(abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591 ........cooevvvvvvveeennns 65
Figura 29 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético

gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo G2

de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC

Figura 30 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiotico
gentamicina), do controle negativo (DMSOQO), do extrato bruto e da fracdo G2A

de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC

Figura 31 - Atividade antibacteriana da fracdo G2A de Cucurbita moschata
(abbbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591 ..........ccoevvvvveeenns 67
Figura 32 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo A2 de

Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC



Figura 33 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiotico
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo B1 de
Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC

Figura 34 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo FA
de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 ...ttt e e e e e e et e e e e et e e e e e ea b ae e e e e s
Figura 35 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragcdo G2
de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 ...ttt e e e e e e e e aa e e e e et e e e e e s e n b ra e e e e e e rees
Figura 36 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibidtico
gentamicina), do controle negativo (DMSOQO), do extrato bruto e da fracdo G2A
de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 ...t e e e e e e e e et e e e e e e e e re e e e e e e arees
Figura 37 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibidtico
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo A2 de
Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis
ATCC L2228 ...ttt et e ettt ettt e e e e e e st e e e e e e e ann b e rae e e s nnaees
Figura 38 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo B1 de
Cucurbita moschata (abObora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis
N O O 7 E PR
Figura 39 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo FA
de Cucurbita moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa
CHNICA NUMANA ... re e e e e e e e e s
Figura 40 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo G2
de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa
CHNICA NUMANA ... e ee e e e e e aeeeas
Figura 41 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético

gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo G2

Xiv

68

70

71

71

72

73

75

76



de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa
CHNICA NUMANA ... e rr e e e e e e eaens 76
Figura 42 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiotico
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo A2 de
Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa
CHNICA NUMANA ... e e e e e e e e s 77
Figura 43 - Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético
gentamicina), do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo B1 de
Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa
CHNICA NUMANA ... e rr e e e e e eeae s 78
Figura 44: Espectro de UV do pico de tempo de retencao (TR) igual a 3,302
minutos, correspondente a fragio G2A ........ v 83
Figura 45: Espectro de UV do pico de tempo de retencao (TR) igual a 9,434
minutos, correspondente a fragio G2A .........ooiiiiiiiiiiiiii e 83
Figura 46: Espectro de UV do pico de tempo de retencéo (TR) igual a 16,903
minutos, correspondente a fragio G2A .........ooiiiiiiiiii i 84
Figura 47: Esquema do flavondide e suas por¢cdes que geram as bandas de

absorcao caracteristiCas NO UV ......oocoiiiiiiiiiiiieecie e 84

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Espécies de Staphylococcus mais importantes na clinica médica ........... 17

Tabela 2 - Sistema de solventes utilizado na cromatografia em coluna aberta

=T o] [or=To [0 JN g F= RSyl { - Lo o 1= PSSR 29
Tabela 3 - Sistema de gradiente utilizado para realizacdo de CLAE ............ccce.e.. 32
Tabela 4 - Micro-organismos utilizados nos ensaios biol0gicos .............ccccevveveeennne. 34
Tabela 5 - Concentracdo das amostras usadas no ensaio biologico ...................... 35

Tabela 6 - Teores de umidade, lipidio, proteina e carboidrato da polpa da abobora
em termos percentuais (9/100g de amoStra) ..........cveeiiieeiiie e 37
Tabela 7: Area do pico majoritario no tempo de 3,499 minutos do cromatograma

do perfil quimico do Extrato Metandlico Bruto de Cucurbita moschata (abdbora)
avaliado por CLAE no comprimento de onda de 254 nm ...........ccooevvivviveeiiiiinnnnnn. 43
Tabela 8: Area do pico majoritario no tempo de 3,488 minutos do cromatograma

do perfil quimico da fracdo FA oriunda de Cucurbita moschata (abdébora) avaliado

por CLAE no comprimento de onda de 254 NM ............iiiieiiiiiiiieeiiiee e 44
Tabela 9: Area dos picos listados no cromatograma do perfil quimico da fracéo

G2 oriunda de Cucurbita moschata (abobora) avaliado por CLAE no comprimento

de ONAA AE 254 NIM ...ttt et e e e e e e e e e e e 45
Tabela 10: Area dos picos listados do cromatograma do perfil quimico da fracéo
G2A oriunda de Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no

comprimento de onda de 254 NIM .......ouiiiiiii e 47



Tabela 11: Area do pico majoritario no tempo de 3,300 minutos do cromatograma

do perfil quimico da fracdo A2 oriunda de Cucurbita moschata (abdbora) avaliado

por CLAE no comprimento de onda de 254 NM .........oooiiiiiiiiiiiii e

Tabela 12: Area do pico majoritario no tempo de 3,412 minutos do cromatograma

do perfil quimico da fracdo B1 oriunda de Cucurbita moschata (abébora) avaliado

por CLAE no comprimento de onda de 254 NM ........cooviviiiiiiiiii e

Tabela 13 - Atividade antioxidante pelo método do DPPH do extrato metandlico,
fracbes e dos padrdes fendlicos quercetina, rutina, apigenina, além do acido
ascorbico e 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT) .....coooiiiiiiiiiiiieiiieee e
Tabela 14 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto e
frac6es da polpa de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus
AUNEUS ATCC 25023 .o et e et e e e eeeeaa e e e e eeeaaans
Tabela 15 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto e
fracOes da polpa de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus
AUNEUS ATCC 25023 .ottt e e e et e e ettt e e e aeeeetaneneeeeennns
Tabela 16 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto e
fracOes da polpa de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 .......oooeeeeieieiiiieeiei e ee e e e e e e et ae e e et s s s e e e e e e e e e aeeeaeeeeennnns
Tabela 17 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto e
fracOes da polpa de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus
aureus Cepa Clinica NUM@NA ...........oooviiiiii e
Tabela 18 - Avaliacdo da inibicdo do crescimento bacteriano frente a diferentes

cepas de StaphYIOCOCCUS .......coooiiiiiiiiieei e e e e e e e e e eeaees

Xvii

48

54

62

69

73

78



LISTA DE ABREVIACOES

AA Atividade antioxidante

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AR AcuUcares Redutores

ART Acucares Redutores Totais

ATCC American Type Culture Collection

BHT Butil-Hidroxi-Tolueno

CCD Cromatografia em Camada Delgada
CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CMI Concentracao Minima Inibitéria

DMSO Dimetil suféxido Deuterado

DPPH 1,1-difenil-2-picril-hidrazila

DTAs Doencas Transmitidas por Alimentos
EEC Estacao Experimental de Campos

EM Espectrometria de Massas

EROs Espécies Reativas de Oxigénio

IDR Ingestédo Diaria Recomendada

\Y, Infravermelho

McF McFarland

MH Muiller Highton

MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina
NT Nitrogénio Total

XViil



PABA
Rf

RL
RMN
RP-2
Tr
UFC
uv

Acido para-aminobanzoico

Fator de Referéncia

Radicais Livres

Ressonancia Magnética Nuclear

Fase inversa com dois atomos de carbono
Tempo de Retencao

Unidades Formadoras de Col6nias
Ultravioleta

XiX



RESUMO

GLORIA, L.L. M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
abril de 2013. Cucurbita moschata (abobora): Caracterizacdo Quimica e Atividade
Antibacteriana para espécies de Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. Orientadora: Prof. Dr2. Daniela Barros de Oliveira; Co-Orientador:

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Almeida Chaves.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos
(LTA) em colaboragcdo com o Laboratério de Sanidade Animal (LSA), ambos
pertencentes ao Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA), na
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes, RJ. O objetivo do mesmo foi avaliar o perfil quimico da polpa e
fracGes de abdboras (Cucurbita moschata), sua composi¢cdo quimica, a atividade
antioxidante e a capacidade de inibir o crescimento de cepas da bactéria
Staphylococcus, o que justificaria o uso dessa Cucurbitaceae como um possivel
alimento funcional, e seu uso como antibacteriano. Para a obtencdo do extrato
bruto, as polpas das aboboras foram maceradas, liofilizadas e submetidas a
extracdo com metanol (10% p/v). Os fracionamentos cromatograficos foram
realizados com o intuito de se obter uma substancia mais purificada (B1). As

polpas de abdboras tiveram seus teores de umidade, lipidios, proteinas e

XX



carboidratos testados por metodologias preconizadas e os valores observados
estavam de acordo com os da literatura. Em relacdo a atividade antioxidante
verificou-se que ocorreu um aumento da capacidade de sequestro de radicais
livres com a purificagdo e a fracdo G2A apresentou um poder antioxidante
superior a 90% nas trés concentracfes analisadas. Na analise microbiolégica,
verificou-se que o crescimento de Staphylococcus foi inibido a medida que as
fracdes foram purificadas e foi possivel observar 100% de inibicdo do crescimento
da cepa bacteriana para as fragbes G2 e G2A. Desta forma, este trabalho permitiu
conhecer quimicamente as polpas de aboboras e verificar sua atividade
antioxidante e antibacteriana, o que contribui para o seu possivel uso como
inibidor de crescimento de Staphylococcus e uma potente sequestradora de

radicais livres.
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ABSTRACT

GLORIA, L.L. M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
april de 2013.Cucurbita moschata (pumpkin): Chemical Characterization and
Antibacterial Activity for species Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis. Advisor: Prof. Dr2. Daniela Barros de Oliveira; Co-Advisor: Prof. Dr.

Douglas Siqueira de Almeida Chaves.

This work was performed at the Laboratory of Food Technology (LTA) in
collaboration with the Laboratory for Animal Health (LSA), both belonging to the
Centre of Agricultural Sciences and Technology (CCTA), the State University of
North Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) fields Goytacazes, RJ. The purpose of it
was to evaluate the chemical profile of fractions of pumpkins and squash
(Cucurbita moschata), its chemical composition, antioxidant activity and ability to
inhibit the growth of strains of the bacterium Staphylococcus, which would justify
the use of this as a possible food Cucurbitaceae functional, and its use as an
antimicrobial. To obtain a crude extract, the pulps of pumpkins were macerated,
lyophilized and subjected to extraction with methanol (10% w/v). The
chromatographic fractionations were carried out in order to obtain a more purified
substance (B1). Pulps pumpkins had their moisture, lipids, proteins and
carbohydrates tested methodologies advocated by and observed values were

consistent with the literature. In relation to the antioxidant activity was found that
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there was an increased capacity for scavenging free radicals with the purification,
the fraction G2A antioxidant showed a greater than 90% at the three
concentrations tested. In microbiological analysis, it was found that the growth of
Staphylococcus aureus was inhibited as fractions were purified and it was
observed 100% inhibition of growth of the bacterial strain for the fractions and G2A
G2. Thus, this study helped identify chemical pulps pumpkins and verify its
antibacterial and antioxidant activity, which contributes to its possible use as an

inhibitor of growth of Staphylococcus one potent free radical scavenging.
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1. INTRODUCAO

Nas utimas décadas, o crescimento do setor agricola foi acompanhado
pelo desenvolvimento de pesquisas na area de tecnologia alimenticia, a fim de
atender as demandas da populacdo que acredita que os alimentos contribuem
diretamente para o seu bem estar. Esta tendéncia acarretou um crescente
consumo de frutas e hortalicas em todo o mundo (Falguera et al., 2012; Chen,
2011; Silva et al., 2009). Nesse contexto, os alimentos funcionais representam
uma area interessante para a industria de ciéncia e tecnologia de alimentos de
modo que, 0S mesmos sejam vistos ndo apenas como uma forma de fornecer os
nutrientes necessarios para o individuo, mas que eles possam atuar tanto no
melhoramento das funcfes fisiolégicas, bem como na reducdo dos riscos de
doencas (Annunziata e Vecchio, 2011; Chen, 2011).

Varias patogenicidades como diabetes mellitus, inflamacdes, doencas
cardiacas, aterosclerose, problemas pulmonares e processos de mutagénese e
carcinogénese podem ser agravadas pela formacdo de radicais livres no
organismo (Bernardes, et al., 2010; Mariod, et al., 2010; Awah et al., 2010;
Halliwell, 2009; Wu e Ng, 2008). Sendo assim, € consideravel a atencao voltada a
descoberta de propriedades antioxidantes a partir de recursos naturais como
plantas, animais e micro-organismos, por serem promissores agentes
terapéuticos na prevencao da formacao de radicais livres e seus efeitos deletérios
(Liu et al., 2011; Ngo et al., 2010; Awah et al., 2010).



Diversos produtos naturais como frutas, verduras, legumes e hortaligas,
ndo sé tém importante papel na alimentagcdo humana, como também apresentam
em sua composicdo substancias quimicas que atuam no organismo humano e
animal, reduzindo os riscos de certas doencas (Alves et al., 2010).

Os frutos de abdbora (Cucurbita moschata) sao utilizados como importante
fonte nutritiva & populacdo por serem ricos em vitaminas e minerais, além de
possuirem propriedades medicinais como ac¢do antioxidante, antidiabética,
anticancerigena, antiinflamatoria, antibacteriana, entre outras (Jacob-Valenzuela
et al., 2011, Yadav et al., 2010; Caili et al, 2006; Carvalho et al., 2009).

Algumas fontes vegetais tém sido usadas durante séculos como
fitoterapicos para doencas humanas, ja& que as mesmas contém componentes de
valor terapéutico (Ravishankar et al., 2012). Existem indmeras substancias
naturais isoladas a partir plantas que possuem atividades anti-fungicas,
antibacterianas e anti-protozoarios, podendo ser utilizadas sistemicamente ou
localmente (Al-Bakri e Afifi, 2007; Caili et al., 2006). Durante a segunda metade
do século 20, a aceitacdo da medicina tradicional como uma forma alternativa de
cuidados de saude, além do desenvolvimento de resisténcia microbiana aos
antibidticos classicos, fez com que muitos pesquisadores comecassem a
investigar a atividade antimicrobiana de varias plantas medicinais (Al-Bakri e Afifi,
2007). Antimicrobianos de origem vegetal apresentam enorme potencial
terapéutico, sendo eficazes para o tratamento de doencas infecciosas, ao mesmo
tempo que minimizam muitos dos efeitos colaterais que sédo frequentemente
associados com agentes antimicrobianos sintéticos (Ravishankar et al., 2012;
Caili et al., 2006; Al-Bakri e Afifi, 2007).

Entre os micro-organismos que podem ter seu crescimento inibido por
extratos de plantas medicinais encontram-se 0s Staphylococcus que séo espécies
de bactérias que normalmente fazem parte da microbiota normal humana
podendo ser encontrados na pele, boca, nariz, intestino e outros sitios
anatdémicos. Eles sdo considerados um dos micro-organismos mais comuns nas
infeccbes em todo o mundo sendo que, algumas espécies de Staphylococcus,
principalmente os Staphylococcus aureus, também s&o considerados
contaminantes microbioldgicos por estarem associados a quadros de toxinfec¢des

alimentares (Polakowska et al., 2012; Carlos et al., 2010; Santana et al., 2010).



Relatos de atividade antimicrobiana para espécies da familia
Cucurbitaceae, utilizando extratos a partir da polpa, cascas ou sementes dos
frutos, s@o descritos na literatura, merecendo destaque a Cucurbita moschata que
j& se mostrou eficaz na inibicdo de micro-organismos como: Bacillus subtilis,
Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Pseudomonas putida, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Aeromonas veroni, Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Salmonella enterica, Serratia marcescens, além de
Staphylococcus werneri e Staphylococcus aureus (Ravishankar et al., 2012; Abd
El-Aziz Abd El-Kalek, 2011; Hammer et al., 1999).

Existem diversos trabalhos que avaliam a atividade antioxidante da
Cucurbita moschata em nivel de sementes, porém pesquisas relacionadas ao
potencial de sua polpa ainda sdo escassas. Também nao ha registros de estudos
gue apontam a polpa dessa Cucurbitaceae como um agente antibacteriano.
Dessa forma, o enfoque principal deste estudo € baseado na avaliacdo da
composicdo quimica da polpa de Cucurbita moschata (abdbora), caracterizagcéao
das substancias quimicas presentes nos seu extrato e fracdes, além de avaliar
sua acao antioxidante e capacidade de inibir o crescimento bacteriano de
Staphylococcus, podendo justificar sua utilizagdo como agente antibacteriano e

um possivel alimento funcional.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é caracterizar quimicamente a polpa de
abodboras (Cucurbita moschata) coletadas na PESAGRO — RIO no municipio de
Campos dos Goytacazes, bem como investigar sua atividade antioxidante e
atividade biolégica na inibicdo do crescimento de bactérias do género de

Staphylococcus.

2.2 Objetivos especificos

" Avaliar as caracteristicas da polpa de abdbora (Cucurbita moschata) através
de andlises quimicas;

. Avaliar o perfil quimico do seu extrato e suas fracbes por meio de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e Espectroscopia de Ultravioleta (UV);

. Avaliar a atividade antioxidante do extrato e das fracdes preparadas a partir
da polpa da abdbora pelo método do DPPH;

. Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos e fracfes em diferentes cepas

de Staphylococcus.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Composicdo quimica

O conhecimento das informacdes nutricionais faz com que a populacao
passe a escolher melhor os tipos de alimentos que irdo utilizar no seu dia a dia.
Estudos demonstram que as pessoas que seguem estas recomendacdes
regularmente apresentam um maior consumo de frutas, verduras e vegetais, bem
como uma menor ingestdo de gorduras totais e acidos graxos (Papadaki, et al.,
2011).

A composicao quimica centesimal de um alimento expressa o seu potencial
em nutrientes, sendo esses dados importantes para a industria de alimentos
(Alves et al., 2010). A Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) é a quantidade de
vitaminas, minerais e proteinas que deve ser consumida diariamente para atender
as necessidades nutricionais de uma pessoa. Para a populacdo consumir
equilibradamente os nutrientes de acordo com a IDR, sdo necessarios dados
sobre composicfes de alimentos. Essas composicdes sdo importantes para
inimeras atividades, como para avaliar o suprimento e 0 consumo alimentar de
um pais, verificar a adequacéo nutricional da dieta de individuos e de populacdes
e seu estado nutricional, desenvolver pesquisas sobre as relacdes entre dieta e
doenca, em planejamento agropecudrio, na industria de alimentos, além de outras
(Gondim et al., 2005; Torres et al., 2000).

A obtencédo de dados referentes a composicédo de alimentos no Brasil tem

sido estimulada com o objetivo de reunir informacdes atualizadas, confiaveis e
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adequadas a realidade nacional (Gondim et al., 2005). A determinacdo da
composicdo centesimal da abdbora contribui significativamente para a valorizagao

dessa Cucurbitaceae em industrias alimenticias (Rezig, et al., 2012).

3.1.1 Lipidios

O termo “lipidio” pode ser definido como uma classe de compostos
organicos que sao insoluveis em agua, mas sollveis em solventes organicos
(acetona, éter e cloroférmio). Além de serem compostos altamente energéticos,
eles atuam como transportadores das vitaminas lipossolaveis. Podem ser
classificados em simples e compostos. Os lipidios simples sdo conhecidos como
Oleos e gorduras, que so diferem entre si na aparéncia fisica, uma vez que a
temperatura ambiente, os Oleos tém aspecto liquido e as gorduras aspecto
pastoso ou sdlido. Ja os lipidios compostos abrangem os fosfolipideos, ceras,
entre outros, e os derivados, como 0s acidos graxos e esterois (Fahy et al., 2011;
Manhaes, 2007).

Esses compostos também podem ser classificados quanto ao comprimento
da cadeia de carbono (acidos graxos de cadeia curta, aqueles com até 4
carbonos; de cadeia média, contendo de 6 - 12 carbonos; de cadeia longa, com
mais de 12 carbonos), quanto a saturacdo da cadeia, ou seja, quanto ao niumero
de duplas ligacBes e quanto a posicdo da dupla ligacdo. As gorduras saturadas
estao relacionadas ao aumento do nivel de colesterol sanguineo enquanto que as
gorduras insaturadas estdo envolvidas com a diminuicdo dos niveis de colesterol
total no sangue, atuando principalmente na reducdo de colesterol ruim. A
substituicdo da ingestdo de gorduras saturadas, presentes em maior quantidade
em alimentos de origem animal, pelas insaturadas esta relacionada ao efeito
protetor contra o surgimento de doencas coronarianas (Manhéaes, 2007; Pinheiro
et al., 2005).

Os lipidios constituem um grupo de diversos compostos que possuem
muitas funcdes bioldgicas importantes, tais como funcdo estrutural em
membranas celulares, servem como fontes de armazenamento de energia e
participam de vias de sinalizacdo (Fahy et al., 2011). Os teores de lipidios de

fontes vegetais tém atraido a atencdo dos pesquisadores devido as suas



propriedades especificas que possibilitam que esses compostos organicos
possam ter a funcdo de agente emulsionante para uma ampla variedade de
produtos que vao desde vacinas, alimentos, cosméticos e produtos de cuidados
pessoais (Adams et al., 2012; Bhatla et al., 2010).

Existem diversos relatos na literatura que mencionam o teor de lipidios
encontrados na polpa de abdboras (Cucurbita moschata). A Tabela de
Composigéo de Alimentos da Endef/IBGE, 1999 estabeleceu um teor de 0,3% de
lipidios em aboboras, enquanto que Nutrient Database for Standard Reference,
2001 determinou o valor de 0,1% de lipidios, ja& a Tabela Brasileira de
Composicgao de Alimentos da Universidade de S&o Paulo, 2008 achou o valor de
0,2% de lipidios, e, por fim, a Tabela Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos
(TACO, 2011) determinou que as polpas de abdboras apresentam somente tragos

de lipidios em sua composicao.

3.1.2 Proteinas

As proteinas sdo componentes primordiais das células vivas e sao
resultantes da condensacao de aminoacidos, com formacéo da ligacédo peptidica
(Pinheiro et al., 2005). Os alimentos ricos em proteina sao obtidos primariamente
da carne ou produtos de origem animal, tais como leite e ovos (Ng et al., 2010).
Essas substancias dispdéem de uma série de funcbes bioldégicas como:
regeneracao de tecidos; catalisadores nas reacdes quimicas que se dao nos
organismos Vvivos e que envolvem enzimas ou horménios; sdo necessarias nas
reacdes imunoldgicas e, juntamente com acidos nucleicos, sao indispensaveis
nos fendmenos de crescimento e reproducdo, entre outras (Ng et al., 2010;
Manhaes, 2007).

Na verdade, o valor nutricional das proteinas alimentares esta relacionado
ao seu conteudo em aminoacidos essenciais, associado a sua digestibilidade.
Sdo comumente encontrados na natureza 20 aminoacidos que podem ser
classificados como essenciais e ndo essenciais. Os aminoacidos essenciais sdo
aqueles que o organismo nado é capaz de sintetizar e por isso devem ser incluidos
na dieta, sdo eles: arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,

fenilalanina, treonina, triptofano e valina. Em contrapartida, os aminoacidos néo



essenciais sao aqueles que o organismo consegue produzir e como exemplo tem-
se: alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutdmico, glutamina,
glicina, prolina, serina e tirosina (Hammond e Jez, 2011; Pinheiro, et al., 2005).

Os aminoacidos possuem ha sua estrutura quimica um grupo carboxila e
um grupo amina, ligados a um carbono a central, além de um atomo de
hidrogénio e um grupo funcional (grupo R), que é o fornecedor da identidade dos
aminoacidos. Exceto o grupo R, todos os outros componentes sdo idénticos em
todos os aminoéacidos. Ao se ligarem por ligacdes peptidicas formadas entre a
carboxila OH do primeiro aminoacido e o nitrogénio do seguinte, formam uma
longa cadeia de peptideos, que sao as proteinas (Hammond e Jez, 2011;
Manhaes, 2007).

Existem diversos relatos na literatura que mencionam o teor de proteinas
encontradas na polpa de abodboras (Cucurbita moschata). A Tabela de
Composigao de Alimentos da Endef/IBGE, 1999 estabeleceu um teor de 1,2% de
proteinas em abodboras, enquanto que Nutrient Database for Standard Reference,
2001 determinou o valor de 1,0% de proteinas. Ja a Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos da Universidade de S&o Paulo, 2008 achou o valor de
1,27% de proteinas. Alves, et al.,, 2010 estabeleceram o valor de 1,3% de
proteinas, e, por fim, a Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO,
2011) determinou que as polpas de aboboras apresentam somente 0,6% de

proteinas em sua composicao.

3.1.3 Carboidratos

Carboidratos abrangem um dos grandes grupos de biomoléculas na
natureza, além de serem a mais abundante fonte de energia. O termo
“carboidrato” surgiu por se acreditar que os atomos de carbono estavam de
alguma maneira combinados com a agua (hidratos de carbono) de acordo com a
férmula empirica dos acucares mais simples: C,(H20), embora esta definicdo néo
seja adequada para os oligo- e polissacarideos. Eles podem ser chamados, de
uma maneira geral, de glicidios, amido ou acucar (Ghazarian et al., 2011;
Manhéaes, 2007, Pinheiro et al., 2005).



Esses compostos séo formados por varias moléculas de monossacarideos
ligadas através de ligacdes hemiacetdlicas ou ligagfes glicosidicas. Sendo assim,
as moléculas de monossacarideos podem formar uma variedade de outras
macromoléculas como os di-, tri-, oligo- ou polissacarideos. Os monossacarideos
correspondem ao tipo de carboidrato mais simples encontrado na natureza, sendo
gue os exemplos mais comuns sdo a glicose, a frutose e a galactose. Ja os
dissacarideos sdo compostos formados por duas moléculas de monossacarideos
como a maltose (glicose-glicose), a sacarose (glicose-frutose) e a lactose
(glicose-galactose). Os oligossacarideos sdo os compostos que resultam de 2 a
10 monossacarideos. E por fim, os polissacarideos, que possuem mais de 10
monossacarideos em sua estrutura. Como exemplos de polissacarideos séo
conhecidos o amido e o glicogénio que estdo presentes respectivamente nas
plantas e animais com a funcéo de armazenamento de energia, além da celulose
e a pectina que sdo componentes da parede celular das plantas que lhes confere
resisténcia (Ghazarian et al., 2011; Manhéaes, 2007).

Tanto a polpa quanto a casca da abobora representam uma importante
fonte de pectina vegetal (Caili et al., 2006). Polissacarideos pécticos de frutas e
legumes tém atraido grande atencéo dos produtores e consumidores, devido as
suas propriedades fisicas, sua promocao da saude e prevencdo de doencas em
potencial, aléem de serem empregados também em produtos cosmeéticos e
farmacéuticos (Kastalovaa et al., 2013).

Existem diversos relatos na literatura que mencionam o teor de
carboidratos encontrados na polpa de abdboras (Cucurbita moschata). A Tabela
de Composicdo de Alimentos da Endef/IBGE, 1999 estabeleceu um teor de 9,8%
de carboidratos em abdboras, enquanto que Nutrient Database for Standard
Reference, 2001 determinou o valor de 6,5% de carboidratos. Ja a Tabela
Brasileira de Composicdo de Alimentos da Universidade de Sédo Paulo, 2008
achou o valor de 4,66% de carboidratos; Alves, et al., 2010 estabeleceu o valor de
8,11% de carboidratos; e, por fim, a Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos (TACO, 2011) determinou que as polpas de abdboras apresentam

somente 3,3% de carboidratos em sua composicao.
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3.2 Alimentos funcionais

O numero crescente de alimentos funcionais no mercado reflete uma
tendéncia de comercializagao de alimentos inovadores (Carrilloa et al., 2013). Os
alimentos funcionais tém aparecido desde meados de 1990, oferecendo nao
apenas 0s nutrientes necessarios para uma boa dieta, mas também, beneficios
de saude especificos representando uma nova forma de caracterizagdo dos
alimentos em geral (Carrilloa et al., 2013; Lima Junior et al., 2011). No entanto,
este conceito ndo é oficial devido afalta de uma legislacdo especifica que
reconheca uma definicdo (Krystallisa et al., 2008).

Os alimentos funcionais diferem dos convencionais em Varios aspectos.
Estes ultimos sao, em geral, aqueles que contribuem para uma dieta saudavel
sem destacar o papel de uma uUnica substéncia que torne esse produto mais
atrativo ao consumidor. Ja os alimentos funcionais apresentam substancias
especificas que estdo diretamente relacionadas a algum beneficio para a saude,
tais como: regular as funcdes fisiologicas do corpo humano, retardar o
envelhecimento, apoiar o sistema imune contra doencas, entre outros (Khan et al.,
2011; Urala e Lahteenmaki, 2004). E necessario que essas substancias
especificas sejam provenientes de fontes naturais e que demonstrem 0s seus
efeitos em quantidades que normalmente podem ser esperadas para serem
consumidas na dieta de um individuo (Carrilloa et al., 2013; Khan et al., 2011).

Um alimento funcional pode ser, também, aquele alimento que é
desenvolvido pela adicdo de substancias funcionais tecnologicamente
desenvolvidas e que oferecam potenciais beneficios para a dieta dos
consumidores e novas oportunidades de negocios para 0s produtores
(Annunziataa e Vecchiob, 2013; Niva, 2007).

A capacidade de alguns alimentos funcionais possuirem propriedades
medicinais, como por exemplo a reducéo do risco de doencas crbnicas, tem sido
associado, principalmente, a atividade desenvolvida pelos metabdlitos
secundarios. Em geral, estes metabdlitos podem apresentar um efeito fisiolégico
perceptivel em um longo prazo, uma vez que serdo ingeridos regularmente e em
guantidades significativas, como parte da dieta diaria (Vo e Kima, 2012; Espin et
al., 2007). As vantagens desses produtos é que, além de efetivos, eles sdo mais

seguros, mais viaveis economicamente e possuem menores efeitos colaterais em



11

comparacao aos medicamentos rotineiramente prescritos para o tratamento de
certos sintomas (Vo e Rima, 2012).

Os fatores que tém contribuido para o desenvolvimento dos alimentos
funcionais sdo inimeros, sendo um deles, a conscientizacdo dos consumidores,
gue desejando melhorar sua qualidade de vida, optam por habitos saudaveis.
Entretanto, é necesséaria a comprovacado desses beneficios através da pesquisa
para esses alimentos serem considerados efetivos (Lima Janior et al., 2011). Nos
ultimos anos, os pesquisadores tém concentrado esforcos significativos na
pesquisa de produtos naturais a partir de espécies vegetais, principalmente no
Brasil, por apresentar uma grande e potencial biodiversidade. Uma das
caracteristicas que um alimento funcional pode apresentar é atividade
antioxidante que é baseada na capacidade do alimento em sequestrar os radicais
livres (Bernardes et al., 2010).

3.3 Radicais livres X antioxidantes

Os radicais livres (RL) podem ser caracterizados como moléculas
organicas e inorganicas, que possuem atomos contendo um ou mais elétrons
desemparelhados, ou seja, elétrons isolados ocupando um orbital atbmico ou
molecular (Halliwell, 2011; Bernardes et al., 2010). Essa configuracdo faz dos
radicais livres, moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e
guimicamente muito reativas (Bernardes et al., 2010).

O efeito cumulativo desses radicais provocam varios danos no organismo,
como por exemplo, o declinio funcional de células e tecidos (Clancy e Birdsall,
2012). Os danos oxidativos séo responsaveis por alteracdes tdo alarmantes, que
as espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo geradas nos tecidos, podendo
chegar a provocar a morte celular. Esses danos tém sido relacionados ainda com
varias patologias, incluindo doencas degenerativas, tais como as cardiopatias,
aterosclerose e problemas pulmonares. Os danos no DNA causados pelos
radicais livres, também, desempenham um papel importante nos processos de
mutagénese e carcinogénese (Bernardes, et al., 2010; Mariod, et al., 2010).

Os radicais livres e as EROs como o radical superoxido (Oze-) e o peroxido

de hidrogénio (H,0O,) estdo envolvidos em respostas fisioldgicas e patoldgicas de
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organismos vivos, além de serem muito reativos e potencialmente prejudiciais
(Barna, et al., 2012; Ganinia, et al., 2012). O radical superédxido (Oze-) é gerado
pela reacdo entre moléculas de substancias que estdo localizadas nos complexos
| e Ill da cadeia de transporte de elétrons nas mitocdndrias com o oxigénio, em
decorréncia do metabolismo aerébio. Se o O, é parcialmente reduzido pela
recepcao de dois elétrons, o produto é o peréxido de hidrogénio (H.0O;) (Reacao
1); se receber apenas um elétron, o produto serd o radical superdxido (O3
(Reacéo 2) (Clancy e Birdsall, 2012; Bernardes et al., 2012).

Reacéo 1 — Oy + 2H" — H,0;

Reag&o 2 — O;+e — 07

Fonte: Bernardes et al., 2010.

Para tanto, os antioxidantes sdo substancias quimicas que protegem um
alvo biologico contra o dano oxidativo além de neutralizarem os efeitos nocivos
dos radicais livres e EROs (Halliwell, 2011; Ali et al., 2008). Quando presentes em
concentracgfes ideais em relacdo aos substratos, os antioxidantes séo capazes de
proteger o organismo humano contra inameras doencas (Bernardes et al., 2010).

E consideravel a atencéo voltada aos estudos da propriedade antioxidante
a partir de recursos naturais como plantas, animais, micro-organismos e alimentos
a fim de inibir a formacéo dos radicais livres e seus efeitos deletérios (Liu et al.,
2011; Ngo et al., 2010). Numerosos extratos brutos derivados de plantas ganham,
cada vez mais, interesse por parte dos pesquisadores, devido a sua acdo em
retardar a degradacao oxidativa e assim melhorar a qualidade e valor nutritivo dos
alimentos (Liu et al.,, 2011). A ingestdo dietética de antioxidantes naturais
presentes na maioria das fontes vegetaispode agir como potentes agentes
preventivos de alteracdes relacionadas ao estresse oxidativo (Rios et al., 2009).

As reacdes de oxidacdo e de atividade microbiana sdo consideradas como
as principais causas da deterioracdo dos alimentos. Além disso, a presenca de
bactérias patogénicas nos alimentos levou os investigadores a procurar novas
alternativas para reduzir a incidéncia de doencas de origem alimentar, através do
controle da qualidade microbiol6gica dos produtos alimentares (Ojeda-Sanaa et

al., 2013; Rahman e Kang, 2009). Compostos bioativos, comumente encontrados
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em fontes vegetais, tém sido estudados por apresentarem possiveis efeitos
benéficos como atividade antioxidante, anticancerigena, anti-hipertensiva,
antimutagénica e antibacteriana (Oloyede et al., 2012; Caili et al., 2006; Vaquero
et al., 2010).

Trabalhos indicam uma relacdo entre a capacidade de sequestro de
radicais livres e atividade antibacteriana de um mesmo extrato (Radovanovic et
al., 2009; Ahmad et al., 2005; Copland et al., 2003). Em um determinado estudo,
amostras ricas em polifendis e antocianinas tiveram uma boa atividade
antioxidante ao mesmo tempo em que conseguiram uma significativa inibicdo no
crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Radovanovic et al.,
20009).

3.4 Atividade antibacteriana a partir de extratos vegetais

Ha varios relatos na literatura sobre a atividade antimicrobiana para
inimeros extratos a partir de fontes vegetais em diferentes regiées do mundo
(Ravishankar et al., 2012; Carlos et al., 2010; Park et al., 2009; Caili et al., 2006).
Recentemente varios estudos foram realizados para identificar novos e potentes
compostos antimicrobianos isolados de plantas, os chamados "Antibidticos
naturais”, porque estes possuem o0 potencial de ultrapassarem a resisténcia
antimicrobiana (Ravishankar et al., 2012; Park et al., 2009).

A necessidade de se descobrir extratos naturais biologicamente ativos &
devido ao surgimento de estirpes bacterianas que exibem efeitos colaterais e
resisténcia clinica aos antibioticos convencionais (Ravishankar et al., 2012; Park
et al., 2009).

Entre as bactérias que tém o seu crescimento testado com extratos de
plantas encontram-se as do género Staphylococcus. As bactérias pertencentes a
este género estdo entre as mais frequentemente isoladas em clinica
microbioldgica e estdo se tornando cada vez mais importante, especialmente por
serem consideradas uma das principais causas de infeccdes hospitalares e

toxinfeccBes em alimentos (Carlos et al., 2010; Vuong et al., 2000).
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3.4.1 O uso de antimicrobianos em alimentos

Doencas transmitidas por alimentos sdo um desafio para a saude publica
mundial, principalmente em paises subdesenvolvidos, onde este problema é
geralmente mais acentuado. Uma ampla diversidade de bactérias patogénicas
tem sido relacionadas as doencas de origem alimentar, sendo as principais:
espécies do género Salmonella e Shigella, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Escherichia coli (Cruz-Galvez et al., 2013; Castillo et al., 2009;
Moreno-Enriquez et al., 2007).

O uso de agentes antimicrobianos pode fornecer uma barreira de protecéo
adicional nos alimentos, no entanto, muitas vezes o0s consumidores
ndo sao favoraveis a inclusdo de aditivos artificiais ou quimicos. Além disso,
estudos demonstraram que agentes antimicrobianos quimicos, usados para inibir
ou eliminar o desenvolvimento de micro-organismos, sao limitados ou ineficazes.
Assim, varios trabalhos relatam pesquisas, cujo foco principal versa sob o0s
antimicrobianos de origem vegetal (Cruz-Galvez et al., 2013; Castro-Rosas e
Escartin, 1999).

Substancias antimicrobianas de origem natural sdo normalmente
identificadas em diferentes partes dos vegetais, tais como folhas, caules,
sementes, frutas e raizes. Mais de 1300 espécies oriundas de fontes vegetais sédo
relatadas na literatura com a capacidade de apresentar atividade antimicrobiana a
partir de compostos quimicos presentes em sua composi¢cdo, sendo que muitos
deles ja foram isolados e sdo usados em muitas areas, incluindo na industria de
alimentos (Tajkarimi et al., 2010; Burt, 2004).

No estudo de Cruz-Galvez et al., 2013, foram avaliados trinta extratos de
plantas usadas na medicina tradicional em Hidalgo (México). Esses extratos
foram produzidos a partir de diferentes partes das plantas, sendo que a extracao
foi feita com os seguintes solventes: agua, etanol, metanol, acetona, hexano e
acetato de etila. A técnica da atividade antibacteriana empregada foi a técnica de
difusdo em meio Agar no qual, quatorze cepas bacterianas foram testadas, dentre
elas estavam as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), que também foram utilizadas no

presente trabalho.



15

bY

A espécie Momordica balsamina L., que pertence a mesma familia da
abobora (Cucurbitaceae) teve seis tipos de triterpernoides isolados das suas
partes aéreas, e estes foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir o
crescimento de alguns micro-organismos, entre eles uma bactéria Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), porém os resultados encontrados para
essa bactéria ndo foram significativos (Ramalhete et al., 2011).

Mayachiew e Devahastin, 2008, avaliaram as atividades antimicrobiana e
antioxidante dos extratos etandlicos de Phyllanthus emblica Linn. e Alpinia galang.
Para a determinacgdo da atividade antimicrobiana, foi avaliada a cepa bacteriana
Staphylococcus aureus ATCC 25923, cepa esta que também foi utilizada na
presente Dissertacdo, empregando-se dois métodos distintos: o método de
difusdo em disco e o método de diluicdo em Agar. Ja a atividade antioxidante foi
determinada pelo método do B-caroteno. Esses autores chegaram a conclusédo de
gue os extratos avaliados, além de apresentarem uma boa atividade antioxidante,
também se mostraram eficazes na inibicdo do crescimento de Staphylococcus
aureus.

A atividade antimicrobiana, bem como a atividade antioxidante dos 6leos
essenciais de manjericdo (Ocimum basilicum L.) foi avaliada por Hussain et al.,
2008. Neste trabalho foram avaliadas as condicfes sazonais, ou seja, se essas
atividades sofriam interferéncias de acordo com a mudanca das estacdes do ano
(verdo, outono, inverno e primavera). A avaliagcdo antimicrobiana foi determinada
pelo método de difusdo em disco e determinacdo da concentracdo minima
inibitéria, utilizando cepas dos seguintes micro-organismos: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pasteurella multocida, Aspergillus niger,
Mucor mucedo, Fusarium solani, Botryodiplodia theobromae e Rhizopus solani,
sendo que, a cepa de S. aureus utilizada foi a ATCC 25923. A atividade
antioxidante foi determinada pelo método de sequestro dos radicais livres DPPH e
pelo método do B-caroteno. Os resultados dos ensaios antimicrobianos indicaram
gue todos os micro-organismos testados foram afetados e, tanto a atividade
antioxidante quanto a antimicrobiana dos 6leos essenciais de manjericao variaram
significativamente (p <0,05), com a mudanca das estacdes do ano.

Extratos etandlicos de propolis, usualmente comercializados no Brasil,
foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir o crescimento de

\

Staphylococcus aureus ATCC 29213, e guanto a sua capacidade antioxidante
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pelo método do sequestro de radicais livres DPPH. Estas atividades foram
correlacionadas com a presenca de substancias fenolicas em sua composicao
determinadas pelo método de Folin-Ciocalteau. Foi concluido que a presenca de
substancias fendlicas teve maior influéncia sob a atividade antioxidante dos

extratos do que em seus perfis antimicrobianos (Silva et al., 2006).

3.4.2 Género Staphylococcus

Infec¢des causadas por Staphylococcus sdo de grande importancia ndo sé
para medicina humana, mas também, para a medicina veterinaria. Os
Staphylococcus sdo um grupo de bactérias esféricas, com forma de cocos gram-
positivos. Possuem aproximadamente de 0,5 a 1,5 um de diametro de
comprimento, sendo ainda imoveis, ndo formadoras de esporos e geralmente nao
encapsuladas. E considerado um dos micro-organismos mais comuns nas
infecgbes que produzem pus em todo o mundo (Polakowska et al., 2012; Santos
et al., 2007).

Essas bactérias também s&o responsaveis por inidmeras contaminacoes
alimentares. As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) sdo consideradas
um grande problema para a saude publica mundial e esses contaminantes
microbiolégicos sdo o0s principais agentes associados aos quadros de
toxinfeccBes alimentares (Santana, et al.,, 2010; Kérouanton, et al.,, 2007). Em
alimentos, as espécies de maior importancia sdo S. aureus, S. hyicus, S.
chromogenes e S. intermedius, (Santana, et al., 2010; Cunha & Cunha, 2007),
sendo S. aureus a principal espécie associada aos casos de intoxicacdo
alimentar, devido a sua versatilidade nutricional e capacidade de crescer em
diferentes condicbes ambientais, o que faz com que essa bactéria se desenvolva
com facilidade em varios alimentos (Santana et al., 2010; Cunha e Cunha, 2007;
Kérouanton, et al., 2007).

O género Staphylococcus é formado por 33 espécies, sendo que, 17 delas
podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas. Geralmente as bactérias
pertencentes a esse género fazem parte da microbiota normal da pele humana e
de outros sitios anatdmicos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

relacionou as espécies mais importantes na clinica para Staphylococcus (Tabela
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1), sendo que as espécies de maior interesse sdo Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, as quais sao frequentemente relacionados a
diversas infeccdes em seres humanos (Santos et al., 2007; Cassettari et al., 2005;
Carlos et al., 2010).

Tabela 1: Espécies de Staphylococcus mais importantes na clinica médica.

As espécies mais importantes na clinica

S. lugundensis S. carnosus S. epidermidis
S. schleiferi S. simulans S. capitis
S. sciuri S. cohnii S. warnei
S. lentus S. xylosus S.saccharolyt.
S. caseolyticus S. saprophyticus S. caprae
S. hyicus S. gallinarium S. hominis
S. chromogenes S. kloosii S. haemolyticus
S. intermedius S. equorum S. auricularis

S. delphini S. arlettae

Fonte: Anvisa, 2012.

Staphylococcus aureus € uma bactéria considerada como um patdgeno
humano oportunista. E comum termos em nosso organismo, como na pele, boca,
nariz, intestino, colénias dessa bactéria que ndo nos causam doencas somente
enquanto permanecem restritas a esses locais. Quando ocorre uma lesdo, as
bactérias podem entdo entrar no corpo causando infec¢cdes brandas como tercol,
furanculo, foliculite, mastite, entre outras. Porém, se essas bactérias invadirem a
circulacdo sanguinea, poderao atingir qualquer 6rgdo, desencadeando infeccfes
graves como a endocardite ou miocardite no coracdo, septicemia, pneumonia e
meningite (Santos et al., 2007; Cavalcanti et al., 2005).

As bactérias Staphylococcus epidermidis, assim como as S. aureus, Sao
consideradas um habitante normal da pele e das mucosas de membranas
humanas e de animais, apesar de também causarem infeccfes, principalmente
hospitalares (Carlos et al., 2010; Vuong et al., 2000). Esta espécie apresenta a
caracteristica de formar biofilmes, sendo responséavel, principalmente, por

infeccbes em pacientes que fazem uso de material invasivo de plastico (cateter,
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préteses e sondas). Os biofilmes dificultam a chegada de drogas antimicrobianas

e até mesmo de células fagociticas ao foco de infec¢édo (Vuong et al., 2000).

3.4.3 Cucurbitaceas no combate a Staphylococcus

Sao descritos na literatura o potencial antibacteriano de diversas espécies
da familia Cucurbitaceae, incluindo a Cucurbita moschata (Ravishankar et al.,
2012; Abd El-Aziz Abd El-Kalek, 2011; Hammer et al., 1999). Esses estudos se
diferenciam ndo s6 pelo tipo de micro-organismo que sao testados, mas também
pela parte da espécie que é utilizada no experimento variando de polpa,
sementes, 0leos de sementes, cascas, entre outros.

Um recente estudo com extrato etandlico de sementes de Cucurbita
maxima avaliou a atividade antimicrobiana dessa Cucurbitaceaea. Além de
Staphylococcus aureus, outras bactérias foram avaliadas: Staphylococcus
werneri, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Pseudomonas
putida e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados mostraram que o extrato da
semente de Cucurbita maxima apresentou um Otimo espectro de inibicdo
(Ravishankar et al., 2012).

Também foi estudado o Oleo de sementes de Cucurbita moschata para a
inibicdo de diferentes espécies de bactérias e dois tipos de fungos. As bactérias
utilizadas foram: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Klebsiella pneumonia sendo que, todas foram inibidas na presenca do extrato
avaliado. Entretanto, os fungos estudados: Rhodotorula rubra e Candida albicans
nao permitiram que o extrato de O0leo de sementes de abobora fosse eficaz na
inibicdo do seu crescimento (Abd El-Aziz Abd El-Kalek, 2011).

Ecballium elaterium (E. elaterium) € uma espécie de pepino pertencente a
familia Cucurbitaceae, que apresenta em sua composi¢cado a substancia quimica
cucurbitacina que é responsavel pela maior parte dos efeitos farmacolégicos e
biol6gicos dessa planta. Devido ao seu sabor amargo forte, a cucurbitacina atua
como agente purificador, estimulando a secrec¢do gastrica, além de diminuir os
danos da hepatite crénica e também é responsavel pela atividade antimicrobiana
e antifingica (Adwan et al., 2011; Abou-Khalil, et al., 2009; Rios et al., 2004). O

extrato etandlico de E. Elaterium foi avaliado quanto a sua atividade
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microbiologica para diferentes cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) e Candida albicans, verificando um significativo potencial de
inibicdo (Adwan et al., 2011).

Um outro trabalho semelhante avaliou o extrato etandlico de Momordica

bY

charantia L., espécie pertencente a familia Cucurbitaceae quanto a atividade
antibidtica contra uma cepa clinica de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA). Ficou demonstrado que o Momordica charantia L., também
conhecido como meldo amargo, apresentou uma boa atividade antimicrobiana
podendo ser utilizado como adjuvante na terapia antibiGtica contra bactérias
multiressistentes como o0 MRSA (Coutinho et al., 2010).

Em um trabalho realizado em 1999, diversas plantas e extratos foram
avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana. Entre os extratos testados
estava o extrato do 6leo de semente de Cucurbita pepo e esse extrato foi eficiente
na inibicdo dos seguintes micro-organismos: Acinetobacter baumanii, Aeromonas
veroni, Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Serratia
marcescens além de Staphylococcus aureus (Hammer et al., 1999).

N&o foi encontrado nenhum relato na literatura que mencione o uso de
polpa de Cucurbita moschata como um inibidor de espécies de Staphylococcus,
com isso, esse € o primeiro trabalho a abordar essa atividade antimicrobiana para

a polpa dessa Cucurbitaceae.

3.5 Material vegetal

O uso de plantas para o tratamento de diversas patologias, prevencao e
cura de problemas de saude iniciou-se ha milhares de anos por populacbes de
varios paises (Nissen e Evans, 2012; Moreira et al., 2010; Sousa et al., 2008). O
conhecimento sobre essas plantas, desde que seja investigado seu estudo clinico
e farmacologico com o objetivo de se determinar a sua eficacia, simboliza um
excelente recurso terapéutico (Nissen e Evans, 2012). A cultura do uso de plantas
e de outras fontes naturais com atividade biolégica vem sendo valorizada devido a

descoberta de novas drogas com menos encargos financeiro, a busca por habitos
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mais saudaveis de vida e pelo dificil tratamento de certas doencas (Cecilio et al.,
2012; Moreira et al., 2010; Sousa et al., 2008; Maciel et al., 2002).

Nas ultimas décadas, a quantidade de informacfes sobre o uso de
recursos vegetais de florestas tropicais aumentou significativamente (Santos et
al.,, 2012). O Brasil possui grande biodiversidade e tem uma riqueza de
conhecimento acumulado pela populagéo local que tem acesso direto a natureza
e a estes recursos que podem representar uma rica fonte de produtos
terapéuticos. No entanto, o estudo de plantas como fontes de tratamento para
certas enfermidades ainda deixa muito a desejar (Santos et al., 2012; Sousa et
al., 2008; Montanari e Bolzani, 2001). Por conseguinte, torna-se necessario
estimular a realizacdo de pesquisas nessa area, tendo em vista a importancia dos
seus resultados tanto individuais como sociais.

A abobora (Cucurbita moschata) € uma espécie brasileira e integra a
diversidade biolégica da regido de Campos dos Goytacazes — RJ. Essa
Cucurbitaceae apresenta propriedades medicinais como acédo antioxidante,
antidiabéticas, anticancerigena, antiinflamatorias, antibacteriana, entre outras
(Jacob-Valenzuela et al., 2011; Yadav et al., 2010; Caili et al., 2006), sendo
também uma importante fonte nutritiva para a populacdo (Carvalho et al., 2009).
Nesse sentido, o avan¢co no conhecimento quimico a partir de sua polpa e do
enfoque bioldégico sobre a utilizacdo da mesma, principalmente seu efeito

antibacteriano, provavelmente ira incentivar a comercializacdo da mesma.

3.5.1 Descricao botanica

A familia Cucurbitacea é dividida em cinco subfamilias, séo elas: Fevilleae,
Melothrieae, Cucurbitaceae, Sicyoideae e Cyclanthereae. As Cucurbitaceaes
compreendem cerca de 118 géneros e mais de 800 espécies, constituindo uma
das mais importantes familias de plantas cultivadas pelo homem.
Aproximadamente 26 espécies de Cucurbitaceae sdo cultivadas como hortalicas
nas mais diversas regides do mundo, sendo estas espécies predominantemente
cultivadas para consumo e uso de seus frutos (Carvalho et al., 2009; Bisognin,
2002).
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O género Cucurbita é nativo das Américas e é constituido por 15 espécies
gue séo classificadas de acordo com a textura e forma de seus caules. Dentre as
espécies mais cultivadas desta familia podemos destacar a melancia (Citrullus
lanatus), abdébora (Cucurbita moschata), abobrinha (Cucurbita pepo) e moranga
(Cucurbita maxima), que representam importantes espécies economicamente
cultivadas em todo o mundo além de ocupar uma parcela significativa do
agronegocio brasileiro (Abd EI-Aziz e Abd EL-Kalek, 2011; Grecco et al., 2011;
Xanthopoulou et al., 2009).

A abdbora (Cucurbita moschata) (Figura 1) € a espécie mais tolerante a
condi¢cBes ambientais adversas entre os membros da sub-familia Cucurbitaceae.
Ela possui muitos componentes nutricionais em sua composi¢ao incluindo
polissacarideos, proteinas ativas, aminoacidos essenciais, carotendides, e
minerais. Essa Cucurbitaceae tem recebido uma consideravel atencdo nos
ultimos anos devido ao seu valor nutricional e de protecdo a saude por parte
desses componentes (Abd El-Aziz e Abd El-Kalek, 2011; Caili et al., 2006).

Figura 1: Abobora (Cucurbita moschata) — Fonte: Feltrin, 2012.

Cucurbita moschata cresce em climas tropicais ou sub-tropicais com
umidade relativamente suficiente para o seu desenvolvimento. Seu habitat ideal
sdo solos arenosos, bem drenados ou umidos, apesar de resistirem a periodos de
secas e geadas durante sua floragdo (Jacobo-Valenzuela et al., 2011). A abdbora
€ uma dicotiledénea com crescimento muito rapido, chegando a aumentar de 0,6
m por 5 m de diametro por ano. Na maturidade que d& origem a flores e frutos,

gue possuem uma quantidade significativa de sementes (Caili et al., 2006).
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3.5.2 Constituintes quimicos de Cucurbita moschata

A familia Cucurbitaceae € quimicamente caracterizada por possuir diversas
substancias com potencialidades terapéuticas (Bisognin, 2002). Esta familia
apresenta alguns compostos quimicos caracteristicos como alcaldides (Yadav et
al., 2010), terpendides como as cucurbitacinas (Valente, 2004), saponinas,
compostos fendlicos (Badifu, 2001), acido ascorbico (Hancock et al., 2008),
carotenos precursores da vitamina A (Bisognin, 2002), entre outros.

As abdboras (Cucurbita moschata) sdo frequentemente consideradas
benéficas para a salde devido ao fato de apresentarem componentes
biologicamente ativos em sua composicdo como polissacarideos, &cido p-
aminobenzdico, esterois, proteinas, peptideos e 6leos fixos (Adams et al., 2012;
Yadav et al., 2010).

Existem relatos na literatura sobre essa Cucurbitaceae ser uma fonte
importante de carotenoides (Jacobo-Valenzuela et al., 2011, Murkovic et al., 2002;
Gonzalez et al., 2001) especialmente [(B-caroteno e luteina, ambas as quais sao
importantes nutricionalmente (Gonzalez et al., 2001). A evidéncia epidemioldgica
sugere que uma dieta rica em carotendides € associada a melhoria da resposta
imune e reducdo do risco de doencas degenerativas, como cancer, doencas
cardiovasculares, aterosclerose, catarata, doencas relacionadas com a idade
como degeneracdo macular (Jacobo-Valenzuela et al.,, 2011; Gonzalez et al.,
2001). Outros carotendides identificados para abdbora foram a-caroteno e
violaxantina (Gonzalez et al., 2001).

Outro composto isolado de abdbora foi o acido y-aminobutirico (PABA)
(Adams et al., 2012; Zhang, 2003; Murkovic et al., 2002). Este acido é o principal
neurotransmissor inibidor no sistema nervoso central dos mamiferos,
desempenhando um papel importante na regulacdo da excitabilidade neuronal ao
longo de todo o sistema nervoso (Zhang, 2003).

Estudos ja caracterizaram também, a partir da polpa desses frutos, alguns
polissacarideos com atividade hipogliceminante. As investigacdes preliminares
mostraram que uma dieta rica em abdbora possui a atividade farmacoldgica de
reduzir a taxa de glicose no sangue (Adams et al., 2012; Koike et al., 2005). Xia e
Wang (2006) isolaram o composto D-inositol a partir de um extrato de abdbora

gue age como mediador da acdo da insulina auxiliando no tratamento de
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diabéticos. As suas sementes sdo compostas de altas proporc¢des de aminoacidos
essenciais em sua composicao (Glew et al., 2006).

Essas substancias bioativas caracterizadas possuem boa atividade
biolégica tais como: atividade antifingica, antibitica, antimicrobial, entre outros
(Yadav et al., 2010). As estruturas de algumas dessas substancias sdo mostradas

na Figura 2.

/
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a) B-caroteno
OH

OH
b) Luteina
HO OH
0
HOlee OH
NH, 4
OH %
HO OH
c) Acido y-aminobutirico d) D-Inositol

Figura 2: Estrutura quimica de alguns constituintes caracterizados de Cucurbita

moschata.

3.5.3 Propriedades medicinais X substancia isolada

Apesar da abdbora ser bem conhecida para fins alimenticios, varias partes

desta Cucurbitaceae também sado utilizadas para fins terapéuticos. Uma

diversidade significativa de substancias ja foram isolados de Cucurbita moschata,
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porém, apenas algumas delas apresentam atividades biolégicas e propriedades
medicinais (Yadav et al., 2010).

Varios estudos tém sido conduzidos com o proposito de reconhecer o
potencial antidiabético proveniente de extrato bruto de frutos de abdbora para o
tratamento de diabetes mellitus tipo 2 (Adams et al., 2012; Xia e Wang, 2006;
Patifio et al., 2001).

Sementes de abdbora tém demonstrado um elevado teor de vitamina E que
se caracteriza por ser um agente antioxidante inibindo assim a formacao de
radicais livres (Yadav et al., 2010). Além disso, dietas que se baseiam no 6leo
destas sementes também tém sido associadas ao menor risco de céncer de
préstata, de estbmago, de mama, pulmonar e retal (Jian et al., 2005; Huang et al.,
2004).

Por possuir propriedades antioxidante, antimicrobiana, antiproliferativa e
conservante, os acidos fendlicos presentes em abdboras (Balasundram et al.,
2006; Peschel et al., 2006; Robbins, 2003), possuem um importante papel na
manutencdo da saude humana e prevencdo da deterioracdo dos alimentos. E
extratos etanodlicos de Cucurbita moschata foram satisfatorios no tratamento de

vermes e parasitas em paises subdesenvolvidos (Caili et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos relacionados a parte quimica foram realizados no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA), do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA) e a parte biolégica foi avaliada no Laboratorio
de Sanidade Animal (LSA), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
(CCTA), ambos pertencentes a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, RJ.

4.1 Coleta de material vegetal

Os cultivares de abdbora (Cucurbita moschata) foram coletados na Estacao
Experimental de Campos (EEC) na PESAGRO - RIO, area de convénio com a
UENF localizada no municipio de Campos dos Goytacazes (Latitude = 21° 45'
15". Longitude = 41° 19' 28". Altitude = 13 m ao nivel do mar), no més de
novembro de 2008. As sementes foram depositadas sob o cdédigo UENF1999 no
Livro de Introducédo do Banco de Germoplasma do Laboratério de Melhoramento
Genético Vegetal (LMGV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF).
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4.2 Analises de caracterizagdo quimica

Anadlises de composicdo centesimal da abdbora j& sdo abordadas na
literatura, porém, a fim de aprofundar o conhecimento de algumas caracteristicas
da abdébora em estudo, realizou-se nesse trabalho as andlises de umidade,
lipidios, proteinas e carboidratos.

4.2.1 Umidade

A umidade foi determinada por gravimetria e constou de pesagens de
aliquotas com aproximadamente 5g de polpa de abdbora em placas de Petri.
Cada placa era previamente tarada, adicionada da amostra e aquecida em estufa
a vacuo a 40 = 5°C até a obtencdo de peso constante (AOAC, 1995). As analises
foram realizadas em triplicata, utiizando uma Unica amostra e os resultados

expressos em g de umidade/100g de matéria seca.

4.2.2 Lipideos totais

A extracdo da fracdo lipidica foi realizada a temperatura ambiente de
acordo com a metodologia preconizada por Bligh & Dyer que se baseia em uma
extragdo com solventes a frio. A quantificacdo foi feita por gravimetria. Nos
procedimentos metodoldgicos foram utilizadas aliquotas com 5g de polpa de
ablbora e as proporcdes recomendadas dos seguintes solventes: cloroférmio,
metanol e agua nas proporcdes de 2:1:0,8, respectivamente. A fracdo lipidica da
amostra fica retida na fase cloroférmica. As analises foram realizadas em triplicata

e os resultados expressos em g de lipideos totais/100g de amostra.

4.2.3 Nitrogénio total (proteinas)

Para determinacdo do nitrogénio total (NT) aliguotas com

aproximadamente 2g de polpa de abdbora foram submetidas as etapas de
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digestdo, destilacdo e titulagdo de acordo com os procedimentos sugeridos pelo
método de Kjeldahl (AOAC, 1995) que mensura a concentracdo de nitrogénio total
contido na amostra in natura. O teor de proteina foi calculado através da
multiplicagéo do teor de nitrogénio total pelo fator de converséo 6,25 calculado a
partir do perfil de aminoacidos da amostra (AOAC, 1995). As andlises foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos em g de proteina total ou
bruta/100g de amostra.

4.2.4 Acucares redutores e totais (carboidratos)

Para a determinacdo de acucares redutores (AR) e acUcares redutores
totais (ART) foi realizada a metodologia de oxi-reducédo de acordo com o método
de Eynon Lane que consiste em um método titulométrico fundamentado na
reducado de ions cobre presentes em uma solucéo alcalina. As aliquotas utilizadas
foram 15g de polpa de abobora macerada. Os teores de acucares foram
calculados de acordo com o volume gasto na titulacdo e a diluicdo do Licor de
Soxhlet. As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em

g de acgucares redutores ou acucares redutores totais/100g de amostra.

4.3 Preparo do extrato metandlico

Para o preparo do extrato metandlico, as polpas de abdbora (Cucurbita
moschata) foram limpas, lavadas com agua destilada e separadas as suas partes
(casca, semente e polpa). As polpas foram submetidas a uma maceracdo com
grau e pistilo sem nenhum solvente. Em seguida, as amostras foram liofilizadas
no aparelho Liotop 202 até a completa secagem das mesmas. O extrato foi
proveniente de uma extracdo estatica com metanol 100% (10% p/v) dos frutos
macerados (Figura 3) em temperatura ambiente durante 35 dias, sendo que, uma
vez por semana, o solvente era filtrado e evaporado em banho-maria a 35°C, ao
abrigo da luz (AOAC, 1995). Essa metodologia se baseou no protocolo de rotina

empregado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA).
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[ POLPA DOS FRUTOS (ABOBORA) ]
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[ LIOFILIZAGCAO ]
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DEMAIS ENSAIOS
(CLAE, ANTIOXIDANTE E BIOLOGICO)

)

Figura 3: Esquema da obtencao do extrato metandlico da polpa de abdbora.

4.4 Fracionamento do extrato metandlico

O extrato foi, em principio, avaliado por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), a qual se constitui numa técnica rapida e de baixo custo para
uma andlise qualitativa e semiquantitativa. Neste meétodo cromatografico, o
solvente ou a mistura dos solventes utilizados como fase moével devem ser
cuidadosamente selecionados, pois terdo papel fundamental na separacdo de
misturas (Oliveira, 2005).

Foram usadas placas cromatogréaficas de silica gel 60 Fs, em aluminio,
espessura 0,2 mm da MERCK (20X20 cm). Estas foram cortadas com 4 cm de
comprimento e as aplicacbes das amostras feitas a cerca de 0,7 cm acima da
borda inferior da placa e 0,5 cm de distancia das bordas laterais para a realizacéo
da Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A fase mével utilizada foi butanol:
acido acético: agua na proporcao 3:1:1 respectivamente.

Apés o desenvolvimento da cromatografia é necessario o uso de
reveladores quimicos e fisicos (Sabudak et al., 2005). Neste caso as placas com
silica estdo pré-impregnadas com material fluorescente, portanto, reveladas com

lampada de UV em comprimentos de onda de 254 e 350 nm (método fisico).
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Como revelador quimico utilizou-se a solugéo acida de sulfato cérico, que para o
seu preparo € necessario acido sulfurico concentrado (98%) e agua (método
quimico). Depois de preparado, este revelador é borrifado na placa
cromatografica e, em seguida, a placa € aquecida exibindo manchas que sao
referentes as possiveis substancias presentes na amostra.

Decorrida a andlise por CCD, a amostra que ofereceu manchas de
interesse foi fracionada por cromatografia em coluna para purificacao e as fracbes
oriundas foram acompanhadas por CCD seguindo o protocolo descrito
anteriormente. As silicas para a montagem das colunas para as cromatografias

empregadas foram:

= Silica para cromatografia de fase reversa RP-2. Consiste numa fase
estacionaria ndo-polar, e a fase mével relativamente polar, o oposto do que
ocorre no sistema cromatografico de fase normal, no qual a fase
estacionaria é altamente polar, suportada em particulas de silica, e a fase
movel é relativamente nao-polar (Skoog, et al., 2002). Nesse estudo as
fases moveis utilizadas foram concentracdes que variavam de 0 a 100% de

metanol e 4gua destilada conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Sistema de solventes utilizado na cromatografia em coluna aberta

aplicado nas fragdes.

Agua (%) Metanol (%)
100 0
70 30
50 50
30 70
0 100

= Silica para a cromatografia de exclusdo por tamanho. A silica utilizada foi a
Sephadex LH-20, a qual consiste de particulas pequenas de silica (~10um)
ou de polimero contendo uma rede de poros uniformes nos quais
moléculas do soluto e do solvente podem se difundir. Assim, moléculas

maiores do que o tamanho médio dos poros da fase estacionaria séo
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excluidas e essencialmente ndo sofrerdo retencdo, sendo as primeiras a
serem eluidas. Ja as moléculas com diametro menores que dos poros
podem penetrar pelo “emaranhado” de poros e ficar retidas por tempos

maiores, sendo as ultimas a serem eluidas (Skoog, et al., 2002).

A Figura 4 apresenta o fracionamento e purificagcdo do extrato metanodlico
até a obtencdo da substancia isolada (Bl), as colunas cromatogréaficas
empregadas, bem como as subfracdes resultantes e seus rendimentos. Este
processo de fracionamento foi direcionado pelas placas em CCD, onde as fragbes
eluidas da cromatografia em coluna aberta foram agrupadas em conjuntos de

acordo com as manchas semelhantes entre em si.
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Figura 4: Esquema de fracionamento e purificacdo do extrato metandlico da polpa

de abdbora.

Além desta, outras técnicas cromatograficas também foram empregadas,
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a fim de se avaliar e

estabelecer o perfil quimico do extrato e das fracdes. Esta € uma técnica valiosa,
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pois apresenta alta sensibilidade, resposta rapida aos solutos dependendo do
detector utilizado, informacdo qualitativa do pico desejado entre outros fatores
(Baggio e Bragagnolo, 2004).

As analises foram realizadas no equipamento Shumadzu Class, modelo
LC-10, com duas bombas LC10AT, sendo a deteccéao feita nos comprimentos de
onda fixos de 254 nm e 350 nm (detector por varredura de espectro ao ultravioleta
por arranjo de fotodiodos SPD-M10A) e injetor Rheodyne 7725i com volume de
injecdo de 20 pL. Utilizou-se a coluna RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x
250mm). O sistema de solvente foi 4gua acidificada com &cido fosfoérico (pH 3,2) e
acetonitrila com o gradiente de concentracdo conforme ilustrado na Tabela 3,
usando fluxo de 1 mL/min . As amostras foram preparadas na concentracédo de 10

mg/mL (p/v).

Tabela 3: Sistema de gradiente utilizado para realizacdo de CLAE.

Concentracao de

Tempo (min) Agua Acidificada (pH 3,5) Acetonitrila
0 100 0
5 95 5
10 90 10
15 85 15
20 80 20
25 75 25
30 70 30
40 50 50
45 30 70
50 0 100
55 100 0

4 .5 Atividade antioxidante

Certos métodos convenientes foram desenvolvidos para uma quantificacéo
rapida, simples e confiavel da capacidade antioxidante de varios tipos de

amostras (Mdller et al., 2011) incluindo o método de determinagdo da atividade
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antioxidante pelo método fotocolorimétrico do radical livre estavel DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazila). Esta técnica foi inicialmente escolhida por se tratar de
uma metodologia simples, rapida e sensivel. As substancias antioxidantes
presentes nas amostras, reagem com o DPPH, que € um radical estavel, e con-
verte-o em 2,2-difenil-1-picril-hidrazina. Quando uma solucdo de DPPH é
misturada com uma substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, a forma
reduzida do radical gerado € acompanhada de perda de cor e dessa forma indicar
o potencial antioxidante do extrato (Ali et al., 2008).

Esta técnica consistiu em adicionar 1mL do extrato metandlico e das
fracGes, em concentracdes que variavam de 10 - 1000 pg/mL, a 1 mL de uma
solucdo metandlica de DPPH (0,1 mM), a reacdo se processou em 1 hora a
temperatura ambiente. Imediatamente, a absorcdo do DPPH foi verificada no
comprimento de onda de 515 nm em um espectrofotbmetro UV-Vis. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

A atividade sequestradora de radicais livres de cada extrato foi expressa
pela relacdo da absorcdo de DPPH, baseado na solucdo de DPPH ausente do
extrato (controle negativo) e uma solucdo de um padréo de substancia aromatica
(controle positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT). Posteriormente, foi
calculado o percentual sequestrador (PS%) de radicais livres (Koleva et al., 2002).
A capacidade de sequestrar radicais livres foi expressa como percentual de
inibicdo da oxidacdo do radical e foi calculada mediante a sequinte férmula
(Roesler, et al., 2007).

% Inibicao = ((AoppH — Aextr)/Apppr)*100

Onde Apppn € a absorbancia da solucdo de DPPH e Agxr € a absorbéancia

da amostra em solucéao.
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4.6 Ensaios biologicos do extrato metandlico e fragdes

4.6.1 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram a bactéria
Staphylocoocus epidermidis ATCC 12228 e trés cepas de Staphylococcus aureus:
cepa-padrdo ATCC 25923, ATCC 33591 e uma cepa clinica isolada de um
paciente, cujas caracterizagdes estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Micro-organismos utilizados nos ensaios biolégicos

Micro-organismo érupo Cepa Procedéncia

S. aureus Gram-positiva ATCC 25923 Fundagdo  Oswaldo
Cruz - Fiocruz - RJ

S. aureus Gram-positiva ATCC 33591 Fundagdo  Oswaldo
Cruz - Fiocruz - RJ

S. aureus Gram-positiva Cepa clinica humana Isolado de  um

paciente em um
hospital de Campos
S. epidermidis Gram-positiva ATCC 12228 Fundagdo Oswaldo
Cruz - Fiocruz - RJ

4.6.1.1 Preparo dos inoculos

Staphylococcus sp.

As cepas de Staphylococcus sp. foram distintamente cultivadas em agar
estoque (BHA-Brain Heart agar, Himedia, india), previamente reativadas em tubos
de ensaio contendo caldo BHI (Himedia, india) e levadas a estufa de crescimento
bacteriol6gico (Quimis) a 37°C por 24 horas. A concentracdo inicial de cada
in6culo foi obtida através da transferéncia de colbnias ativadas para caldo BHI
estéril até atingir uma turbidez equivalente a uma concentracdo de 0,5 McF em
fotbmetro (Densimat®, bioMérieux, Franca), equipado com leitor para

comprimento de onda 550 nm (Araujo et al., 2004).
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4.6.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato metandlico e das
fracbes da polpa de abo6bora, foi empregado o método da diluicdo em meio
liquido, baseado na metodologia descrita por Lemos 1997.

O extrato metandlico e as fragbes FA, G2, G2A, A2 e Bl foram
solubilizados em DMSO P.A. nas seguintes concentracoes:

Tabela 5 — Concentracdo das amostras usadas no ensaio biolégico

Amostra Concentragado
ECM 10 mg/200 pL
FA 10 mg/200 pL
G2 7 mg/200 pL
G2A 6 mg/200 pL
A2 5 mg/200 pL
B1 4 mg/200 pL

Em seguida, 10 yL da amostra diluida foi adicionada a 170 pL do meio
Miiller Highton (MH) liquido (Himedia, india) em eppendorfs, juntamente com um
volume de 20 pL de suspensdo da bactéria utilizada, padronizada pela turvagao
equivalente a 0,5 da escala de MacFarland (in6culo). Apés a incubacdo dos
eppendorfs em estufa de crescimento bacteriano a 37°C por 6 horas, uma
aliquota de 50 pL do contetdo de cada eppendorf foi semeado em placas de Petri
contendo meio MH sélido (Himedia, india), conforme ilustra o esquema mostrado
na Figura 5. Apds o periodo de incubacéo das placas (em estufa de crescimento
bacteriol6gico a 37°C por 24 horas), foi identificada a presenca ou ndo de UFCs
(Unidades Formadoras de Colbnias) obtidas em cada experimento, com
subsequente comparagdo com o controle.

Os controles foram preparados de maneira similar ao extrato e fracdes,
sendo que foi adicionado a 170 yL de meio MH liquido e 20 pL de in6culo, 10 uL

do antibiotico gentamicina na concentragao de 200 ug/mL como controle positivo,
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e 10 pL do solvente DMSO P.A. como controle negativo. Os experimentos foram

realizados em triplicatas.

£\

170 ub MH  pcubagdo 37°C/6h

+
10 yL amostra l

+ |
20 pL inéculo L o

'

50 L cultura

Incubagdo
37°C /2§4h Plaqueamento em MH

(triplicata)

Figura 5: Esquema da atividade antimicrobiana do extrato metandlico e das
fracOes da polpa de Cucurbita moschata pelo método da diluicdo em meio liquido.
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5.1 Anélises fisico-quimicas
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O conhecimento do teor dos compostos organicos de qualquer alimento &

de suma importancia para a populacdo (Manhaes, 2007). Sendo assim, foram

avaliados nesse trabalho, o teor de umidade, lipidios, proteinas e carboidratos

presentes na polpa de Cucurbita moschata (abobora). Os resultados encontrados

nessas analises, bem como aqueles relatados na literatura encontram-se na

Tabela 6.

Tabela 6: Teores de umidade, lipidio, proteina e carboidrato da polpa da abobora

em termos percentuais (g/100g de amostra).

Anélise Média Literatura | Literatura Literatura Literatura | Literatura
+d.p. Endef! USDA? TBCA-USP® | Alves,et al* Taco®
Umidade 85,4+0,5 88,3 91,6 93,4 88,23 95,7
Lipidio Total | 0,08 £0,01 0,3 0,1 0,2 X Tr
Proteina 09+14 1,2 1,0 1,27 1,3 0,6
Carboidrato 3,05+0,5 9,8 6,5 4,66 8,11 3,3

1Tabela de Composicao de Alimento do Endef/IBGE, 1999.

2 Nutrient Database for Standard Reference,2001.
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*Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos da Universidade de S&o Paulo,
2008.

“Alves, et al., 2010.

®Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos - Taco, NEPA - Unicamp, 2011.
d.p. = desvio padréo

Tr = Tragos

X = Né&o foi avaliado

O valor médio da umidade determinada a partir da polpa de abdbora foi
85,4 + 0,59/100g de polpa. Ao comparar esse valor com os demais valores para
teor de umidade encontrados na literatura, nota-se que o mesmo foi bem
semelhante aos outros valores verificados na literatura (Tabela 6). O valor minimo
para umidade observado na literatura foi de 88,23 g/100g (Alves et al., 2010), e o
valor maximo mostrado foi de 95,7 g/100g (Taco, 2011), porém dois valores
intermediarios de teores de umidade que sao citados acima estdo bem proximos:
88,39/100g (Endef, 1999) e 88,23g/100g (Alves et al., 2010). Fazendo-se uma
estimativa de todos os resultados observados na literatura, o teor de umidade da
abobora seria em torno de 91,449 por 100g de amostra (d.p.= 3,2g), valor este
préximo ao encontrado no presente trabalho (85,4g/100g).

Para o teor de lipidios totais (Tabela 6), foi verificado o valor de 0,08 *
0,01g/100g de polpa de abobora. Assim, o teor de lipidios totais encontrados
nesse experimento foi inferior ao demais dados da literatura mostrados na Tabela
5. No entanto, esse valor encontra-se bem proximo ao valor encontrado por
USDA, 2001 (0,1 g/100g) e pode ser assemelhado também ao valor observado
pela tabela Taco, 2011, ja que esta indica que a abobora apresenta apenas tracos
de lipidios em sua composicdo, assim como determinado nesse trabalho. Os
teores de lipidios totais de acordo com os encontrados na literatura estdo bem
préximos uns dos outros, porém, o maior teor de lipidios encontrado nos dados da
literatura foi de 0,3 g/100g (Endef, 1999) e o menor valor foi de 0,1 g/100g (USDA,
2001). Ao se comparar todos os dados mostrados na literatura, tém-se uma média
de 0,2 g de lipidios por 100g de amostra (d.p.= 0,1g), valor este maior ao
encontrado no presente trabalho (0,08 g/100g). Essa diferenca pode ter sido
ocasionada por alguma alteracdo de um ponto critico durante a realizacdo do

experimento.
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O teor médio de proteinas encontrado na polpa de abobora foi de 0,9 +
1,49 de proteinas por 100g de amostra analisada (Tabela 6). Este valor encontra-
se proximo dos demais valores apresentados nos dados colhidos da literatura,
exceto para o valor mostrado em Taco, 2011 (0,6g9/100g). O maior valor de
proteina encontrado na literatura € de 1,3 g/100g (Alves et al., 2010) e 0 menor &
de 0,6 g/100g (Taco, 2011). Ao se fazer uma média de todos os valores relatados
na literatura obtém uma média de 1,07g de proteinas por 100 g de amostra (d.p.=
0,3g), sendo tal valor semelhante ao determinado no presente trabalho (0,9
0/100g), indicando assim que os resultados para essa andlise também foram
bastante satisfatérios.

A média do teor de carboidratos totais da polpa de abdbora foi de 3,05 +
0,59 de carboidratos por 100g de polpa de abdbora (Tabela 6). Tendo como
comparacao os valores de carboidratos citados na literatura e listados na Tabela
5, observa-se que o valor encontrado no presente trabalho € inferior aos demais
dados, no entanto, encontra-se bem proximo ao valor relatado em Taco, 2011
(3,39/100g). Em geral, todos os dados da literatura estdo dispersos entre si,
porém, o maior teor de carboidrato mostrado foi o de Endef, 1999 (9,89/100g),
enquanto que o menor valor foi demonstrado por Taco, 2011 (3,39/100g). Ao se
fazer uma média de todos os valores que sao verificados na literatura tém-se 6,5
g de carboidrato por 100g de amostra (d.p.= 2,6g). Este valor € superior ao
encontrado neste trabalho, no entanto, por ser semelhante ao valor descrito na
tabela Taco, 2011, este o resultado torna-se aceitavel ja que esta tabela é

utilizada como referéncia em diversos trabalhos académicos.

5.2 Anélises cromatograficas

Tanto o extrato bruto de Cucurbita moschata (abobora), quanto todas as
fracGes oriundas do fracionamento desse extrato através de Cromatografias em
Coluna (RP-2 e Sephadex) foram analisados também de acordo com mais dois
tipos de cromatografias: Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Vale ressaltar que este estudo foi bioguiado e, portanto, o fracionamento foi

realizado de acordo com os resultados obtidos nos ensaios biolédgicos.
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5.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Em principio, as fracdes oriundas da polpa de Cucurbita moschata
(abobora) foram submetidas a Cromatografia em Camada Delgada (CCD). O
sistema de solventes empregado foi o baw 3:1:1 (baw - butanol: acido acético:
agua, respectivamente), sendo esse sistema o mais satisfatério dentre todos os
sistemas testados, jA que houve uma melhor separacdo das substancias. As
placas de CCD foram reveladas com sulfato cérico.

Na Figura 6 esta mostrada a CCD das principais fracdes oriundas do
fracionamento do Extrato Bruto (ECM): ECM, FA, G2, G2A, A2 e B1. A fracdo
ECM é referente ao extrato metandlico da abdbora, FA é a fragdo aquosa oriunda
do fracionamento de ECM em coluna cromatografica aberta de fase reversa RP-2,
G2 é a fragdo vinda do fracionamento FA em coluna cromatografica aberta de
fase reversa RP-2, G2A é fracdo que foi originada pelo fracionamento de G2 em
coluna de Cromatografia por Exclusdo de Tamanho de Particula Sephadex LH-20,
a fracdo A2 é oriunda do fracionamento de G2A em Sephadex LH-20, e por fim, a
fracdo Bl que é fracdo vinda do fracionamento de G2A também em Sephadex
LH-20.

| : 5 v

ECM FA G2 G2A A2 B1

Figura 6: Cromatograma em Camada Delgada (CCD) do extrato bruto e das
fracOes obtidas a partir da polpa de Cucurbita moschata (abdbora), mostrando as
manchas caracteristicas. Fase movel: butanol: acido acético: agua (3:1:1) e

revelado com sulfato cérico.



41

Como B1 foi a fracdo que se mostrou mais purificada, sua CCD é melhor
representada na Figura 7. De acordo com esta CCD (Figura 7), pode-se notar que
a mancha predominante possui o fator de referéncia (Rf) com valor igual a 0,45,
gue sob revelacdo em luz ultravioleta (UV) no comprimento de onda de 332 nm
apresenta coloragcdo azul-arroxeada. Este valor de Rf (0,45) indica que esta
mancha possui caracteristicas mais polares de acordo com o sistema de

solventes utilizado (baw 3:1:1) para elui¢do das placas cromatograficas.

Figura 7: Cromatograma em Camada Delgada (CCD) da fracdo B1 da polpa de
Cucurbita moschata (abdbora). Fase movel: butanol: acido acético: agua (3:1:1) e

revelado com sulfato cérico.

5.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Com o propdsito de conhecer o perfil quimico do extrato e fracbes da
ablbora, estes foram submetidos a uma outra técnica cromatografica, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Essa técnica desempenha um
papel central na separacdo de misturas complexas, como substancias do
metabolismo primario ou secundario a partir de fontes vegetais. Estudos quanto
ao tempo de retencdo (Tr) em diferentes suportes e eluentes tém sido
aperfeicoados e tabelados, a fim de se obter condi¢cdes Otimas de andlise
(Oliveira, 2005).
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Foram submetidas a analise por CLAE para o conhecimento acerca do seu
perfil quimico, o Extrato Metandlico Bruto (ECM), e as fracBes FA, G2, G2A, A2 e

B1 de Cucurbita moschata.

5.2.2.1 Cromatograma do extrato bruto metandlico (ECM)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), produzida a partir do
extrato bruto metanolico (ECM), mostrou um pico majoritario, que esta destacado
na Figura 8 no tempo de retencdo em 3,499 minutos (circulado) no comprimento
de onda de 254 nm. O espectro de ultravioleta (UV) referente a este pico revelam
as bandas de absorgédo em aproximadamente 240 e 270 nm (Figura 8).
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Figura 8: Cromatograma do perfil quimico do Extrato Metandlico Bruto (ECM)
oriundo de Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de

onda de 254 nm, e o espectro de UV do pico de retencao de 3,499 minutos.

A Tabela 7 mostra que o pico referente ao tempo de retencdo de 3,499
minutos € o pico majoritario do extrato bruto metandlico da polpa da abdbora, e
este pico possui uma &area de 1.392.218 nm? No entanto, como pode ser

observado (Figura 8), outros seis picos sdo notorios nesse cromatograma, porém,
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estes parecem estar menos concentrados na amostra em questao (ECM), como

pode ser verificado na Tabela 7, cujas &reas séo inferiores.

Tabela 7: Area do perfil quimico do Extrato Metanolico Bruto (ECM) oriundo de
Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de onda de
254 nm.

Pico Tempo de Retencdo (min) Area (nm?® Altura (nm)

1.392.218 96.365

2 6,485 1.004.721 44.986
3 7,179 900.845 37.293
4 8,939 1.156.889 67.014
5 9,653 638.749 21.093
6 13,941 604.276 20.857
7 43,253 769.003 25.584

5.2.2.2 Cromatograma da fracao FA

A primeira fracdo oriunda do extrato bruto (ECM) da abdbora (ativo nos
ensaios biolégicos) foi a fracdo FA, que mostrou inibicdo no crescimento
bacteriano. Esta é uma fracdo 100% aquosa que foi proveniente do fracionamento
do extrato bruto realizado em uma coluna aberta em fase reversa RP-2. A Figura
9 mostra o perfil quimico da fracdo FA e o espectro de UV do pico de retencdo em
3,488 minutos.

Através desse cromatograma, observa-se que o pico majoritario do Extrato
Bruto se manteve em FA no tempo de retencdo de 3,488 minutos (circulado), ja
gue os picos entre 8 a 25 minutos podem estar levemente aumentados pela
presenca de acidos carboxilicos (Sayago et al., 2007; Singh et al., 2005;
Waksmundzka-Hajnos, 1998), uma vez que FA é exclusivamente aquosa. O
espectro de UV desse pico também é mostrado na Figura 9 revelando bandas de
absorcao em aproximadamente 240 e 270 nm, assim como do espectro de UV do

pico majoritario do Extrato Bruto (Figura 8).
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Figura 9: Cromatograma do perfil quimico da fracdo FA (fracdo 100% aquosa)
oriunda de Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de
onda de 254 nm e espectro de UV do pico de retencao de 3,488 minutos.

A Tabela 8 mostra que o pico de retencdo de 3,488 minutos de FA possui

uma area de 1.576.240 nm?.

Tabela 8: Area do pico majoritario no tempo de 3,488 minutos do cromatograma
do perfil quimico da fracdo FA oriunda de Cucurbita moschata (abobora) avaliado

por CLAE no comprimento de onda de 254 nm.

Pico Tempo de Retencdo (min) Area (nm?®) Altura (nm)
1 3,488 1.576.240 104.957

5.2.2.3 Cromatograma da fracdo G2

A proxima fracdo analisada foi a fracdo G2, sobretudo por ter apresentado
auséncia de crescimento microbiano. Esta fracdo foi proveniente do
fracionamento da fracdo anterior (FA), a qual foi aplicada em uma coluna de fase
reversa RP-2 e resultou em 4 subfracbes (G1, G2, G3 e G4). De acordo com o
perfil quimico dessas subfracdes (dados ndo mostrados), a que mostrou 0s picos

de maior interesse foi G2. O perfil quimico de G2 (Figura 10), mostrou trés picos,
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um em torno de 3 minutos, outro proximo de 9 minutos e o terceiro em
aproximadamento 14 minutos. O espectro de UV do pico de retencdo com tempo
de 3,376 minutos, se mostrou muito semelhante ao perfil observados para FA
(Figura 9) e ECM (Figura 8), com duas bandas de absor¢cdo em aproximadamente
240 e 270 nm.
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Figura 10: Cromatograma do perfil quimico da fracdo G2 oriunda de Cucurbita
moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de onda de 254 nm e

espectro de UV do pico de retencao de 3,376 minutos.

A Tabela 9 mostra que o pico de retencao de 3,376 minutos de G2 possuli
uma éarea de 1.361.094 nm? e os outros dois se apresentam menos

concentrados.

Tabela 9: Area dos picos listados no cromatograma do perfil quimico da fracdo G2
oriunda de Cucurbita moschata (abdébora) avaliado por CLAE no comprimento de
onda de 254 nm.

Pico Tempo de Retencdo (min) Area (nm?) Altura (nm)

1 3,376 1.592.751 74.770

2 8,715 1.444.940 41.745
3 13,962 1.153.141 22.750
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5.2.2.4 Cromatograma da fragdo G2A

Seguindo a ordem de fracionamento, a proxima fracdo analisada foi G2A,
essa fracdo resultou da aplicacdo da fracdo G2 em uma coluna aberta de
Cromatografia por Exclusdo de Tamanho de Particula (Sephadex LH-20). Desse
fracionamento resultaram trés sub-fracbes: G2A, G2B e G2C. Porém a fracado
G2A foi a que apresentou o pico majoritario em torno de 3 minutos, e inibicdo de
crescimento bacteriano. O seu perfil quimico é ilustrado na Figura 11.

De acordo com a Figura 11, o pico majoritario presente na fracdo G2A é o
mesmo pico que estava sendo apresentado nas amostras anteriores (ECM, FA,
G2). Este pico se encontra no tempo de retencao de 3,302 minutos (destacado) e
seu espectro de UV é mostrado na Figura 11, com as bandas de absor¢cao em
aproximadamente 237 e 263 nm. E notavel ainda que a medida que a amostra vai
sendo purificada, esse pico se concentra, ou seja, se verifica maior absor¢éo, que
pode ser evidenciada pela area referente a este pico.

Nesta fragcdo também sdo observados mais 2 picos em destague nos
tempos de 9,434 e 16,903 minutos. Esses dois ultimos picos provavelmente sao
referentes aos picos que também foram destacados no cromatograma da Figura

10, embora ndo tenham sido listados.
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Figura 11: Cromatograma do perfil quimico da fracdo G2A oriunda de Cucurbita
moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de onda de 254 nm e

espectro de UV do pico de retencao de 3,302 minutos.
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A Tabela 10 mostra que o pico de retengcdo de 3,302 minutos de G2A
possui uma area de 5.639.642 nm?, e muito superior ao observado para 0s outros
dois picos (9,434 e 16,903 minutos).

Tabela 10: Area dos picos listados do cromatograma do perfil quimico da fracio
G2A de oriunda Cucurbita moschata (abdbora) avaliado por CLAE no
comprimento de onda de 254 nm.

Pico Tempo de Retencdo (min) Area (nm?) Altura (nm)

1 3302 5.639.642 637.016 ‘
2 0434 2.013.368 81.746
3 16,903 1.405.262 50.866

5.2.2.5 Cromatograma da fracdo A2

A préoxima fracdo estudada foi a fracdo A2 que € resultante do
fracionamento da fracdo G2A em uma Coluna Aberta Sephadex LH-20, em que
foram resultante trés fracbes (Al, A2 e A3). De acordo com o perfil quimico
dessas fracdes (dados ndo apresentados), a fracdo que mostrou o pico majoritario
foi A2 (Figura 12).

Como é claramente mostrado na Figura 12, o pico majoritario do
cromatograma € o pico com o tempo de retencdo no tempo de 3,300 minutos.
Este pico € o mesmo que aparece nos demais cromatogramas analisados até o
momento. O espectro de UV desse pico também é apresentado na Figura 12 com

bandas de absor¢cdo nos tempos de 239 e 264 nm.
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Figura 12: Cromatograma do perfil quimico da fracdo A2 oriunda de Cucurbita
moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de onda de 254 nm e

espectro de UV do pico de retencao de 3,300 minutos.

A Tabela 11 mostra que o pico de retencao de 3,300 minutos da fracdo A2
possui uma area de 3.083.601 nm?.

Tabela 11: Area do pico majoritario no tempo de 3,300 minutos do cromatograma
do perfil quimico da fracdo A2 oriunda de Cucurbita moschata (abobora) avaliado

por CLAE no comprimento de onda de 254 nm.

Pico Tempo de Retencdo (min) Area (nm?®) Altura (nm)
1 3,302 3.083.601 872.689

5.2.2.5 Cromatograma da fracdo B1

A Ultima fracdo estudada foi a fracdo B1, essa fracdo é resultante da
aplicacdo da fracdo A2 em uma Coluna Aberta de Cromatografia por Exclusédo de
Tamanho de Particula Sephadex LH-20. Deste fracionamento resultaram quatro
fracbes: B1l, B2, B3 e B4. Porém, B1 foi a que apresentou um cromatograma
menos complexo. O pico de retencdo no tempo de aproximadamente 3 minutos.

Deve-se tratar do mesmo pico que € o mesmo que vinha sendo observado

desde o extrato bruto (ECM- Figura 8). O cromatograma ¢€ ilustrado na Figura 13.
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De acordo com a Figura 13, o pico majoritario presente na fracdo Bl se
encontra no tempo de retencédo de 3,412 minutos (destacado), e 0 seu espectro
de UV com as bandas de absor¢céo em aproximadamente 239 e 264 nm.
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Figura 13: Cromatograma do perfil quimico da fracdo Bl oriunda de Cucurbita
moschata (abdbora) avaliado por CLAE no comprimento de onda de 254 nm e
espectro de UV do pico de retencao de 3,412 minutos.

A Tabela 12 mostra que o pico de retencdo de 3,412 minutos de B1 possui

uma area de 3.853.140 nm?.

Tabela 12: Area do pico majoritario no tempo de 3,412 minutos do cromatograma
do perfil quimico da fracdo B1 oriunda de Cucurbita moschata (abobora) avaliado

por CLAE no comprimento de onda de 254 nm.

Pico Tempo de Retencdo (min) Area (nm? Altura (hm)
1 3,412 3.853.140  315.707

Conforme visto até aqui, o pico de interesse, ou seja, aquele que apareceu
em todos o0s cromatogramas, se encontra no tempo de retencdo de
aproximadamente 3 minutos (de 3,300 a 3,499 minutos) e seu espectro de UV
apresenta comprimento de onda que varia entre 240 e 270 nm. De acordo com
dados na literatura, espectros de UV com comprimento de onda entre 240 e 270
nm podem estar relacionados a compostos fenélicos, acidos arométicos ou ainda
hidrocarbonetos (Yang et al., 2011; Silverstein e Webster, 2001; Waksmundzka-

Hajnos, 1998). Porém, de acordo com as condi¢cdes cromatograficas empregadas,
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imagina-se que esta trata-se de uma substéncia fendlica ou um &cido aromético
(Silverstein e Webster, 2001).

Para a elucidacao estrutural da substancia referente a esse pico seriam
necessarias técnicas para auxiliar na sua identificacdo como os métodos
espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), ou ainda
Espectrometria de Massas (EM) ou Infravermelho (IV) porém, como ndo havia
mais massa suficiente da amostra em questdo, essas técnicas ndo puderam ser
concluidas, e assim nao se pode efetivar a elucidacdo estrutural completa da
substancia mais purificada nesse trabalho de Dissertacédo de Mestrado.

5.3 Atividade antioxidante (método do DPPH)

Com o intuito de se verificar a capacidade antioxidante do extrato
metandlico bruto e das fragcdes oriundas da polpa de Cucurbita moschata, estes
foram submetidos a avaliacéo atraves do sequestro do radical livre estavel DPPH,
por se tratar de uma metodologia simples, rapida e sensivel.

Os resultados do extrato metandlico (ECM), das fracdes, bem como de Bl
(substancia mais purificada), e dos padrdes quercetina, rutina, apigenina, acido
ascorbico e o padrdao comercial BHT (butil-hidroxi-tolueno) submetidos ao ensaio
antioxidante sdo mostrados na Tabela 12. Vale ressaltar que os testes foram
realizados em triplicata, e em trés concentracdes distintas (1000, 100 e 10
Hg/mL), sendo apresentadas aqui as médias aritméticas e o desvio padrao.

Os flavonoides foram utilizados como padrdes pelo seu efeito protetor nos
sistemas bioldgicos, o qual é conferido a sua capacidade de transferéncia de
elétrons dos radicais livres (Heim, 2002), e estes sdo utilizados para balizar as

amostras testadas (Figura 14).
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Figura 14: Estrutura quimica da quercetina (A), da apigenina (B) e da rutina (C).

De acordo com Ross e Kasum (2002) a propriedade antioxidante dos
flavondides esta relacionada com sua estrutura, e os flavondides que se
apresentam hidroxilados, principalmente nas posi¢cdes com os grupos 3-OH, 5-
OH, 7- OH, 4-OH e 3- OH sao os que apresentam maior propriedade
antioxidante. Com isso, o0 poder antioxidante desses metabdlitos se deve a
facilidade com que um atomo de hidrogénio, a partir de uma hidroxila do anel
aromatico, pode ser doado para um radical livre. E a capacidade de um composto

aromatico em estabilizar um elétron ndo emparelhado (Figura 15).
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Figura 15: Mecanismo mostrando um composto aromatico aceitando um elétron

ndo emparelhado.

Os resultados obtidos nesse trabalho (Tabela 13) mostraram que a

guercetina apresentou maior atividade antioxidante que a rutina e a apigenina nas
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trés concentracdes estudadas. Isso ocorre devido a quercetina (Figura 14 - A) ser
um flavonol com cinco hidroxilas fendlicas reativas, e a perda ou doagédo de um de
seus hidrogénios faz com que a molécula se estabilize por ressonancia (Cuyckens
& Claeys, 2004). Ja a rutina (Figura 14 - C) possui uma estrutura semelhante a da
guercetina, mas com uma substituicdo glicosidica em uma das hidroxilas e, por
essa razao, apresenta uma menor atividade. Enquanto que a apigenina (Figura 14
- B), apresenta hidroxila nos carbonos 5, 7 e 4’, porém esta aglicona ndo
apresenta o grupo OH nos demais carbonos, fato este que também pode explicar
a sua menor capacidade antioxidante (Rice-Evans, et al., 1996). Esse fato
demonstra a sensibilidade do método do DPPH para determinagcédo da atividade
antioxidante frente a pequenas alteracbes na estrutura da molécula (Duarte-
Almeida et al., 2006).

As reagbes com o DPPH envolvem a transferéncia de hidrogénio, sendo
gue um fator determinante para a velocidade de reacao consiste na transferéncia
de elétrons para o DPPH conforme ilustra a Figura 16. A abstracdo do atomo de
hidrogénio do gupo FIOH (flavondide ou substancia fendlica, por exemplo) pelo

DPPH, provém de uma reacao secundaria (Huang et al., 2005; Amié et al., 2003).

= | OzN\|/\|/NOz = | ON_AN__NO,
S J
| N\~ + FIOH N |\J + FIO®
gk, Sk e
= ! |
\ [ X J
AN
» Flavonoéide
DPPH (roxo) Flavonoide DPPH (amarelo) (radical)

Fonte: Oliveira, 2005.
Figura 16: Reacédo entre o DPPH e um flavondide.

N&o sbé a quercetina, mas também a rutina e a apigenina sdo compostos
fendlicos comumente encontrados em alimentos. Para que 0Ss compostos
fendlicos sejam considerados antioxidantes e possam exercer seu papel biolégico
€ necessario que, em baixas concentracées, sejam capazes de impedir, retardar,
ou ainda prevenir a auto-oxidacdo ou a oxidacdo mediada por radicais livres, e
sobretudo que o produto formado apés a reacdo seja estavel (Duarte-Almeida et
al., 2006, Behling et al., 2006).
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O &cido ascérbico ou vitamina C (Figrura 17) é amplamente conhecido por
sua atividade antioxidante, e por isso € utilizado em cosméticos ou em
tratamentos de doencas degenerativas devido a sua capacidade em sequestrar
radicais livres (Duarte-Almeida et al., 2006). Esse composto também esta
presente nos vegetais de uma maneira geral. Ele apresenta uma potente
capacidade antioxidante, visto que sua molécula, que é polar e esta localizada em
compartimentos aquosos, sofre oxidacdo antes que outras moléculas se oxidem,
impedindo e protegendo essas outras moléculas da oxidacdo (Costa e Rosa,

2006).

CH,OH

HOCH (0]

\/ OH

Figura 17: Estrutura quimica do acido ascérbico.

O acido ascorbico ou vitamina C desempenha inumeros papéis
metabodlicos no organismo humano, atuando como agente redutor, reduzindo
metais de transicdo (em particular Fe** e Cu?") presentes nos sitios ativos das
enzimas, ou nas formas livres no organismo. Por ser um bom agente redutor o
ascorbato (Figura 18) pode ser oxidado pela maioria das espécies reativas de
oxigénio que chegam ou sdo formadas nos compartimentos aquosos dos tecidos

organicos (Barreiros et al., 2006).

CH,OH CH,OH
HOCH\/O o HOCH\/O o
- .
_ ——— + 2H" + 2e
o OH o] o
Acido ascérbico Acido deidroascérbico Fonte: Fiorucci et al.,
(forma reduzida) (forma oxidada) 2003.

Figura 18: Oxidacdo do acido ascorbico em deidroascorbico.



54

O padrédo comercial BHT (Figura 19) € um antioxidante artificial comumente
utilizado como padréo nas avaliagdes quanto as atividades antioxidantes por ser
mais efetivo na supressdo da oxidacdo em gorduras animais do que em 6éleos
vegetais. Como a maior parte dos antioxidantes fendlicos, sua eficiéncia € limitada

em Oleos insaturados de vegetais ou sementes (Ramalho e Jorge, 2006).

CHs

CH3

Figura 19: Estrutura quimica do antioxidante comercial BHT.

O BHT (Figura 19) foi escolhido para esse trabalho por ser um antioxidante
sintético amplamente utilizado na industria alimenticia e este padrdo apresentou
atividade sequestradora de radicais livres apenas na maior concentracao (1000
pg/mL) neste trabalho, devido sua pouca polaridade (Duarte-Almeida et al., 2006,
Ramalho e Jorge, 2006). O mecanismo de acdo desse padrdao € mostrado na

Figura 20.

@\ D CHs CHs

’l\‘
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DPPH BHT DPPH BHT

(com RL) (com RL)

Fonte: Oliveira et al., 2009.
Figura 20: Reacédo quimica entre o radical DPPH e o BHT.

Tabela 13: Atividade antioxidante pelo método do DPPH do extrato metandlico,
fracbes e dos padrdes fendlicos quercetina, rutina, apigenina, além do acido
ascorbico e 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT).
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Concentragoes

Espécies vegetais
1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) 10 pg/mL (%)

Extrato Metandlico 83,6+4,2 343+12 91+75
FA 100+ 6,3 69,4+95 8,3+18

62 100+0,3 741+5,6 12+ 31

G2A 100+ 0,0 100+ 2,4 92+ 4,6
A2 834+0,7 24612 118+04
B1 799+3,0 95+0,0 35+2,1
Quercetina 95,3+0,9 934+12 913+3,0
Rutina 88+0,9 86,4+11 08+0,9
Apigenina 60+15 413+27 95+10
Acido ascérbico 95,6+ 1,1 93,3:27 92,7+15
BHT 100+£0,9 521+2,2 43615

*Média *+ Desvio Padrédo (n=3).

De acordo com os dados mostrados na Tabela acima, pode-se notar que
todas as amostras provenientes da polpa de abdbora foram ativas na
concentracdo mais alta.

O extrato metandlico bruto quando comparado com as demais fracoes, foi
mais ativo apenas na concentracdo mais alta e, observa-se que 0 extrato
apresenta atividade antioxidante semelhante as fracbes A2 e B1, e inferior as
outras fracbes (FA, G2, G2A). Em uma escala de capacidade de sequestro de
radicais livres, na maior concentracdo analisada, a sequéncia seria: FA = G2 =
G2A > Extrato metandlico > A2 > B1. Quando comparado a atividade antioxidante
do extrato metandlico com a dos padrBes utilizados, observa-se que, para
guercetina, acido ascorbico e BHT, a atividade do extrato foi inferior nas trés
concentragfes analisadas.

Verificando os resultados do padrdo rutina, notou-se que, em relacdo a
esse padrdo, o extrato metanodlico apresentou uma atividade sequestradora de
radicais livres semelhante na maior concentracao analisada (1000 pug/mL). E para
0 padrdo apigenina, o extrato metandélico mostrou-se mais eficaz no sequestro de
radicais livres na maior concentracdao (1000 pg/mL), e para as demais

concentragfes: 100 e 10 pg/mL, ndo se observam atividade.
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A fracdo 100% aquosa (FA) mostrou uma 6tima atividade antioxidante na
maior concentragcédo analisada (1000 pg/mL), atividade essa igual a 100%. Nas
demais concentragcbes analisadas (100 e 10 pg/mL) o poder antioxidante foi de
69,4 e 8,3% respectivamente. Comparando esses valores de atividade
antioxidante com a dos padrdes utilizados, nota-se que na maior concentracéo o
poder de sequestro de radicais livres foi superior a rutina e a apigenina, muito
semelhante aos padrdes quercetina e &cido ascoérbico, e igual ao do padrédo
comercial BHT. Para a concentracdo intermediaria (100 pg/mL), a atividade
antioxidante de FA foi em geral menor que a dos padrdes estudados, com
excecao dos padrdes apigenina e BHT. Além disso, ha menor concentragdo (10
Hg/mL) ndo se verifica sequestro de radicais livres (atividade antioxidante).

Quanto a fracdo G2, é notavel sua atividade antioxidante na maior
concentracdo analisada (100%). Nas concentracbes de 100 e 10 pg/mL a
atividade encontrada foi de 74,1 e 12%. Ao se comparar os valores da atividade
antioxidante com os dos padrdes analisados, observa-se que os resultados séo
parecidos com a fracdo anterior (FA), onde na maior concentracado a atividade
também foi superior a rutina e apigenina, muito semelhante a quercetina e ao
acido ascorbico, e igual ao BHT (100%).

O padrdo comercial BHT apresentou atividade sequestradora de radicais
livres apenas na maior concentragdo (1000 pg/mL), discreta atividade (52%) na
concentragao intermediaria e perda de atividade na concentracdo mais baixa. A
fracdo G2 nas demais concentracdes avaliadas apresentou uma atividade maior
gue a dos padrées BHT e apigenina na concentracdo de 100 pg/mL, um menor
potencial antioxidante, do que os padrdes quercetina, rutina e acido ascoérbico na
concentragdo de 10 pug/mL, e uma perda de atividade para G2 nesta concentracao
mais baixa.

De todas as fracBes estudadas, a proxima fracdo (G2A) foi a que
apresentou os melhores resultados para atividade antioxidante, com valores de
atividade antioxidante superiores a 90% nas trés concentracdes analisadas (100,
100 e 92% de poder antioxidante nas concentracdes de 1000, 100 e 10 pg/mL,
respectivamente). Os resultados obtidos para essa fracdo foram superiores ou
muito semelhantes a todos os padrdes analisados. Esses dados podem ser
facilmente comparados com o padréo fendlico quercetina que também mostrou

um poder antioxidante superior a 90% nas trés concentracfes avaliadas.
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A Ultima fracdo estudada (B1) foi a que apresentou os menores valores
observados quanto ao poder antioxidante. Sua atividade foi de 79,9, 9,5 e 3,5%
para as seguintes concentragcdes: 1000, 100 e 10 pg/mL. Ao se comparar esses
dados com os padrdes analisados, tém-se que a atividade antioxidante de B1 é
menor que a de todos os padrdes, exceto para apigenina na maior concentragao
(60%).

5.4 Atividade antibacteriana

E importante ressaltar que esses sdo 0s primeiros ensaios realizados a
partir da polpa de abobora (Cucurbita moschata) utilizando seu extrato metanélico
bruto e fracbes oriundas desse extrato na inibicdo de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis. As amostras foram avaliadas quanto a atividade
antibacteriana em diluicho em meio liquido e foi observada se as mesmas
atingiam a Concentracdo Minima Inibitoria (CMI ou CMI50), ou seja, que
apresentem um numero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) entre trinta
e trezentos.

Concentracdo Mimina Inibitéria € quando a atividade antimicrobiana de
extratos vegetais € avaliada através da determinacdo de uma pequena
guantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do micro-
organismo-teste, de forma que, quanto menor o CMI, maior o potencial
antimicrobiano do extrato e, consequentemente, maior a dificuldade da bactéria
em se desenvolver (Ostrosky et al., 2008).

Tanto o extrato metandlico bruto da polpa de Cucurbita moschata
(abdbora), quanto as fracdes provenientes do fracionamento desse extrato (FA,
G2, G2A, A2 e B1) foram testados frente a inibicdo do crescimento das seguintes
cepas de Staphylococcus: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus ATCC 33591, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Staphylococcus

aureus Cepa clinica humana.
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5.4.1 Staphylococcus aureus ATCC 25923

A primeira cepa bacteriana a ser analisada foi a cepa-padréo
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Na Figura 19 é mostrado em sentido anti-
horario, a atividade do controle negativo (DMSO), no qual o crescimento
bacteriano foi de 100%, preenchendo por inteiro a placa de Petri. Em seguida é
ilustrado o controle positivo (antibidtico gentamicina), em que se observa que o
crescimento bacteriano foi totalmente inibido (ndo h4 UFC na placa de Petri).
Logo abaixo esta representado a atividade do extrato bruto metandlico (ECM) da
abobora onde se pode notar que houve um significativo crescimento bacteriano
porém, menor que o crescimento visto no controle negativo, ou seja, ja no extrato
bruto ocorreu uma certa inibicdo do crescimento de S. aureus. E por fim para a
fracdo FA, nota-se que o crescimento das bactérias € nitidamente menor, quando
comparado ao extrato bruto. Sendo assim, verifica-se que do extrato bruto para a
fracdo FA o crescimento das bactérias S. aureus foi inibido parcialmente, o que
mostra que o fracionamento foi efetivo.

Com isso é concluido que a fracdo FA possui uma boa atividade
antibacteriana ja que consegue atingir a CMI, ja o extrato bruto (ECM), apesar de
inibir algumas colénias de bactérias, a quantidade de UFCs formadas € maior que

trezentos, ou seja, ndo se atingiu a CMI.

% Controle e
’f\:‘ Antibiot.

~
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2592

,*\ Vi

Figura 21: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo FA de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Seguindo a ordem de fracionamento do extrato bruto, a préxima fracao
avaliada foi a fragdo G2. Conforme mostra a Figura 22, novamente sdo
identificados, no sentido anti-horario, o controle negativo, o controle positivo, 0
extrato bruto e a fracdo G2. Os resultados obtidos para o controle negativo,
controle positivo e extrato bruto foram discutidos anteriormente. Com isso,
analisando a fracdo G2 observa-se que essa fracao foi mais eficaz na inibicdo do
crescimento bacteriano que o extrato bruto e que a fragdo FA (Figura 21). Porém,
algumas UFC ainda séo perceptiveis nessa fracao, ficando essas UFCs dentro da
faixa da CMI (entre 30 e 300) fazendo com que, G2 apresente uma significativa

atividade antimicrobiana.

Controle EESS
y Antibiot.

/

Figura 22: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibidtico gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo G2 de Cucurbita

moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

A proxima fracdo a ser avaliada foi G2A (Figura 23), se observa que essa
fracdo foi capaz de inibir totalmente o crescimento da cepa de Staphylococcus
aureus usado nesse experimento ja que nao sao visiveis UFC nessa fracdo. O
resultado dessa fragcdo € igual ao do controle positivo utilizado (antibiético
gentamicina) indicando que a fracdo G2A possui uma excelente atividade
antimicrobiana frente a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Nota-se
também que, até o presente momento, a medida que o extrato bruto foi sendo
fracionado, um aumento na atividade antibacteriana das fracbes foi sendo
verificado, ou seja, até o presente momento, quanto maior a purificacdo das

amostras, maior foi a inibicdo do crescimento bacteriano.
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Figura 23: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo G2A de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Na fracdo A2, ao contrario do que estava ocorrendo até agora, O
crescimento bacteriano foi observado (Figura 24). E nitida a presenca de varias
UFCs nessa fracdo, embora, quando comparado ao controle negativo (DMSO),
ainda assim observa-se que houve uma inibicdo de crescimento bacteriano. Com
isso a fracdo A2 também pode ser considerada como uma boa inibidora de cepas
de Staphylococcus ja que conseguiu atingir a CMI, de acordo com a quantidade
de UFCs formadas. Todavia, se observa menos UFC para A2, guando comparado

ao extrato bruto (ECM), como mostra a Figura 24.
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Figura 24: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibidtico gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo A2 de Cucurbita
moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

A Ultima avaliacao foi feita com a fracdo B1 (Figura 25). Nessa fracdo o
crescimento bacteriano é semelhante ao do controle negativo, onde ndo ocorreu
inibicdo no crescimento da cepa de Staphylococcus aureus analisada. Com isso
pode-se afirmar que a fracdo B1 nao é eficaz na inibicdo da bactéria em questao.
Ao comparar-se essa fracdo com a fracao anterior (A2 - Figura 24) é notado que o
crescimento bacteriano aumentou, ou seja, nesse caso, a purificacdo das
amostras acarretou uma menor atividade antibacteriana. Os dados sugerem um
sinergismo das substancias constituintes destas fracdes, evidenciado pelo poder

antibacteriano da fracdo G2, e possivel antagonismo da fracdo B1.
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Figura 25: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo B1 de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Analisando todos os resultados em conjunto (Tabela 14) observou-se que
no extrato bruto ocorreu uma inibicAo no crescimento das cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Notou-se também que a purificacdo do
extrato bruto foi eficaz como atividade antibacteriana até a fracdo G2A onde o
crescimento bacteriano foi totalmente inibido, resultado esse semelhante ao do
controle positivo. A partir dessa fracdo, a medida que a purificacdo das amostras
foi ocorrendo, o crescimento bacteriano foi observado até chegar a fracdo B1, em
gue o crescimento bacteriano foi confluente, resultado esse semelhante ao do

controle negativo.

Tabela 14: Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto e
fracOes da polpa de Cucurbita moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Amostras Al I? p3

Extrato Bruto X
FA

62 X
G2A X

A2 X
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B1 X
Controle Positivo X
Controle Negativo X

A = UFC < 1 (auséncia de crescimento bacteriano)
2| = 30 < UFC < 300 (inibicdo de crescimento bacteriano)

3P = UFC = 300 (presenca de crescimento bacteriano)

5.4.2 Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA)

A segunda cepa bacteriana a ser analisada foi a cepa Staphylococcus
aureus ATCC 33591 que é uma cepa resistente ao antibidtico meticilina. Na
Figura 22 € mostrado, em sentido anti-horario, a atividade do controle negativo
(DMSO) no qual o crescimento bacteriano foi de 100%, preenchendo por inteiro a
placa de Petri. Em seguida é ilustrado o controle positivo (antibidtico gentamicina)
onde o crescimento bacteriano foi totalmente inibido (hdo ha UFC na placa de
Petri). Logo abaixo esta representado a atividade do extrato bruto metandlico da
abobora onde pode-se notar que houve uma grande inibicdo no crescimento de
bactérias alcancando a CMI, (apesar de se observar pouca quantidade de UFC,
como esta melhor representado na Figura 27). A fracdo FA, que também esta
representada na Figura 26, apresenta caracteristicas bem parecidas com a do
extrato bruto. Existe uma boa atividade antibacteriana para FA apesar de haver
algumas UFC presentes (Figura 28). Com isso, tanto o extrato bruto quanto a
fracdo FA de Cucurbita moschata possibilitaram uma boa interferéncia no
crescimento das cepas de Staphylococcus aureus ATCC 33591, apresentando
guantidades de UFCs dentro da faixa de CMI.
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Controle
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Figura 26: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo FA de Cucurbita
moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.

S.aureus f/
33591

Figura 27: Atividade antibacteriana do extrato bruto de Cucurbita moschata

(abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.
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S.aureus §
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Figura 28: Atividade antibacteriana da fragdo FA de Cucurbita moschata
(abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.

A proxima fracdo a ser analisada, seguindo a ordem de fracionamento do
extrato bruto, foi a fracdo G2. Conforme mostra a Figura 29, novamente séo
identificados, no sentido anti-horario, o controle negativo, o controle positivo, 0
extrato bruto e a fracdo G2. Os resultados para o controle negativo, controle
positivo e extrato bruto ja foram discutidos anteriormente. Assim, analisando a
fracdo G2 observa-se que a quantidade de colbnias de bactérias que se
desenvolveram foi bem maior que a do extrato bruto e da fracdo FA (Figura 26).
No entanto, apesar de G2 ter apresentado um menor desempenho na inibicdo do
crescimento bacteriano que o extrato bruto e FA, essa fracdo inibiu algumas
colbnias de bactérias, estando as UFCs dessa fracdo dentro da faixa de CMI, ou

seja, essa fracdo possui atividade antibacteriana, mesmo que discreta.
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Figura 29: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
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do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo G2 de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.

A proxima fragcdo a ser avaliada foi G2A (Figura 30), para esta placa
observa-se que a fracdo G2A foi capaz de inibir totalmente o crescimento da cepa
de Staphylococcus aureus usado nesse experimento ja que ndo séo visiveis UFC
nessa fracdo. Os resultados obtidos para essa fragdo sao iguais ao do controle
positivo utilizado (antibiético gentamicina), o que indica que a fracdo G2A possui
uma excelente atividade antimicrobiana frente a cepa de Staphylococcus aureus

ATCC 33591. Essa fracao estd melhor visualizada na Figura 31.
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Figura 30: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo G2A de Cucurbita

moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.
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S. aureus

Figura 31: Atividade antibacteriana da fragdo G2A de Cucurbita moschata

(abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.

Se pode notar pela figura abaixo a seletividade desta fracéo pela cepa de
Staphylococcus testada neste experimento, embora a fracdo que a originou (G2),
nao tenha apresentado resultados semelhantes.

Na fracdo seguinte A2, o crescimento bacteriano foi retornado (Figura 32).
Em relacdo a fracdo anterior (G2A — Figura 31) houve um significativo
crescimento das bactérias Staphylococcus aureus, apesar de, quando contado
suas UFCs, ainda assim observa-se que houve uma inibicdo de crescimento

bacteriano, ja que a fracdo A2 alcancou a CMI.
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Figura 32: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo A2 de Cucurbita

moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.
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A Ultima fracdo a ser analisada foi B1 (Figura 33). Nessa fracdo, o
crescimento bacteriano é semelhante ao do controle negativo, ndo ocorreu
inibicdo no crescimento das cepas de Staphylococcus aureus analisadas. Com
isso pode-se afirmar que a fragdo Bl ndo € eficaz na inibicdo da bactéria em
guestao, por permitir o crescimento de mais de 300 UFCs. Ao comparar-se essa
fracdo com a fracdo anterior (A2 - Figura 32) é notado que o crescimento

bacteriano aumentou.
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Figura 33: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),

/
j \

do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo B1 de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591.

Ao se analisar todos os resultados em conjunto (Tabela 15) pode-se
observar que desde o extrato bruto ja ocorreu uma inibicdo no crescimento das
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 33591. Observou-se também que mesmo
existindo um maior crescimento bacteriano na fracdo G2, logo em seguida, na
fracdo seguinte (G2A) houve a total inibicdo das bactérias em estudo, resultado
esse semelhante ao do controle positivo, o que faz essa fracdo apresentar uma
excelente atividade antibacteriana. A partir dessa fracdo, a medida que a
purificacdo das amostras foi ocorrendo, o crescimento bacteriano foi retomado, e
para a fracdo B1, o crescimento bacteriano foi total, resultado esse semelhante ao

do controle negativo.
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Tabela 15: Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto e
fracGes da polpa de Cucurbita moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus
aureus ATCC 3351 (MRSA).

Amostras Al I? pP3 ‘
Extrato Bruto X
FA X
62
G2A X
A2 X
Bl X
Controle Positivo X
Controle Negativo X

'A = UFC < 1 (auséncia de crescimento bacteriano)
%l = 30 < UFC < 300 (inibicdo de crescimento bacteriano)

3P = UFC 2 300 (presenca de crescimento bacteriano)

5.4.3 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

A proxima cepa bacteriana a ser analisada foi a cepa Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228. Na Figura 34 esta apresentada, em sentido anti-horério,
a atividade do controle negativo (DMSO) no qual o crescimento bacteriano
observado foi confluente. Em seguida é ilustrado o controle positivo (antibiotico
gentamicina) onde o crescimento bacteriano foi totalmente inibido (ndo ha UFC na
placa de Petri). Logo abaixo esta representada a atividade do extrato bruto
metandlico da abdbora onde pode-se notar que houve uma expressiva inibicdo no
crescimento de bactérias, apesar de mesmo assim terem se desenvolvido
algumas UFCs, o que permite dizer que o extrato bruto alcancou a CMI. Em
seguida esta a fracdo FA que possui uma atividade antibacteriana menor que a do
extrato bruto, jA que nessa fragcdo nota-se que existe uma maior quantidade de

UFC que no extrato metandlico bruto.
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Essa diferenca sugere que no extrato bruto pode haver interagdo de
sinergismo entre moléculas, quando comparada a fracdo FA, que contém menor

interagao devido o “grau de pureza” da mesma.
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Figura 34: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiotico gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo FA de Cucurbita
moschata (abodbora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Seguindo a ordem de fracionamento do extrato bruto, a préxima fracao
avaliada foi a fracdo G2. Conforme mostra a Figura 35, novamente s&o
identificados, no sentido anti-horario, o controle negativo, o controle positivo, o
extrato bruto e a fracdo G2, os resultados tanto dos controles quanto do extrato
bruto ja foram apresentados anteriormente. Logo, analisando a fracdo G2
observa-se que essa fracdo foi capaz de inibir totalmente o crescimento da cepa
de Staphylococcus epidermidis usada nesse experimento ja que nao sao visiveis
UFC nessa fracdo. Os resultados obtidos para essa fracdo séo iguais ao do
controle positivo utilizado (antibiético gentamicina), indicando desse jeito que a
fracdo G2 possui uma excelente atividade antimicrobiana frente a cepa de
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
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Figura 35: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo G2 de Cucurbita
moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Na proxima fracdo avaliada G2A, o crescimento bacteriano foi retornado
(Figura 36). Ha algumas unidades formadoras de col6nias (UFC) presentes nessa
fracdo, no entanto, ainda assim ha atividade antibacteriana por parte de G2A1,
pois, essa fracao possui a quantidade de bactérias desenvolvidas que se encontra

dentro da faixa da CMI.
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Figura 36: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo G2A de Cucurbita

moschata (abdbora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
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Na fragdo A2 apresentada na Figura 37 também ocorre o crescimento
bacteriano, sendo que, essa fracdo apresentou maior quantidade de UFC que a
fracdo anterior (G2A — Figura 36), e menor quantidade de UFC que o controle
negativo. Este motivo determina que mesmo possibilitando o crescimento de
muitas colbnias de bactérias, essa fracdo apresentou uma discreta atividade
antibacteriana, porém o resultado para essa fracdo nado tingiu a CMI necessaria
para determinar a boa atividade bioldgica.

Controle
Antibiot.

S. epidermidis
ATCC 12228

Figura 37: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibidtico gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo A2 de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Por fim, a dltima fracdo analisada foi B1 (Figura 38). Nessa fracdo o
crescimento bacteriano é semelhante ao do controle negativo onde ndo ocorreu
inibicdo no crescimento das cepas de Staphylococcus epidermis ATCC 12228.
Com isso pode-se afirmar que a fracdo B1 ndo é eficaz na inibicdo da bactéria em
guestdo. Ao comparar-se essa fracdo com as duas fracdes anteriores (G2A —
Figura 36 e A2 — Figura 37) é notado que o crescimento bacteriano foi
aumentando a medida que as amostras foram sendo fracionadas, com isso, para
essas trés fracbes, a purificacdo das amostras acarretou uma menor atividade

antibacteriana.
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Figura 38: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo B1 de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Ao se agrupar todos os resultados e analisa-los (Tabela 16) observou-se
gue no extrato bruto de abobora ocorreu uma inibicdo no crescimento das cepas
de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Notou-se também que mesmo
existindo um crescimento de bactérias na fracdo FA, na fracdo seguinte (G2)
ocorreu a total inibicdo das cepas de Staphylococcus, resultado esse semelhante
ao do controle positivo e que possibilita afirmar a 6tima atividade antibacteriana
presente em G2. A partir dessa fracdo, a medida que a purificacdo das amostras
foi ocorrendo, o crescimento bacteriano foi retomado até chegar a fracdo B1, onde
o0 crescimento bacteriano foi total, resultado esse semelhante ao do controle

negativo, ou seja, ndo ocorreu nenhuma inibicdo por parte dessa fracao.

Tabela 16: Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto e
fracOes da polpa de Cucurbita moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228.

Amostras Al T2 p3
———

Extrato Bruto

FA X
G2 X
G2A X
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A2 X

B1 X
Controle Positivo X

Controle Negativo X

A = UFC < 1 (auséncia de crescimento bacteriano)
%l = 30 < UFC < 300 (inibicdo de crescimento bacteriano)

3P = UFC = 300 (presenca de crescimento bacteriano)

5.4.4 Staphylococcus aureus Cepa clinica humana

A ultima cepa bacteriana a ser analisada foi a cepa Staphylococcus aureus
Cepa clinica humana que foi isolada de um paciente em um hospital do municipio
de Campos dos Goytacazes. Na Figura 39 é mostrado, em sentido anti-horario, a
atividade do controle negativo (DMSO) no qual o crescimento bacteriano foi de
100%, preenchendo por inteiro a placa de Petri. Em seguida é ilustrado o controle
positivo (antibidtico gentamicina), em que o crescimento bacteriano foi totalmente
inibido (ndo ha UFC na placa de Petri). Logo abaixo esta representado a atividade
do extrato bruto metanodlico da abobora, e pode-se notar que houve inibicdo no
crescimento de bactérias, apesar de se observar o desenvolvimento de algumas
UFCs. Ja na fracdo FA, que também esta representada na Figura 39, nota-se que
a inibicdo do crescimento de Staphylococcus foi mais evidente que no extrato
bruto, indicando assim ter essa fracdo uma boa atividade antibacteriana ja que
atingiu a CMI. Com isso, a fracdo FA de Cucurbita moschata possibilitaram uma
boa interferéncia no crescimento das cepas de Staphylococcus aureus ATCC
33591.
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Figura 39: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo FA de Cucurbita
moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.

Seguindo a ordem de fracionamento do extrato bruto, a préxima fracao
avaliada foi a fracdo G2. Conforme mostra a Figura 40, novamente sao
identificados, no sentido anti-horario, o controle negativo, o controle positivo, 0
extrato bruto e a fracdo G2. Os resultados para o controle negativo, controle
positivo e extrato bruto ja foram discutidos anteriormente. Com isso, analisando a
fracdo G2 observa-se que essa fracdo foi capaz de inibir totalmente o crescimento
da cepa de Staphylococcus aureus usada nesse experimento, jA que nao sao
visiveis UFC nessa fracdo. O resultado dessa fracdo € igual ao do controle
positivo utilizado (antibidtico gentamicina) indicando que a fracdo G2 possui uma
excelente atividade antimicrobiana frente a cepa de Staphylococcus aureus Cepa
clinica humana. Observa-se também que a medida que o extrato bruto foi sendo
fracionado, um aumento da atividade antibacteriana das fragdes, ou seja, quanto

maior a purificacdo das amostras, maior foi a inibicdo do crescimento bacteriano.
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Figura 40: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo G2 de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.

Na fracdo G2A, ao contrario do que estava ocorrendo até agora, O
crescimento bacteriano foi retornado (Figura 41). E nitida a presenca de varias
UFC nessa fracdo, estando ela bem semelhante ao extrato bruto. No entanto,
guando comparado ao controle negativo (DMSO), ainda assim observa-se que
houve uma inibicdo de crescimento bacteriano por parte de G2A, porém essa
inibicdo ndo chegou a atingir a CMI necessaria para se determinar a atividade

antibacteriana por parte dessa fragao.

Figura 41: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fracdo G2A de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.
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Na fracdo A2 apresentada na Figura 42 também ocorre o crescimento
bacteriano, sendo que, essa fracdo uma quantidade bem superior de UFC em
relacdo a fracdo anterior (G2A — Figura 41) e menor quantidade de UFC que o
controle negativo. Este fato determina que essa fracado néo foi eficaz na inibicéo

do crescimento da bactéria em questao.
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Figura 42: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),
do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo A2 de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.

A Ultima avaliacao foi feita com a fracdo B1 (Figura 43). Nessa fracdo o
crescimento bacteriano é semelhante ao do controle negativo, em que nao
ocorreu inibicdo no crescimento das cepas de Staphylococcus aureus analisadas.
Com isso pode-se afirmar que a fracdo B1 ndo é eficaz na inibicdo da bactéria em
guestdo. Ao comparar-se essa fracdo com as duas fracdes anteriores (G2A —
Figura 37 e A2 — Figura 42) é notado que o crescimento bacteriano aumentou, ou
seja, nesse caso, a purificacdo das amostras acarretou uma menor atividade

antibacteriana.
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Figura 43: Atividade antibacteriana do controle positivo (antibiético gentamicina),

N

do controle negativo (DMSO), do extrato bruto e da fragdo B1 de Cucurbita

moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus aureus Cepa clinica humana.

Analisando todos os resultados em conjunto (Tabela 17) observou-se que
desde o0 extrato bruto ocorreu uma inibicdo no crescimento das cepas de
Staphylococcus aureus Cepa clinica humana. Notou-se também que a purificacéo
do extrato bruto foi eficaz para a atividade antibacteriana até a fracdo G2, em que
0 crescimento bacteriano foi totalmente inibido, resultado esse semelhante ao do
controle positivo.

Com isso, tem-se que para a bactéria em questao, a fracdo que apresentou
a melhor atividade antibacteriana foi G2. A partir dessa fracdo, a medida que a
purificacdo das amostras foi ocorrendo, o crescimento bacteriano foi retomado até
chegar a fracdo B1, em que o crescimento bacteriano foi total, resultado esse
semelhante ao do controle negativo, indicando que essa fracdo nao possuli

atividade antibacteriana.

Tabela 17: Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto e
fracOes da polpa de Cucurbita moschata (abobora) frente a cepa Staphylococcus
aureus Cepa clinica humana.

Amostras Al I? p3 ’

Extrato Bruto

FA X
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G2 X
G2A

A2
B1 X

Controle Positivo X

Controle Negativo X

'A = UFC < 1 (auséncia de crescimento bacteriano)
%l = 30 < UFC < 300 (inibicdo de crescimento bacteriano)

3P = UFC = 300 (presenca de crescimento bacteriano)

N&o ha relatos na literatura sobre o uso de abdbora (Cucurbita moschata)
na inibicdo de cepas de Staphylococcus. O que ja foi estudado foi uma espécie da
mesma familia da abodbora (Cucurbitaceae) que foi utilizada para inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (Ramalhete
et al., 2011). Ou ainda outras fontes vegetais que tiveram 0s seus extratos
preparados com o mesmo solvente utilizado nesse trabalho (metanol) e, usando a
mesma técnica de atividade antibacteriana (técnica de difusdo em meio liquido)
(Cruz-Galvez et al., 2013; Mayachiew e Devahastin, 2008). Tiveram trabalhos que
aléem de usar extratos de fontes vegetais na inibicdo de micro-organismos,
também compararam os resultados obtidos com a atividade antioxidante (Hussain
et al., 2008; Silva et al., 2006). E por fim, foram verificados alguns trabalhos que
usaram as mesmas cepas bacterianas utilizadas nessa Dissertacao (Cruz-Galvez
et al.,, 2013; Mayachiew e Devahastin, 2008; Hussain et al., 2008; Silva et al.,
2006). Esses estudos sdo relatados mais detalhadamente no item 3.4.1 dessa

Dissertacéao.
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5.4.5 Avaliacdo da inibicdo do crescimento bacteriano frente a diferentes

cepas de Staphylococcus

De acordo com os resultados apresentados nos topicos anteriores sobre a
atividade antibacteriana, é possivel relacionar quais amostras foram mais ou
menos eficazes na inibicdo do crescimento das cepas de Staphylococcus usadas
no presente trabalho (Tabela 18). Sendo assim, para a cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 a amostra que foi mais eficiente na inibicdo bacteriana foi
G2A, enquanto que, a amostra menos eficiente foi B1. Ja para a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 33591, a amostra que mostrou melhores resultados
na interferéncia de seu crescimento foi também a fracdo G2A, além de ficar para
Bl o pior resultado. A terceira cepa bacteriana avaliada foi Staphylococcus
epidermis ATCC 12228, em que ficou demonstrado que a amostra que mais inibiu
o crescimento dessa bactéria foi a fracdo G2, ao passo que, a fracdo Bl foi a que
menos conseguiu inibir o crescimento. Finalizando, foi testada a bactéria
Staphylococcus aureus Cepa clinica humana na qual, também se obteve os
melhores resultados de inibicdo bacteriana com a fragdo G2, e 0s piores

resultados para B1.

Tabela 18: Avaliacdo da inibicdo do crescimento bacteriano frente a diferentes

cepas de Staphylococcus.

Cepas bacterianas Maior inibigdo ~ Menor inibigdo
S. aureus ATCC 25923 G2A B1
S. aureus ATCC 33591 G2A B1
S. epidermidis ATCC 12228 G2 B1
S. aureus Cepa clinica humana G2 B1

Sendo assim, as amostras que demonstraram ter os melhores resultados
na inibicdo do crescimento de diferentes cepas de Staphylococcus foram as
fracoes G2A e G2.
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5.5 Relacéo entre a parte quimica e a parte biolégica

Paralelamente aos resultados obtidos frente as cepas de Staphylococcus,
as fracoes G2 e G2A foram aquelas que apresentaram os melhores resultados de
inibicdo bacteriana, e foi observado que para os ensaios de atividade antioxidante
frente ao DPPH, G2 e G2A foram as fracdes que mostraram os melhores perfis
como sequestradores de radicais livres, embora uma perda da atividade
antioxidante tenha sido observada para G2 na menor concentragéo (10 pg/mL).

Os antioxidantes sao altamente eficazes contra a oxidag¢ao de alimentos, e
0os estudos recentes mostram que uma importante maneira de se reduzir a
oxidacao através do sequestro de radicais livres em produtos alimenticios, € por
meio de substancias fitoquimicas presentes em compostos de origem vegetal,
gue seriam os antioxidantes naturais (Cesari et al., 2013; Li et al., 2012).

Além da oxidacdo desencadeada pelos radicais livres, a contaminacao
microbiana também é outra causadora de deterioracdo em alimentos durante o
seu processamento e armazenamento. Além disso, esses micro-organismos
podem também causar toxinfec¢des através de determinados tipos de alimentos
(Cesari et al., 2013; Gutiérrez-Larrainzar et al., 2012). O Staphylococcus aureus é
uma bactéria Gram-positiva considerada uma das principais causadoras de
toxinfeccéo alimentar no mundo inteiro (Gutiérrez-Larrainzar et al., 2012).

Tanto a atividade antimicrobiana, quanto a atividade antioxidante
observada nas fracdes G2 e G2A da abdbora (Cucurbita moschata) podem ser
atribuidas a presenca de compostos quimicos. De acordo com os cromatogramas
apresentados nesse trabalho, bem como os espectro de ultravioleta, supdem-se
gue podem estar presentes nessas fracdes substancias tais como: acidos
carboxilicos, flavondides, acidos fendlicos ou aromaticos (Silverstein e Webster,
2001).

Mediante o exposto acima, a fracdo G2A foi aquela escolhida para uma
discussdo mais aprofundada, ja que essa fracdo foi a que apresentou melhor
atividade antioxidante, atividade essa superior a 90% nas trés concentracfes
analisadas (Tabela 13), e também os melhores resultados na inibicdo do
crescimento das cepas bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Figura 23) e ATCC 33591 (Figura 30), com um resultado semelhante ao controle

positivo (100% de inibi¢cdo). Essas cepas bacterianas sdo de suma importancia ja
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gue sao referentes a principal bactéria (Staphylococcus aureus) relacionada a
episoédios de toxinfeccdes de origem alimentar, devido a sua facilidade em se
desenvolver em alimentos (Santana et al., 2010; Cunha e Cunha, 2007;
Kérouanton et al., 2007).

De acordo com o cromatograma da fracdo G2A (Figura 11) é nitida a
presencga de um pico majoritario no tempo de retencdo de 3,302 minutos com uma
area de 5.639.642 nm? (Tabela 10), e outros dois pico com menor intensidade no
tempo de 9,434 e 16,903 minutos. ApOs os fracionamentos, o pico majoritario
referente ao tempo de aproximadamente 3 minutos foi isolado na fracdo Bl
conforme ilustra a Figura 13. Essa fracdo (B1), no entanto, apresentou atividade
antioxidante somente na maior concentracdo analisada (79,9% de atividade —
Tabela 13), e nenhuma inibicdo no crescimento bacteriano (Figura 25, Figura 33,
Figura 38 e Figura 43).

Sendo assim, a boa atividade antioxidante e antibacteriana atribuida a
fracdo G2A pode ser devido a um sinergismo entre o0 pico majoritario (3,302
minutos) e os outros dois picos presentes nessa fracéo (9,434 e 16,903 minutos).

Segundo o espectro de UV do pico majoritario (Figura 44), conclui-se que
essa substancia ndo pode ser atribuida nem a acidos carboxilicos, nem a
flavondides visto que, os acidos carboxilicos apresentam bandas caracteristicas
no comprimento de onda proximo a 220 nm (Zakavi e Gharab, 2007; Silverstein e
Webster, 2001; Waksmundzka-Hajnos, 1998), enquanto, os flavondides
apresentam duas bandas de absorcdo caracteristicas, a primeira no comprimento
de onda entre 300-380 nm, e a segunda entre 240-280 nm (Alonso-Salces et al.,
2004; Silverstein e Webster, 2001).

Com isso, dentre as possibilidades apontadas para uma possivel
substancia referente ao pico majoritario da fracdo G2A, sobram apenas como
opcdes, os compostos fendlicos, ou os acidos aromaticos (Silverstein e Webster,
2001).
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Figura 44: Espectro de UV do pico de tempo de retencdo (TR) igual a 3,302
minutos, correspondente a fracdo G2A.

O UV referente aos picos do tempo de retencao de 9,434 e 16,903 minutos
sdo mostrados na Figura 45 e Figura 46 respectivamente. De acordo com a
Figura 45, referente ao pico de retencdo do tempo de 9,434 minutos da fracéo
G2A, sao apresentadas um espectro de UV com bandas de asbor¢do no

comprimento de onda de aproximadamente 240 e 300 nm.
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Figura 45: Espectro de UV do pico de tempo de retencdo (TR) igual a 9,434

minutos, correspondente a fracdo G2A.

Ja a Figura 46 apresenta o espectro de UV referente ao pico de retencéo
do tempo de 16,903 minutos da fracdo G2A. Nesse espectro sdo demonstradas
duas bandas de asborcdo, a primeira no comprimento de onda de

aproximadamente 240 nm e a segunda préxima de 300 nm.
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Figura 46: Espectro de UV do pico de tempo de retencdo (TR) igual a 16,903
minutos, correspondente a fracdo G2A.

Segundo Alonso-Salces et al., 2004, as bandas de absorcdo entre 300 e
380 nm estdo associadas a absorcao do sistema cinamoil referente ao anel B de
um flavonoide (banda | — Figura 47), enquanto que as bandas de absor¢éo entre
240 e 280 nm sao ocasionadas pela absorcdo do sistema benzoil do anel A do
flavonoide (banda Il — Figura 47).

Banda I: Por¢éao Cinamoil

Banda II: Porcao Benzoil

0
(L (Fonte: Mabry et al., 1970)

Figura 47: Esquema do flavonodide e suas porcdes que geram as bandas de
absorcao caracteristicas no UV.

De acordo com o proposto acima, subentende-se que 0s picos no tempo
de retencédo de 9,434 e 16,903 minutos podem estar associados a flavonoides, ja
gue apresentam espectros de UV com bandas de absor¢cdo em aproximadamente
240 e 300 nm (Figura 45 e Figura 46).

As bandas de absorcao referente ao pico no tempo de retencédo de 9,434
minutos (228 e 283 nm), estdo abaixo do que é estabelecido para flavondides
(banda | — entre 300 e 380 nm, e banda Il — entre 240 e 280 nm), porém se aceita

gue essa substancia possa se tratar um flavondide, jA que pode ter ocorrido um
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deslocamento hipsocrémico, isso é, quando um grupamento de atomos promove
deslocamento da banda de absor¢cdo de uma molécula para regiées de menor
comprimento de onda (Silverstein e Webster, 2001).

Para alguns desses compostos, jA& sdo conhecidas as propriedades da
atividade antimicrobiana e antioxidante. Entre as moléculas que sao consideradas
ativas para atividade antimicrobiana e antioxidante, e que estdo presentes em
fontes vegetais, pode-se citar: terpenos, taninos, fendis, flavonoides, &cidos
fendlicos, entre outros (Cesari et al., 2013; Li et al., 2012; Tajkarimi et al., 2010;
Kose et al., 2010).

Com base nestas observaces, é de suma importancia o descobrimento de
substancias quimicas presentes em fontes vegetais que possam apresentar tanto
atividades antioxidante quanto antimicrobiana. Assim, essas substancias seriam
uma excelente alternativa para o desenvolvimento de aditivos alimentares na
industria de alimentos, além do desenvolvimento de novos farmacos no campo da

medicina.



86

6. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, foram realizadas as analises para a quantificacdo dos
teores de umidade, lipidios, proteinas e carboidratos da polpa de abdbora
(Cucurbita moschata), verificou-se o perfil quimico do seu extrato metandlico e
das fracOes oriundas desse extrato, como também a medida da quantificacdo da
atividade antioxidante, e a capacidade das amostras em inibir o crescimento de
cepas bacterianas de espécies de Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, 0 que em tese pode justificar seu uso popular um possivel alimento
funcional, e seu uso como antibacteriano principalmente em alimentos.

A polpa da abobora foi avaliada quanto ao seu teor de umidade, lipidios,
proteinas e carboidratos através de metodologias oficiais preconizadas na
literatura. O teor de umidade foi de 85,4%, valor este bem préximo aos relatados
na literatura. Os lipidios presentes na polpa de abdbora estudada mostraram
valores inferiores (0,08%) aos demais valores quando comparados aos da
literatura. Essa diferenca pode ter sido ocasionada por alguma alteragcdo de um
ponto critico durante a realizacdo do experimento. O percentual de proteinas
encontrado nesse trabalho foi de 0,9%, com isso o resultado obtido estava dentro
da faixa dos valores encontrados na literatura. Por fim foi analisada a
guantificacdo dos carboidratos que ficou em torno de 3,05%, valor este inferior
aos valores relatados na literatura, porém, por ser semelhante ao valor descrito na
tabela Taco, 2011 o resultado torna-se aceitavel.

Para a obtencdo do extrato, a polpa foi separada das cascas e das
sementes, liofilizada e deixada em maceracdo estatica com metanol a 10% p/v.
Os fracionamentos cromatograficos foram utilizados com o intuito de se obter uma

substancia mais purificada e para o conhecimento do perfil quimico.
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O extrato bruto metandlico da polpa de abobora quando avaliado por
CLAE, apresentou um pico majoritario no tempo de retencdo em torno de 3,499
minutos. A partir desse ponto iniciou-se o0 fracionamento do extrato bruto
metandlico através de colunas cromatogréaficas abertas no intuito de se isolar a
substancia referente a esse pico majoritario. Apés se realizar uma série de
fracionamentos, de acordo com o perfil quimico de cada fracdo analisada por
CLAE e UV, apenas as fracbes ativas nos ensaios biolégicos, e que
apresentavam o pico de interesse até a fracdo denominada B1 (fracdo mais
purificada). Como ndo havia massa suficiente dessa amostra, ndo foi possivel
realizar as técnicas necessarias que auxiliariam na elucidacdo estrutural dessa
substancia.

O extrato bruto metandlico, as fracbes e os padrdes quimicos quercetina,
rutina, apigenina, acido ascorbico e BHT foram avaliados quanto sua atividade
antioxidante pelo método do sequestro do radical livre estavel DPPH em trés
concentragdes distintas (1000, 100 e 10 pg/mL) . Em uma escala de capacidade
de sequestro de radicais livres, a sequencia exata foi: FA = G2 = G2A > Extrato
metandlico > A2 > B1. Merecem destaque as fracdes FA, G2 e G2A as quais 0s
resultados indicaram atividade antioxidante em torno de 100% na maior
concentragao analisada.

O extrato metandlico bruto e as fragcbes que apresentavam o pico de
interesse em seu perfil quimico (em torno de 3 minutos), foram avaliados quanto a
atividade antibacteriana pelo método de diluicio em meio liquido. Para determinar
se houve ou néo inibicdo no crescimento das cepas bacterianas foram utilizados
um controle positivo (antibiotico gentamicina) e controle negativo (solvente
DMSO). De acordo com os resultados encontrados € possivel relacionar que as
amostras que demonstraram ter os melhores resultados na inibicdo do
crescimento de diferentes cepas de Staphylococcus foram as fracfes G2 e G2A
com resultado semelhante ao controle positivo (100% de inibi¢ao).

Comparando os resultados da atividade antioxidante com a atividade
antibacteriana, observa-se que sao as mesmas fracdes que apresentaram 0s
melhores resultados para essas duas atividades (fracfes G2 e G2A). Esse estudo
indica entdo que ha uma intenso sequestro de radicais livres e um bom potencial
antibacterianos nas fracbes G2 e G2A proveniente da polpa de abdbora

(Cucurbita moschata).
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