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Resumo

As plantas sdo consumidas diariamente e incluidas na dieta da maioria dos seres
humanos, tanto nos que optam por refei¢cbes vegetarianas, como nos que seguem uma
dieta sem restricBGes alimentares. Porém, existem muitas espécies de plantas que ndo séo
consumidas ou que poderiam ser mais valorizadas devido as suas propriedades nutritivas
e dos beneficios que aportam para a satde. Nesse &mbito, emergem as plantas alimenticias
ndo convencionais (PANCS), as quais possuem elevado potencial nutricional, sdo de facil

acesso e séo normalmente encontradas de forma espontanea na natureza.

Na familia Curcubitaceae existem varias espécies de plantas que se enquadram
como PANC, entre as quais a Coccinia grandis (L.) Voigt popularmente designada como
pepininho silvestre. Os seus frutos podem ser consumidos in natura quando estéo verdes
ou na forma de geleias e molhos quando se encontram maduros. A sua cor
vermelha/alaranjada brilhante evidencia o seu estado de maturacdo. A maioria dos
estudos sobre C. grandis relaciona-se com o uso medicinal das suas folhas, raizes e flores,
estando descritas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, hepatoprotetoras, entre
outras. Contudo, os estudos sobre os frutos desta espécie e que poderiam ajudar na
valorizacdo e no conhecimento técnico-cientifico acerca deste fruto sdo escassos. Assim,
0 objetivo deste estudo é avaliar a composicdo nutricional, quimica e as propriedades
bioldgicas dos frutos imaturos e maduros de C. grandis com o intuito de os valorizar

como mini-legume e incentivar a sua incluséo na dieta.

Realizaram-se analises da composicdo centesimal, quimica e bioativa dos
pepininhos silvestres, juntamente com a avaliagdo do DNA para confirmar a espécie. As
analises realizadas nos frutos mostraram que estes possuem elevado teor de hidratos de
carbono, apresentando um teor superior de acUcares totais quando estdo maduros em
relacdo a frutos verdes. O &cido succinico foi o acido organico maioritario em ambos 0s
estados de maturacdo. Os pepininhos verdes, por sua vez, contém maiores quantidades de
acidos gordos insaturados, tornando-os mais benéficos a saude, além de apresentarem
uma maior concentragao de a-tocoferol. Os pepininhos maduros (vermelhos) apresentam

quantidades relevantes de carotenoides totais.

Foram realizados dois tipos de extragdo para a avaliagdo das propriedades
bioativas: maceracdo e extracdo assistida por ultrassom (EAU). Nenhum dos extratos

testados apresentou citotoxicidade, atividade citotoxica ou anti-inflamatoria. A producéo
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Resumo

de diferentes extratos desempenha um papel crucial na obtencdo de uma variedade de
compostos bioativos provenientes de matérias-primas. Esses extratos sdo amplamente
utilizados nas induastrias alimenticia, quimica, farmacéutica e nutracéutica. Essa
diversidade de extratos é fundamental para o desenvolvimento de alimentos funcionais e
suplementos que visam promover beneficios a salude e ao bem-estar dos consumidores.
Além disso, esses extratos também podem ser empregados como conservantes e corantes

em diferentes produtos.

Ambos os estados de maturagéo e os dois tipos de extracdo apresentaram atividade
antioxidante, e atividade antibacteriana e antifingica contra as bactérias e fungos
testados. Foram identificados 14 acidos fendlicos e 9 flavonoides glicosideos, onde se
destacaram a quercetina e kaempferol-3-O-rutinosideo. Os perfis de compostos fendlicos
foram semelhantes entre os extratos de pepininhos verdes e maduros, sendo 0s
flavonoides detectados em maior quantidade nos pepininhos maduros. A extracao
assistida por ultrassom apresentou maiores teores de polifendis comparativamente com a

maceracao.

Por fim, este estudo permitiu a caracterizacdo e comparacdo dos frutos da
Coccinia grandis (L.) Voigt em dois estados de maturagdo (imaturo e maduro). Os
resultados indicam que estes frutos sdo nutritivos, possuem atividade antioxidante e teores
vitaminicos consideraveis. Assim, a realizacdo deste trabalho permitiu apresentar
resultados inovadores em relacdo a caracterizacdo quimica e as propriedades bioativas
deste fruto pouco estudado, e demonstrar que ambas as formas, imaturo e maduro, séo
aptas para o consumo humano e podem ser incorporadas na alimentagdo como uma fonte

diferente de nutrientes, permitindo diversificar a dieta.

Palavras-chave: PANC, cabaca de hera, valor nutricional, composicdo quimica,

propriedades bioativas
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Abstract

Abstract

Plants are consumed daily and included in the diets of most human beings, both
those who choose vegetarian meals and those who have a diet without dietary restrictions.
However, many species of plants are not consumed or could be more highly valued due
to their nutritional properties and health benefits. In this context, unconventional food
plants (UFP) emerge, which have high nutritional potential, are easily accessible, and are
usually found spontaneously in nature.

Within the Cucurbitaceae family, several species of plants qualify as UFP, among
them Coccinia grandis (L.) Voigt, popularly known as gherkin. Its fruits can be eaten raw
when green or in the form of jellies and sauces when mature. The bright red/orange color
of the fruit is evidence of its maturation. Most studies on C. grandis are related to the
medicinal use of its leaves, roots, and flowers, which have been described as having
antioxidant, antimicrobial, and hepatoprotective properties, among others. However,
studies are scarce on this species fruits, wich could contribute to the valorization and
technical-scientific knowledge about this little-explored fruit. Thus, this study aims to
evaluate the nutritional and chemical composition and the biological properties of
immature and mature fruits of C. grandis to valorize them as mini-legumes and encourage
their inclusion in the diet.

Analyses were performed on the proximate, chemical, and bioactive composition
of ivy gourd, along with DNA evaluation to confirm the species.The analyses performed
on the fruits showed that they have a high carbohydrate content, with a higher
concentration of total sugars observed in mature fruits compared to immature ones.
Succinic acid was the major organic acid in both states of maturation. Green cucumbers,
on the other hand, contain higher amounts of unsaturated fatty acids, making them more
beneficial to health, as well as having a higher concentration of a-tocopherol. Mature
(red) cucumbers have significant amounts of total carotenoids.

Two types of extraction were performed for the evaluation of bioactive properties:
maceration and ultrasound-assisted extraction (UAE). None of the tested extracts showed
cytotoxicity, cytotoxic activity, or anti-inflammatory activity. The production of different
extracts plays a crucial role in obtaining a variety of bioactive compounds from raw
materials. These extracts are widely used in the food, chemical, pharmaceutical, and
nutraceutical industries. This diversity of extracts is essential for the development of

functional foods and supplements that aim to promote health benefits and consumer well-
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being. Additionally, these extracts can also be employed as preservatives and colorants
in various products.

Both states of maturation and both types of extraction demonstrated antioxidant
activity, as well as antimicrobial and antifungal activity against the tested bacteria and
fungi. Fourteen phenolic acids and nine flavonoid glycosides were identified, with
quercetin and kaempferol-3-O-rutinoside standing out. The profiles of phenolic
compounds were similar between green and ripe gherkins extracts, with a greater extent
of flavonoids detected in the ripe gherkins. Ultrasonic-assisted extraction showed higher
polyphenol contents compared to maceration.

Finally, this study allowed for the characterization and comparison of C. grandis
fruits in two states of maturity (immature and mature). The obtained results indicate that
these fruits are nutritious, have antioxidant activity, and contain considerable amounts of
vitamins. Thus, this work has allowed us to present innovative results regarding this little-
studied fruit. It also demonstrates that both forms, immature and mature, are suitable for
human consumption and can be incorporated into the diet as a unique source of nutrients,

enabling diet diversification.

Keyword: UFP, lvy gourd, nutritional value, chemical composition, bioactive properties
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Revisdo bibliogrdfica

1. Revisao Bibliografica

1.1. Plantas Alimenticias Ndo Convencionais

As plantas estao presentes na alimentacao e na dieta do ser humano, representando
cerca de 80% dos alimentos consumidos. No entanto, devido a falta de conhecimento e
informacdo sobre os beneficios que podem proporcionar & saide, apenas uma fragao
reduzida das espécies de plantas é conhecida e regularmente incorporada na dieta.
(Romano & Gongcalves, 2015).

Neste ambito, surgem as plantas alimenticias ndo convencionais, PANC como séo
popularmente conhecidas, designando as espécies de plantas que normalmente nao estao
presentes na alimentacdo da populacdo, mas que podem ser consumidas e possuem
propriedades Unicas (Kinupp & Lorenzi, 2014; Sartori, et al., 2020). As PANCs séo
reconhecidas pelo seu grande potencial nutritivo, sdo de facil cultivo e crescem
espontaneamente, adaptando-se a diversos ambientes e climas. Sdo comumente
designadas como “ervas daninhas”, “mato” ou “in¢o”, uma vez que se desenvolvem sem
necessidade de cuidados especificos em qualquer parte. Aproximadamente 30 mil
espécies de PANC:s estdo disponiveis para consumo (Kinupp & Barros, 2004; Kinupp &

Lorenzi, 2014).

Incluir as PANCs na dieta pode auxiliar e melhorar a qualidade nutricional, bem
como ampliar a variedade de sabores e texturas na alimentacdo. Infelizmente, a
agricultura atual limita as variedades de plantas disponiveis para consumo devido a falta

de informacéo sobre o cultivo e os beneficios (Leal, 2015).

Tais plantas, por serem nutritivas, podem contribuir para 0 combate a fome em
regibes em que haja escassez de alimentos. Desta forma, a investigacdo sobre as
propriedades nutricionais destas plantas € fundamental para a sua valorizacdo e para

promover habitos alimentares mais saudaveis (Duarte, 2017).

Profissionais de salde recomendam o consumo gradativo de frutas e vegetais, por
possuirem compostos bioativos com propriedades benéficas tais como antioxidantes, anti-
inflamatdrias, antitumorais, antimicrobianas, antivirais, antipiréticas e analgesicas. Desta
forma, estes compostos auxiliam a manter o sistema imunoldgico, protegendo o
organismo contra doencas. Podem também prevenir doengas crénicas, como hipertensao,
diabetes, obesidade e doencas cardiovasculares (Gaytan et al., 2013; Lin et al., 2016;
Gharaati Jahromi, 2019).
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Portanto, incluir as PANCs na dieta é uma escolha importante para manter a saude
e melhorar a qualidade de vida.

No Brasil, as hortalicas ndo convencionais sdo cultivadas tradicionalmente numa
escala de agricultura familiar, preservando assim o conhecimento e transmitindo-o de
geracdo em geracdo, 0 que representa uma mais-valia cultural, social, econdémica e
nutritiva (MAPA, 2010). No entanto, a urbanizacao crescente ameaca 0 conhecimento
tradicional de cultivo de plantas ndo convencionais, necessitando de incentivos para a

continuacdo da producdo e consumo destas PANCs (Leal, 2015).

1.2. Familia Cucurbitaceae

A familia das Cucurbiticeas é uma familia diversificada, incluindo mais de 900
espécies em 130 géneros diferentes sendo considerada uma das maiores familias de frutas
e hortalicas (Mukherjee et al., 2022). As plantas desta familia crescem rapidamente, sdo
dicotiledoneas, com flores, herbaceas e crescimento rastejante. Os seus frutos geralmente
possuem casca resistente, polpa e sementes no interior. Entre as espécies desta familia
destacam-se pelo seu elevado consumo o meldo (Cucumis melo), melancia (Citrillus

lanatus), abdbora (Cucurbita spp.) e pepino (Cucumis sativus) (Barroso et al., 2007).

As plantas da familia Cucurbitaceae sdo originarias de regides tropicais e estima-
se que 90% das espécies que pertencem a esta familia se encontram em territorios da
Africa e Madagascar, sudeste da Asia, América Central e do Sul (Avinash & Rai, 2017;
Mukherjee et al., 2022). Crescem vigorosamente em climas quentes, com solos argilosos
ricos em nutrientes e com humidade, sendo importante evitar geadas durante o cultivo.
Como sdo trepadeiras, podem ser cultivadas em estruturas verticais ou naturalmente no
solo (McCreight, 2017).

Existem varias funcionalidades e formas de utilizacdo das plantas desta familia,
incluindo na alimentacdo humana, medicina e também em usos veterinarios. Além disso,
sdo frequentemente empregadas como fonte de ra¢Bes para animais aquéticos e aves. Ha
relatos de que estas plantas também possuem potencial de aplicagdo na industria

cosmética (Ajuru & Nmon, 2017).

Mukherjee et al. (2022) apresentaram num organograma detalhado (Figura 1) a

classificagdo da familia Cucurbitaceae. O estudo destaca que existem 4 subfamilias
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principais: Cucurbiteae, Sicyoeae, Momordiceae e Benincaseae, sendo que a subfamilia

Benincaseae € a que apresenta 0 maior nimero de espécies conhecidas.

Cucurbitaceae|

Benincaseae Cucurbiteae Sicyoeae Momordiceae

[ Citrullus ][ Benincasa ][ Coccinia ] [ Cucuimis ] [Lagenaria ]

Coccinia
grandis

Coccinia
indica

Coccinia
palmate

Figura 1. Taxonomia da familia Cucurbitaceae (Fonte: Adaptado de Mukherjee, 2022).

O genéro Coccinia é a matriz deste estudo, cujo nome é derivado do latim
“Coccineus”, do qual o significado diz respeito a cor do fruto de tom avermelhado a
alaranjado. Essas plantas sdo trepadeiras consideradas perenes (Holstein, 2015). A
espécie Coccinia grandis (L.) Voigt, pertencente a familia Cucurbitaceae e a subfamilia
Benincaseae, € destacada entre as existentes por ser utilizada na medicina Ayurvédica e
fitoterapica ha centenas de anos (Mala et al., 2014).

Portanto, os frutos da C. grandis em dois estados de maturacéo serdo matrizes de
estudo neste trabalho e sera realizada uma investigacdo aprimorada das propriedades
nutricionais, quimicas e bioativas, pois ha poucos estudos e informacGes técnico-

cientificas a respeito dos frutos desta espécie.

1.2.1. Coccinia grandis (L.) Voigt

Em termos boténicos, C. grandis, conhecida também como Cabeca de Hera, vy
Gourd, Pepininho Silvestre, Pepino-Vermelho, Pepino Doce, Tindora ou Scarlet Gourd,
€ uma espécie de planta trepadeira pertencente a familia Cucurbitaceae e subfamilia

Benincaseae. A sua cor vermelha é o que Ihe da o nome em diferentes linguas (Kinupp &
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Lorenzi, 2014). Além disso, a espécie é conhecida por outros sinénimos, incluindo C.
cordifolia, C. indica, C. indica Naud, e Bryonia grandis (Holstein, 2015).

A C. grandis dispde da classificacdo taxonOmica apresentada na Tabela 1
(Monalisa et al., 2014).

Tabela 1. Classificacdo taxonomica de Coccinia grandis (Fonte: Monalisa et al., 2014).

Reino Plantae

Diviséo Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordem Cucurbitales

Familia Cucurbitaceae

Género Coccinia grandis Wight & Arn
Espécie Coccinia grandis (L.) Voigt

A planta é uma trepadeira perene tropical (Figura 2), com vida longa e poucos
requisitos de manutencdo. Para além de ser usada na alimentacdo, C. grandis é importante
para a medicina tradicional, principalmente na India (ayurveda) e China, sendo
considerada e classificada como uma importante planta medicinal devido as suas
propriedades favoraveis para a saide humana (Pekamwar et al., 2013; Harine Sargunam,
2017; Sakarkar & Chauhan, 2017).

N |

Figura 2. Planta Coccinia grandis (Fonte: A- Putra et al., 2022; B- Kinupp & Lorenzi, 2014).

Os frutos verdes sdo consumidos in natura em saladas e o0s maduros,

vermelhos/alaranjados, sdo consumidos como molhos ou geleia. Apresentam formato
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eliptico, medindo 15 - 35 mm de didmetro e 0 seu comprimento varia entre 25 - 60 mm,
com casca lisa e sem pelos, possuindo sementes no seu interior (Pekamwar et al., 2013;
Kinupp & Lorenzi, 2014; Neetu et al., 2020). De modo geral, os frutos da C. grandis sdo
ricos em fibras, proteinas, hidratos de carbono, vitaminas do complexo B e minerais. Sdo
também conhecidos por possuirem componentes ativos como a taraxerona, taxerol,
lupeol, glicosideo de cucurbitacina B, entre outros. Assim que comegam a ficar rosados,
inicia-se 0 processo de amadurecimento e, nesta fase, os frutos sdo ricos em betacaroteno

e outros nutrientes (Harine Sargunam, 2017).

Na Figura 3 esta representado o pepino verde e maduro, podendo ser observadas

as suas caracteristicas macroscopicas.

Figura 3. Frutos de Coccinia grandis (imaturo e maduro) (Fonte: globorural.globo.com).

1.2.2. Composic¢éo centesimal e quimica

O mercado consumidor esta cada vez mais exigente em relacdo a composicéo,
informac&o centesimal e quimica dos alimentos. Por isso, s&o relevantes os estudos sobre
a caracterizacdo dos alimentos, da mesma forma que o estudo relativo aos beneficios

inerentes ao seu consumo também o sao.

Na composic¢do dos alimentos, os macronutrientes (hidratos de carbono, proteinas
e lipidos) estdo predominantemente presentes, sendo essenciais para o fornecimento de
energia e nutrientes importantes para o desenvolvimento e sobrevivéncia dos seres
humanos e animais. Os alimentos também contém micronutrientes, como vitaminas e
minerais, que sdo fundamentais para o adequado funcionamento do organismo. No
entanto, eles sdo necessarios em quantidades menores em comparacao aos
macronutrientes. Além disso, nem todos 0s micronutrientes sdo produzidos internamente

pelo organismo, o que ressalta a importancia de obté-los através da alimentagdo. A

23



Revisdo bibliogrdfica

combinacdo de macronutrientes, micronutrientes e antioxidantes fitoquimicos é

importante para uma dieta saudavel (Ferreira et al., 2009).

Sdo limitadas as pesquisas que detalham os nutrientes presentes nos frutos de C.
grandis, no entanto, alguns autores relatam que eles contém: hidratos de carbono (3,10
9/100 g), proteinas (1,20 g/ 100 g), lipidos (0,10 g/ 100 g), vitamina C (1,40 mg/100 g),
-caroteno (4,03 nug/100 g), potassio (30 mg/100 g), ferro (1,4 g/100 g) e calcio (40
mg/100 g) (Beera et al., 2022).

Existem varios tipos de vitaminas e sdo divididas em dois grupos, as lipossoluveis
que incluem o retinol (A), calciferol (D), tocoferol (E) e fitomenadiona (K1), e as
vitaminas hidrossollveis, que sdo constituidas pelo acido ascérbico e por vitaminas do

complexo B (Shergill-Bonner, 2013).

Entre estas, evidencia-se a vitamina E pela sua elevada capacidade antioxidante.
A vitamina E é constituida por quatro tocoferdis e quatro tocotriendis, pertencendo assim
a uma familia de oito compostos originados a partir do tocol. Normalmente, a vitamina E
é extraida das plantas ou também de macrofungos (Combs & McClung, 2022; Conceic¢édo
et al., 2017). Esta vitamina auxilia na protecdo das membranas celulares e também das
lipoproteinas plasmaticas contra as les6es que podem ser provocadas pelos radicais livres
(Conceicdo et al., 2017). A estrutura do a-tocoferol (Figura 4) é constituida por um anel
cromanol e que desempenha a fungdo antioxidante devido ao grupo hidroxila, sendo o a-
tocoferol o isomero biologicamente mais ativo. A peroxidacao lipidica € interrompida
pela vitamina E, através da doacdo de atomos de hidrogénio aos radicais peroxil,
originando assim radicais ndo reativos denominados de radicais tocoferoxilo (Ferreira et
al., 2009; Carocho e Ferreira, 2013).

Figura 4. Estrutura quimica do a-tocoferol (Fonte: Carocho & Ferreira, 2013).

A auséncia da vitamina E no organismo dos seres humanos pode provocar uma
diminuicdo das defesas do sistema imunitario, por isso, uma dieta equilibrada com a

incluséo de alimentos ricos em vitamina E € de extrema importancia (Roberfroid et al.,
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2008). Além disso, a ingestdo de a-tocoferol é recomendada, pois do ponto de vista
nutricional possui atividade mais elevada do que os restantes isdmeros, como mencionado

anteriormente (Monsen, 2000).

Outra vitamina de grande importancia € a vitamina A, que pode ser encontrada
em forma de retinol em alimentos de origem animal (figado, leite, ovos, 6leo de peixe), e
na forma de carotenoides em alimentos de origem vegetal (legumes, vegetais folhosos
verde-escuro e frutas amareladas e /ou verde escuro). E uma vitamina lipossolGvel, sendo
necessaria a ingestao de gorduras para uma eficiente absorcao intestinal. Em proporcdes
adequadas, o consumo da vitamina A é essencial para o bom funcionamento do organismo
(Pinto de Lemos Juanior & Alves de Lemos, 2010) estando relacionada com as fungdes
visuais, integridade epitelial e o funcionamento do sistema imunologico (Queiroz et
al.,2013).

Os pigmentos naturais conhecidos como carotenoides sdo responsaveis pela
coloracdo amarela, laranja ou vermelha, e esta propriedade tem grande importancia
tecnoldgica, uma vez que a cor é o atributo que mais influencia a aceitacdo desses
alimentos. Apesar de serem micronutrientes e estarem presentes em niveis muito baixos
(microgramas por grama), os carotenoides sao considerados constituintes alimentares de
elevada importancia, pois sdo substancias bioativas com efeitos benéficos para a salde,
sendo que alguns apresentam atividade pré-vitaminica A. S8o produzidos por varios
organismos, incluindo plantas, algas, fungos, leveduras e bactérias. Alimentos de origem
vegetal contém uma variedade de carotenoides, enquanto alimentos de origem animal sdo
mais limitados uma vez que estes ndo tém capacidade de sintetizar carotenoides e
precisam obté-los por meio da alimentagdo. Os carotenoides possuem efeitos benéficos a
salde além da atividade pro-vitamina A, como a imunomodulacdo e a reducdo do risco
de doencgas crénicas degenerativas como cancro, doencas cardiovasculares, cataratas e
degeneracdo macular relacionada com a idade. Essas atividades fisiologicas s&o
atribuidas as suas propriedades antioxidantes, que incluem a capacidade de captar o
oxigénio singleto e interagir com os radicais livres (Rodriguez-Amaya et al., 2008).

Assim, € evidente que as vitaminas sdo essenciais e desempenham um papel vital
na manutencao da satde e bem-estar. Manter uma alimentacéo diversificada é chave para

obter a quantidade adequada destes nutrientes importantes.
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1.2.3. Propriedades biologicas

Um composto bioativo pode ser definido como um componente que estd
naturalmente presente nos alimentos derivados de animais ou plantas, e que quando
ingerido pode causar um efeito benéfico no organismo. Ja um ingrediente bioativo, € a
matéria que quando adicionada em formulagdes de alimentos, fornece beneficio para a
satde de quem o consome (Fernandes et al., 2019). As frutas, algas, vegetais, legumes e

gréos sdo as fontes naturais mais comuns de compostos bioativos (Arroyo et al., 2019).

As plantas possuem compostos bioativos importantes tais como antioxidantes e
antimicrobianos, incluindo também polifendis, vitaminas, carotenoides, acucares
redutores e acidos gordos insaturados, que podem ser aplicados como aditivos alimentares
na formulacdo de alimentos funcionais e nutracéuticos. Além disso, estdo relacionados

com a reducdo de varias doengas cronicas (Loziene et al., 2007; Ferreira & Abreu, 2007).

Segundo Croteau et al. (2000), os compostos bioativos das plantas sdo divididos
em trés categorias principais, nomeadamente terpenos e terpendides (préximo de 25.000
tipos), alcaloides (proximo de 12.000 tipos) e compostos fendlicos (préximo de 8.000
tipos), destacando-se os flavonoides e acidos fendlicos.

As plantas apresentam valiosos compostos fendlicos responsaveis por diversas
propriedades terapéuticas. Estes sdo caracterizados por incluirem na sua estrutura, no
minimo, um anel aromatico e pelo menos um grupo hidroxilo (Rios et al., 2014; Gharaati
et al., 2017; Gharaati Jahromi, 2019).

Os compostos fendlicos sdo produtos que resultam do metabolismo secundario e
sdo sintetizados através de duas vias bioquimicas: a do acetato e do acido chiquimico.
Podem ser desde moléculas simples e pequenas, até moléculas mais complexas com
compostos altamente polimerizados, sendo os flavonoides os compostos mais comuns
(Ferreira et al., 2009).

Em particular, os flavonoides auxiliam no crescimento, no desenvolvimento e na
defesa da planta contra o ataque de patdgenos (Dornas et al., 2008). Os compostos
fenolicos, particularmente flavonoides, tém ainda a finalidade de conferir cor, aroma,
adstringéncia, sendo relevantes nas propriedades sensoriais e também estabilidade
oxidativa aos alimentos (Soethe et al., 2016). A estabilidade é conferida pela existéncia
dos grupos aromaticos hidroxilados presentes na estrutura quimica, quer na forma livre

ou ligados aos acidos organicos, hidratos de carbono ou lipidos (Arruda et al., 2020). S&o
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encontrados na forma de glicosideos ou agliconas, e estdo presentes em Vvérias partes das
plantas como nas flores, sementes, folhas etc. (Angelo & Jorge, 2007). Tem sido
demonstrado que os flavonoides possuem propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias,
antimicrobianas e anticancerigenas, assim como também foi demonstrado que alguns
terpendides e esteroides sdo efetivos na prevencdo do cancro devido ao seu efeito anti-
carcinogénico (Harine Sargunam, 2017). A estrutura quimica de um flavonoide (Figura
5) contém dois anéis aromaticos ligados a uma cadeia composta por trés carbonos
(Carocho & Ferreira, 2013).

Figura 5. Estrutura basica da molécula flavonoide (Fonte: Adaptado de Huber & Rodriguez -Amaya,
2008).

Estes fitoquimicos provenientes das plantas possuem importantes propriedades
que auxiliam na prevencao de doencas que sdo causadas pelo stress oxidativo. O stress
oxidativo pode ocorrer naturalmente, principalmente em exposi¢do a exercicio fisico
extremo ou também em processos inflamatorios. A producdo demasiada de radicais livres
estd relacionada com centenas de doencas como cancro, cirrose, doencas
cardiovasculares, diabetes e desordens neurolédgicas (Ferreira & Abreu, 2007). Um
radical livre € definido como um &omo ou molécula que ndo possui elétrons pareados, o
que causa varias reacdes oxidativas toxicas, como acumulo de peroxidos de lipidos,

fragmentacdo de moléculas como o0 DNA, entre outros (Deshpande et al, 2011a).

Kondhare e Lade (2017), demonstram que 0s extratos aquosos de frutos de C.
grandis apresentam alguns fitoquimicos predominantes, como o acido n-pentadecandico
(18,20%), acido hexadecandico (58,73%), acido linoleico (5,78%), acido oleico (1,10%),
e a-tocoferol (11,72%), além de éster metilico do acido hexadecanoico (0,32%) e
tocoferol (11,72%). Varma e Bhaskar (2020), tambem verificaram que 0s extratos
aquosos de frutos de C. grandis apresentaram alcaloides (1,32 mg/kg), flavonoides totais

(2,58 mg/kg), saponinas totais (1,01 mg/kg) e fenais totais (0,98 mg/kg).
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Hé estudos que indicam que C. grandis possui vérias propriedades terapéuticas,
tais como, propriedades antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes, anticancerigenas,
antidiabéticas, antianafilaticas entre outras, o que tem sido associado a presenca de
compostos fendlicos, como referido anteriormente. Contudo, a eficacia fitoterapeutica
ainda ndo é conclusiva devido a falta de conhecimento técnico-cientifico e de
investigagdes cientificas aplicadas. A maior parte dos estudos realizados utilizam extratos
de caule, raiz, folhas ou em combinacdes, havendo poucos estudos que avaliam as

propriedades terapéuticas dos frutos de C. grandis (Sakharkar & Chauhan, 2017).

Bulbul et al. (2011), relataram que os extratos metandlicos do fruto de C. grandis
possuem elevada atividade antioxidante e glicosideos de flavonoides. De forma similar,
Deshpande et al. (2011b), concluiram que extratos dos frutos verdes de C. grandis
apresentaram atividade antioxidante significante, potencialmente devido a presenca de
flavonoides e glicosideos de antraquinonas.

Vadivu et al. (2010) avaliaram o extrato alcoolico do fruto verde desta espécie em
ratos de laboratério contra a hepatotoxicidade induzida pelo composto tetracloreto de
carbono (CCls). O tratamento com 250 mg/kg de extrato etandlico do fruto reduziu
consideravelmente o nivel de transaminases (SGPT e SGOT) e também o nivel de
bilirrubina, efeitos que foram atribuidos aos antioxidantes presentes, nomeadamente aos
flavonoides. Os flavonoides, triterpenos e taninos presentes no fruto podem interferir com
a formacdo de radicais livres, o que confirma a sua atividade hepatoprotetora (Neetu,
2020).

Pattanayak (2009) avaliou os extratos metandélicos do fruto de C. grandis com o
intuito de determinar a atividade analgésica e averiguar o seu uso no alivio da asma e da
tosse. A atividade antitissica do extrato metandlico é comparada com a atividade da
codeina. Neste estudo, os resultados obtidos mostraram que com a aplicacédo do extrato,
a tosse foi inibida com a dose de 400 mg/kg e que o extrato metanolico do fruto atuou ao

nivel do sistema nervoso central.

No que diz respeito a atividade antimicrobiana, presume-se que 0S compostos
fenolicos podem auxiliar na ruptura da membrana citoplasmatica dos microrganismos, o
que gera a perda de contetdo celular e facilita a sua desnaturacdo (Msagati, 2012). A
membrana citoplasmatica é hidrofébica e os agentes antimicrobianos dificultam a

integridade da mesma e também afetam sua estrutura. As bactérias Gram-negativas
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possuem uma camada de lipopolissacarideos, 0 que as tornam mais resistes aos
compostos antimicrobianos, do que as Gram-positivas (Bouarab-Chibane et al., 2018). A
preocupacdo relacionada com o aumento e desenvolvimento de doencas infeciosas

provocadas por microrganismos resistentes a desinfetantes e antibioticos é evidente.

Desta forma, surge a necessidade de desenvolver agentes antimicrobianos,
destacando assim a utilizacdo de plantas para esse fim, uma vez que os seus efeitos
colaterais geralmente sdo reduzidos e o potencial terapéutico € elevado (Gadisa et al.,
2019; Rajput & Kumar, 2020). Estudos realizados por Sakharkar e Chauhan (2017),
evidenciam que os frutos de C. grandis possuem maior atividade antimicrobiana do que

as folhas.

1.2. Métodos de Extracdo de Compostos Bioativos

Os extratos de plantas, que podem ser obtidos a partir de folhas, flores, caules,
frutos e raizes, sdo ricos em compostos bioativos e fitoquimicos valiosos. O método para
extracdo destes compostos é fundamental, pois € o primeiro passo no estudo de
caracterizagdo das bioatividades da amostra selecionada. Amostra, solvente, pressao,
temperatura e tempo sdo alguns dos pardmetros que podem afetar as caracteristicas dos
extratos (Azmir et al., 2013; Cragg & Newman, 2013).

As técnicas de extracdo incluem as convencionais, como Soxhlet, decoc¢éo,
hidrodestilacdo, infusdo e maceracdo, que utilizam diferentes solventes, requerem
temperatura e/ou agitacdo. Embora sejam as mais comuns, apresentam desvantagens tais
como periodos de extracdo prolongados, baixa seletividade de extracdo, possibilidade de
decomposicdo térmica de compostos termolébeis e necessidade de evaporacdo de grandes
volumes de solventes (Azmir et al., 2013). Além disso, o tratamento quimico e o calor
podem alterar as caracteristicas dos compostos ativos na planta, resultando em extratos

de qualidade insuficiente para analise (Gokoglu, 2018).

Para melhorar as dificuldades encontradas nas técnicas de extragcdo convencionais,
surgem as técnicas ndo convencionais ou modernas, tais como a extragdo com auxilio de
ultrassons, micro-ondas, campos elétricos, enzimas, fluidos supercriticos e liquidos
pressurizados. A extracgdo assistida por ultrassom (EAU), € um método de alta eficiéncia
que permite a extracdo rapida de compostos organicos e inorganicos. Este método utiliza

ondas sonoras que sdo capazes de penetrar nas células, criando bolhas que se expandem
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até o seu rompimento, libertando assim 0s compostos bioativos. Este processo é
conhecido como cavitagdo (Azmir et al., 2013).

A producdo de diferentes extratos desempenha um papel fundamental nas
indUstrias alimenticia, quimica e farmacéutica. Esses extratos sdo essenciais para a
obtengcdo de compostos bioativos que podem ser aplicados no desenvolvimento de
alimentos funcionais, ingredientes naturais, produtos quimicos sustentaveis e
medicamentos. Eles proporcionam propriedades benéficas aos alimentos, como
antioxidantes e antimicrobianos, além de serem matérias-primas valiosas para a producao
de cosméticos, corantes naturais e medicamentos terapéuticos. Em resumo, a producéao
de diferentes extratos é vital para a criacdo de produtos mais saudaveis, sustentaveis e

com beneficios para a salide e o0 bem-estar dos consumidores (FiB, 2018).

As amostras liofilizadas ou secas possuem mais tempo de durabilidade do que
amostras frescas, sendo vantajoso, pois podem ser utilizadas ao longo dos ensaios sem
deterioracdo e sem degradacdo dos compostos. Além disso, as amostras trituradas, em po,
sdo homogeneizadas facilmente e a superficie de contato entre amostra e solvente é maior,

extraindo maiores quantidades de compostos (Azwanida, 2015).

1.3. Autenticidade da Coccinia grandis (L.) Voigt

Para 0 avanco da ciéncia, é essencial realizar uma identificacdo cientifica precisa
das espécies vegetais durante o processo de estudo e investigacdo, a fim de assegurar a
integridade e a confiabilidade dos resultados obtidos. Se uma espécie for identificada de
forma equivocada, todo o tempo e esfor¢o empregue na investigacdo pode tornar-se indtil
e, ainda, gerar consequéncias/erros cientificos graves. Se o erro ndo for detetado antes da
publicacdo dos resultados, as informacdes divulgadas perdem o seu valor cientifico. Além
disso, se os dados forem utilizados como base para outras investigacdes, isso pode gerar

prejuizos significativos em termos cientificos e financeiros (Martins-da-Silva, 2002).

Por isso, € fundamental garantir uma identificacdo precisa das espécies a serem
estudadas. Tal pode ser realizado com base em conhecimentos botanicos da espécie ou
pela realizagéo de andlises de DNA, sendo este, caracteristico e unico de cada espécie. A
analise de DNA é um método essencial para assegurar resultados confiaveis em estudos
cientificos que requerem a autenticacdo da matriz usada, podendo também ser usado para
investigar as relagdes evolutivas entre diferentes espécies de plantas, por meio de estudos
filogenéticos (DeSalle & Goldstein, 2019).
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1.4.1. Analise de DNA

A anélise de DNA pode ser realizada em qualquer estagio da vida de um
organismo, a partir de quase todos os seus tecidos. Além disso, as moléculas de DNA
fornecem mais informacgdes sobre um determinado organismo do que outras moléculas
como as proteinas, e sdo mais facilmente extraidas, mesmo em pequenas quantidades de
material orgénico (Reiter et al., 2006). Adicionalmente, as moléculas de DNA apresentam
maior estabilidade face ao processamento, frequentemente usado em alimentos
(Trindade, 2010).

Por estes motivos, a analise de DNA é uma ferramenta essencial na detecdo de
adulterantes bioldgicos e na identificacdo de espécies geneticamente relacionadas.
Permite ainda a facil identificacdo de alimentos geneticamente modificados bem como a
detecdo de patdgenos e alérgenos alimentares, incrementando a seguranca alimentar
(Oyarzabal & Kathariou, 2014).

Neste trabalho, a analise de DNA é importante pois comprova com precisao a
espécie que sera estudada, uma vez que outras espécies apresentam frutos com morfologia

similar ao de C. grandis.

As técnicas utilizadas na anélise de DNA em plantas incluem PCR (reagdo em
cadeia da polimerase), sendo necessario apenas algumas copias de DNA para a anélise,

sequenciacdo do DNA e analise de marcadores moleculares.

1.4.2. Fundamentos da PCR

A técnica de PCR baseia-se no mecanismo de replicacdo do DNA in vivo para
amplificar segmentos especificos de DNA de qualquer parte do material genético que seja
considerada um alvo e replica-los inimeras vezes. Uma tipica amplificacdo de PCR
envolve a utilizagdo de DNA alvo, uma polimerase de DNA termoestavel, dois
oligonucleotideos como primers, desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTP), tampéo e
magnésio. Apds a mistura dos reagentes, a reacao € realizada em trés etapas distintas, que
ocorrem em diferentes temperaturas. Cada conjunto de temperaturas € definido como um
ciclo de amplificacdo, e esses ciclos sdo repetidos de 30 a 45 vezes, dependendo da
quantidade de DNA inicial presente na reagéo (Mafra et al., 2008).

A amplificacgdo de PCR produz produtos que podem ser analisados em relagdo ao
tamanho, quantidade e sequéncia, podendo ser utilizados em diversos procedimentos

experimentais. Uma das analises mais comuns € a separacdo dos fragmentos por
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eletroforese, onde as bandas sdo detetadas por diferentes métodos, como coloragdo ou
autorradiografia (Kumar et al., 2009).
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2. Objetivos

Planta silvestre é o termo que se usa para designar as plantas que se desenvolvem
de forma esponténea e ndao necessitam de cuidados para o seu cultivo (Luczaj et al., 2012).
Segundo Romano e Gongalves (2015), as plantas representam quase 80% dos alimentos
consumidos no mundo, fazendo parte da dieta, tanto das opc¢des vegetarianas ou nao.
Contudo, apenas algumas plantas sdo utilizadas na alimentacéo, uma vez que é escasso 0
conhecimento sobre os beneficios das plantas que normalmente ndo sdo consumidas, e

assim, denominam-se plantas alimenticias ndo convencionais.

Neste sentido, o presente trabalho tem como OBJETIVO GERAL avaliar o valor
centesimal, composi¢do quimica e bioativa dos frutos de pepininhos silvestres (C.
grandis) em dois estados de maturacéo (imaturo e maduro).

Para este efeito, os pepininhos silvestres foram colhidos entre os meses de outubro
de 2021 e janeiro de 2022, no estado do Parand, regido sul do Brasil (25° 22'49"S 54°
3'8"W). Foram selecionados de acordo com o seu grau de maturacdo, no estado imaturo
(verde) e no estado maduro (vermelho), com o intuito de contribuir para a sua

caracterizacdo e de os valorizar como mini-legumes e fomentar a inclusdo na dieta.

Para alcancar o objetivo geral do trabalho, foram delineados os seguintes
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Analisar o DNA dos frutos, para autenticacdo das amostras como pertencendo a

espécie C. grandis.

e Determinar o valor centesimal (lipidos, proteinas, cinzas, hidratos de carbono e
energia) e composi¢do quimica (acidos gordos, aclcares livres, acidos organicos,
tocoferois, carotenoides e compostos fenolicos) dos frutos de pepininhos

silvestres em dois estados de maturagdo (imaturo e maduro).

e Determinar as bioatividades (atividade antioxidante, citotoxicidade em células
tumorais e ndo-tumorais, anti-inflamatdria e antimicrobiana) em dois extratos
diferentes (extrato hidroetanolico por maceracao e extrato hidroetandlico assistido

por ultrassom).
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3. Material e Métodos

3.1.Padrbes e Reagentes

3.1.1. Anélise de DNA

Para a extracdo de DNA das amostras de C. grandis foram utilizados os reagentes
incluidos no kit comercial Nucleospin® Plant 1l (Macharey Nagel, Germany). Para a
analise de PCR utilizou-se a DNA polimerase Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New
England), e os primers forward e reverse foram adquiridos na empresa Frilabo e
sintetizados pela Metabion. Para o gel electroforese utilizou-se agarose, TAE e GelRed
adquiridos a VWR.

3.1.2. Anélise Quimica e Nutricional

Foram utilizados acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95%, e acetato de etilo 99,8% de
grau adequado para a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), sendo adquiridos
na Lab-Scan (Lisboa, Portugal), e utilizou-se também etanol 99,8%, metanol 99,9%,
hexano, éter de petroleo, éter etilico, sulfato de sddio nidro, &cido sulfurico e acido
cloridrico de grau analitico, sendo adquiridos na empresa Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, EUA). Os seguintes reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich Co (St.
Louis, Missouri, EUA): cloroférmio, 2,2'-azobis (2-amidinopropano) dicloridrato
(AAPH), &cido tricloroacético (TCA-), tris e os padrdes de &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), acucares (>98% pureza HPLC), &cidos
organicos (>99% pureza HPLC), e a mistura de ésteres metilicos de acidos gordos
(FAME) (padrdo 47885-U). Os padrdes de tocoferois (>98% pureza HPLC), tocol (50
mg/mL, 98% pureza HPLC), foram provenientes da Matreya (Pleasant Gap, Pensilvania,
EUA), e os padrdes de compostos fendlicos e carotenoides da Extrasynthése (S.A.,

Genay, Franca).

O tratamento da &gua foi realizado usando um sistema de purificagdo de agua Milli-
Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, Carolina do Sul, EUA).

3.1.3. Andlise de Propriedades Bioativas
Atividade antioxidante: Os reagentes foram adquiridos na empresa Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, USA) bem como o tampdo Tris-HCI, &cido ascorbico, FeSOa, acido
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tricloroacético, cloreto de sodio e acido tiobarbitdrico, além do padréo trolox (&cido 6-
hydroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico) e 2,2’-azobis (2-metilpropionamida)
di-hidroclorido.

Potencial citotoxico: As linhas celulares tumorais humanas de adenocarcinoma
intestinal (CaCoz), adenocarcinoma mamario (MCF-7) foram obtidas no Instituto Leibniz
- DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH,
Braunschweig, Alemanha). A linha celular tumoral humana de adenocarcinoma gastrico
(AGS) e a cultura de células ndo tumorais de rim de macaco (VERO-B4) foram obtidas
da ECACC (Salisbury, UK). A L-glutamina, a solucdo salina equilibrada de Hank, a
tripsina-EDTA (&cido etilenediaminatetra-acético), a solugdo de
penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL), o0 meio RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute) e 0 meio DMEM para células animais (Dulbecco Modified Eagle)
foram fornecidos pela empresa Hyclone (Logan, UT, USA). O &cido acético, &cido
férmico, elipticina, sulforrodamina B, azul de Tripano e Tris foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Atividades anti-inflamatéria: Os macrofagos
RAW 264.7 de rato foram obtidos da ECACC (European Collection of Animal Cell
Culture) (Salisbury, UK), o meio DMEM da Hyclone (Logan, Utah, USA), os
lipopolissacarideos bacterianos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e o kit

de reagentes Griess da empresa Promega (Madison, WI, USA).

Atividades antibacteriana e antifingica: As bactérias contaminantes de alimentos,
os fungos e os controlos positivos sdo provenientes da Frilabo (Porto, Portugal). O agar
malte foi obtido do Institute of Immunology and Virology, Torlak (Belgrade, Serbia). O
corante Cloreto de p-iodonitrotetrazolio foi adquirido da Panreac Applichem (Barcelona,
Espanha). Os outros reagentes e solventes de grau analitico foram adquiridos de fontes

comuns.

3.2. Preparacéo das Amostras

Para os estudos e caracterizacdo foram utilizados frutos imaturos (verdes) e
maduros (vermelhos) de C. grandis (Figura 6). Os frutos colhidos cresceram de forma
espontanea em jardins e hortas na regido Oeste do Parana - Brasil entre 0s meses de
outubro de 2021 e janeiro de 2022. Ap6s a colheita foram liofilizados e triturados, sendo
transportados para o Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO), onde foram

armazenados e conservados ao abrigo da luz para realizacdo das analises.
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Figura 6. Coccinia grandis em seus dois estados de maturacéo imaturo (verde) e maduro (vermelho)
(Fonte: Autoria propria).

3.3. Anélise de DNA

3.3.1. Extracéo do DNA

O DNA foi extraido das amostras de pepininho utilizando o kit comercial
Nucleospin Plant 1l segundo as instrugdes do fabricante. Primeiramente, pesou-se 100 mg
das amostras (imaturo e maduro) para tubos estéreis de 2 mL. Para promover a lise das
celulas adicionaram-se 400 pL de tampéo de lise PL1. O homogeneizador Precellys foi
usado a 6200 rpm por 5 s e repetido trés vezes. Depois, 10 pL de RNase A foram
adicionados, e a mistura foi incubada com agitagdo a 65 °C por 10 min. O lisado foi
filtrado em filtro NucleoSpin (coluna de anel violeta), centrifugado a 11.000x g por 2
min, e o0 sobrenadante foi transferido para tubos estéreis de 1,5 mL e descartou-se a
coluna. A fim de ajustar as condic¢des de ligacdo do DNA a coluna, o sobrenadante foi
combinado com 450 pL de tampé&o e a solucdo foi misturada cinco vezes. Em seguida, a
coluna fornecida no kit foi instalada e para a coluna (coluna de anel verde) foi transferido
700 pL da mistura, centrifugou-se a 11.000 x g durante 1 min, descartando a solugéo
eluida, sendo o processo repetido para o restante de volume da mistura. Para a lavagem
da coluna, adicionou-se 400 pL de tampéo PW1, centrifugou-se a 11.000 x g durante 1
min, e descartou-se a solugdo eluida. Seguidamente, adicionou-se 700 pL de tampéo PW2
a coluna, e centrifugou-se a 11.000 g durante 2 min, e novamente descartou-se a solucéo

de lavagem. Por fim, para eluicdo do DNA adsorvido na coluna adicionou-se 50 pL de
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tampdo de elui¢do PE pré-aquecido a 65 °C a coluna NucleoSpin Plant I1. A coluna foi
incubada durante 5 min a 65 °C e centrifugada a 11.000 x g por 1 min, recolhendo-se o

extrato de DNA num tubo novo de 1,5 mL.

3.3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

Para a amplificagdo por PCR num termociclador T100 (BioRad, USA) utilizou-se
10,5 pL de H20, 12,5 pL de mix de DNA polimerase Q5, 0,5 pL de Primer Forward e 0,5
pL de Primer Reverse, por fim, adicionou-se 1 pL do extrato de DNA. Foram utilizados
40 ciclos com as seguintes condig¢des: 94 °C por 1 min; 55 °C por 1 min; 72 °C por 1 min.
Os primers utilizados foram selecionados da bibliografia para amplificacdo dos barcodes
MatK e Rbcl, nomeadamente para MatK foi usado o conjunto de primers matK472F (5'-
CCCRTY CATCTGGAAATCTTG GTT C-3') e matK1248R (5'-GCT RTR ATAATG
AGA AAG ATTTCT GC-3") (Yuetal., 2011) e os primers aconselhados pelo Consortium
for the Barcode of Life (CBOL) matK-KIM1R: 5'-
ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC-3' e matK-KIM3F: 5'-
CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3' (CBOL, 2009); para Rbcl usaram-se os
primers rbcLa-F: 5'-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3" e rbcLa-R: 5'-
GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3' (CBOL, 2009).

Para a visualizacdo do produto obtido na amplificacdo, os fragmentos foram
analisados por gel de eletroforese. Para isso pesou-se 0,8 g de agarose e adicionou-se em
40 mL de TAE e aqueceu-se a mistura em microondas em torno de 2 min até dissolver a
agarose. Seguidamente, adicionou-se 2,5 puL de GelRed para visualizacdo do DNA, e
preparou-se 0 gel num tabuleiro de electroforese com o pente. Apos secar, retirou-se o
pente e na tina de eletroforese adicionou-se uma mistura contendo 2 pL de loading buffer
e 3 pL do produto de PCR em cada poco. No final da eletroforese realizada a 95 V por
45 min, as bandas obtidas foram visualizadas num transiluminador de luz UV e captada

a imagem.

Os produtos de PCR foram enviados para um laboratorio especializado
(STABVIDA, Lisboa, Portugal) para a sequenciacdo do DNA. Os resultados foram
analisados e alinhados pelo programa BioEdit v7.2.5 (Ibis Bio- sciences, Carlsbad, CA,
USA). Seguidamente foi feita uma analise de BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificagdo da espécie

correspondente ao DNA analisado.
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3.4. Caracterizagdo Nutricional e Quimica

3.4.1. Composigao Centesimal

Foi avaliada a composicdo em macronutrientes (cinzas, proteinas, lipidos e
hidratos de carbono) conforme os métodos oficiais de analise de alimentos AOAC (2016).
O teor de proteinas totais foi estimado pelo método macro-Kjeldahl por conversdo do
azoto total utilizando o fator de conversao (N x 6,25). O teor de humidade foi determinado
com base na diferenca de massa obtida antes e depois da liofilizacdo. Os lipidos foram
determinados através da extracdo de uma massa conhecida da amostra com éter de
petroleo, utilizando-se o aparelho de Soxhlet. O teor de cinzas foi determinado por
incineracdo em mufla a 550 + 15 °C e os resultados foram expressos em g/100 g de massa
seca (m.s.). Os hidratos de carbono foram calculados por diferenca, segundo a Equacéo

1. O sistema de Atwater foi utilizado para calcular a energia de acordo com a Equacéo 2.
HC (g/100g m.s.) = 100 — (cinzas + proteinas + lipidos)

Equacdo 1. Hidratos de carbono em g/100 g m.s

ET (kcal/100g m.s.) = 4 X (g proteinas + g hidratos de carbono) + 9 x (g lipidos)

Equacdo 2. Energia total em quilocaloria (kcal/100g m.s.)

3.4.2. Acucares Livres

A determinacdo dos acucares livres foi realizada com base na metodologia
descrita por Obodai et al. (2016), utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de indice de refracdo (HPLC-RI).

As amostras liofilizadas (~1 g) foi adicionado 1 mL de padrdo interno (PI,
melezitose, 25 mg/mL) e posteriormente procedeu-se a extracdo com 40 mL de etanol
80% a 80 °C durante 1 h 30 min. Posteriormente, a amostra foi filtrada, o etanol evaporado
e 0 sobrenadante obtido foi lavado trés vezes sucessivas com 10 mL de éter etilico,
ocorrendo a deslipidificagdo da fase aquosa. Apos a evaporagdo a 40 °C, o residuo sélido
foi dissolvido em agua destilada para um volume final de 5 mL. Em seguida, utilizou-se
filtros de nylon de 0,2 um para a filtragao da solugdo para vials, procedeu-se a analise por
HPLC-RI a 35 °C (sistema HPLC Knauer, sistema Smartline) equipado com um detetor

de RI (Knauer Samartiline 2300) e com uma coluna 100-5 NH> Eurospher (4,6 x 250 mm,
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5 mm, Knauer). Como fase movel utilizou-se acetonitrilo/dgua desionizada, 70:30 (v/v)
com um caudal de 1 mL/min. A identificacdo e quantificacdo dos agucares foi realizada
por comparagdo cromatografica com padrées comerciais e usando o método do PI. Os

resultados obtidos foram expressos em g por 100 g de m.s.

3.4.3. Acidos Organicos

Os é&cidos organicos foram determinados por cromatografia liquida ultrarrdpida
com detector de diodos (UPLC-DAD), conforme a metodologia descrita e otimizada por
Barros et al. (2012). Procedeu-se a extracdo de ~1 g das amostras liofilizadas com 25 mL
de &cido metafosférico (25 °C a 150 rpm) em agitacdo constante durante 25 min. As
solucBes foram filtradas através de papel filtro Whatman N° 4 e seguidamente através de
filtros de nylon de 0,2 um (Millipore) para vials. Os acidos organicos foram analisados
utilizando um sistema Shimadzu 20A séries UFLC (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) equipado com uma coluna de fase reversa C18 SphereClone (Phenomenex 5 pm,
250 x 4,6 mm), termostatizada a 35 °C. A eluigdo foi realizada com &cido sulfurico 3,6
mM usando um caudal de 0,8 mL/min. A deteccdo foi efetuada num detector DAD,
utilizando 215 nm e 245 nm (para acido ascorbico) como comprimentos de onda. Os
acidos organicos identificados foram quantificados por comparagdo da area dos picos
com as curvas de calibracdo obtidas a partir de padrées comerciais de cada composto. Os
resultados foram expressos em g por 100 g de m.s..

3.4.4. Acidos Gordos

A partir da fracdo lipidica obtida anteriormente pela extracdo de Soxhlet,
procedeu-se a derivatizacdo dos &cidos gordos utilizando a metodologia descrita por
Spréa et al. (2020). 5 mL de metanol:acido sulfarico:tolueno (2:1:1, v/v/iv) foram
adicionados a fracao lipidica e incubados por 12 h a 50 °C e 160 rpm. Apos a incubacao,
foram adicionados 3 mL de agua destilada e 3 mL de éter dietilico, agitou-se
vigorosamente com a ajuda de um vortex. A fase organica contendo os FAME foi
removida, desidratada com sulfato de sodio anidro e filtrada com filtros de nylon de 0,2

um (Millipore) para andlise posterior.

O perfil de acidos gordos foi obtido num sistema YOUNG IN Crhomass 6500 de

cromatografia gasosa (GC) equipado com um injetor split/splitless a 250 °C e injecao split a
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1:80, detetor de ionizacdo de chama (FID) a 260 °C e uma coluna Zebron-Fame (20 m x
0,18 mm x 0,15 um df).

O programa de temperatura do forno obedeceu a seguinte configuracdo: a
temperatura inicial da coluna foi 80 °C, durante 1,5 min; em seguida, aumentou-se a
temperatura a 40 °C/min até 160 °C, 5 °C/min até 185 °C, 30 °C/min até 260 °C durante 4
min. O hidrogenio (gés de transporte) tinha um caudal de 0,6 mL/min (0,61 bar), medido
a 250 °C. Para cada andlise injetou-se 1 uL. da amostra. A identificagdo de acidos gordos
foi feita com base nos tempos de retencédo relativos dos picos da mistura padrdo de 37
FAMEs e das amostras. Os resultados foram processados usando o software Clarity
4.0.1.7 (DataApex, Podohradska, Republica Checa) e expressos em percentagem relativa

de cada acido gordo.

3.4.5. Tocoferois

Os tocoferois foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de fluorescéncia (HPLC-FL) conforme o procedimento descrito por Martins
et al. (2016). Antes da extracdo, a amostra liofilizada (~500 mg) foi adicionada com uma
solugdo BHT em hexano (10 mg/mL, 100 pL) e o padrao interno (PI) (Tocol em hexano
50 pg/mL; 400 pL). Adicionou-se 4 mL de metanol e a mistura foi homogeneizada com
auxilio de um vortex durante 1 min. Apés, 4 mL de hexano foram adicionados e
homogeneizados novamente por 1 min, seguindo-se a adi¢cdo de 2 mL de uma solucdo
aquosa saturada de NaCl e subsequente homogeneizagdo por mais 1 min. Por fim,
centrifugou-se (centrifuga refrigerada Multifuge X1R, Thermo Fischer Scientific, 5 min,
4000 x g) e transferiu-se o sobrenadante para um frasco ambar. A amostra foi re-extraida
por mais duas vezes com hexano e desidratada com sulfato de sédio anidro. O extrato foi
seco com uma corrente de azoto. Em seguida foi redissolvido em 2 mL de hexano, filtrado
(filtros de 0,22 pum) para vials &mbar e analisados por HPLC-FL.

Foi utilizado um sistema integrado de bomba quaternaria (Knauer, sistema
Smatline 1000), um desgaseificador (Smartline 5000), um amostrador automatico (AS-
2057 2500) e um detector de fluorescéncia (FL, Jasco) programado para excitacdo a 290
nm e emissdo a 330 nm. A separacdo cromatogréafica foi conseguida com uma coluna em
fase normal Poliamida II (5 pm, 250 x 4,6 mm, WMC Waters, Japao), operando a 30 °C
(forno 7971 R Grace). A fase movel utilizada foi uma mistura de hexano/acetato de etilo
(70:30, v/v) com um caudal de 1 mL/min.
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A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o
método do Pl e por comparagdo cromatogréafica com padrdes. Os resultados foram

expressos em mg por 100 g de m.s.

3.4.6. Carotenoides Totais

Para a extracdo dos carotenoides foi utilizado a metodologia adaptada de
Mercadante et al. (2017). Primeiramente pesou-se 0,15 g de cada amostra em tubos de
teflon. Todos os tubos, bal6es de fundo redondo e elermeyers a serem utilizados foram
protegidos com papel aluminio para evitar exposicao a luz, além de todo o procedimento
ser realizado em penumbra. Em cada tubo adicionou-se 5 mL de acetato de etilo, e agitou-
se com um auxilio de um vortex durante 3 min e em seguida centrifugaram-se os tubos
durante 5 min (12.000 x g a 4 °C). Seguidamente, o sobrenadante foi recolhido para um
baldo de fundo redondo. Este procedimento foi repetido até que o sobrenadante estivesse
incolor. De seguida, adicionou-se 5 mL de metanol e repetiu-se o processo anterior, até

gue o sobrenadante estivesse incolor.

Os extratos foram concentrados no evaporar rotativo (t < 35 °C), suspendidos no
baldo com éter etilico e éter de petroleo (1:1) e transferidos para um tubo de teflon até
que néo fosse mais visivel cor no solvente. Foi preparada uma solucdo aquosa de NaCl
10% (m/v) e 10 mL foram adicionados no baldo e passados para o tubo. Os tubos com a
solugdo foram centrifugados com os mesmos parametros utilizados na extragdo. Os
sobrenadantes dos tubos foram cuidadosamente transferidos para balGes de fundo
redondo, evitando transferir a solucdo aquosa, e 0s extratos concentrados no evaporador
rotativo. O procedimento resultou em extratos isentos de agentes que podem interferir
nos resultados, como por exemplo, a pectina que pode estar presente na casca dos

vegetais.

Por fim, o extrato foi retirado do baldo com auxilio de éter de petréleo até que ndo
houvesse mais cor visivel, transferindo-os para frascos de vidro devidamente
identificados e protegidos da luz. Finalizou-se com a secagem dos extratos em N». Os
extratos secos foram armazenados sob refrigeracgéo (-20 °C) e para a realizagdo da leitura
espectrofotométrica a 450 nm (ZUZI spectrophotometer 4255/50), foram redissolvidos

em éter de petroleo. Os resultados foram expressos em pg/g m.s.
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3.4.7. Compostos Fenolicos

Os compostos fenolicos presentes nos extratos das amostras obtidos por
maceracao e EAU foram determinados através da metodologia descrita por Bessada et al.
(2016), em um cromatografo liquido de alta performance Thermo Scientific (HPLC -
Dionex UltiMate 3.000 series, Thermo Fisher Scientific - San Jose, CA, EUA) equipado
com um detector de arranjo de diodos (DAD) e conectado em série a um espectrometro
de massas com analisador lon trap (MS, LTQ, Thermo Fisher Scientific - San Jose, CA,
EUA). Os compostos fendlicos foram separados em uma coluna Spherisorb S3 ODS-2
C18 (3 um, 4,6 x 150 mm, Waters - Milford, EUA) mantida a 35 °C, com um gradiente
de 0,1% (v/v) de &cido férmico em agua ultrapura (A) e acetonitrilo (B). A propor¢édo da
fase mével (A:B, %) foi mantida inicialmente em 85:15 durante 5 min e variou para 80:20
em 5 min, chegando a 75:25 em 10 min, 65:35 em 10 min e 50:50 em 10 min, retornando
coluna. O fluxo foi de 0,5 mL/min. Os espectros UV-Visivel (UV-Vis) foram adquiridos
entre 180 a 700 nm, e os cromatogramas processados em 280, 330 e 370 nm para as
diferentes classes de compostos fendlicos. O eluato do HPLC foi analisado por
espectrometria de massa em tandem e 0os compostos foram ionizados usando uma fonte
ESI (electrospray) operando em modo negativo. Os espectros full MS e MS/MS foram

adquiridos na faixa de 110 a 1800 relacdo carga/massa (m/z).

Para a identificacdo dos compostos, a ordem de elui¢cdo na coluna C18 e as
caracteristicas dos espectros UV-Vis e de massas (ion molecular ([M-H]-) e fragmentos
MS/MS) foram interpretados e comparados com padrdes, quando disponiveis, e dados da
literatura. A quantificacdo foi realizada utilizando curvas de calibracdo externa de padroes
de &cido clorogénico (y = 49180x -5838), acido cafeico (y = 90492x -29265), acido
ferulico (y = 85718x + 68543), &cido p-coumarico (y = 76029x + 102258), quercetina-3-
O-glicosideo (y = 28555x + 3032.3), quercetina-3-O-rutinosideo (y = 28555x + 3032.3),
e kaempferol-3-O-rutinosideo (y = 20292x + 2645.8).

Os resultados de compostos fenolicos foram expressos em mg/ g de extrato.

3.5. Preparacéo dos Extratos

Para a determinacdo das propriedades bioativas dos pepininhos-silvestres foram
utilizados dois métodos de extracdo a fim de obter extratos hidroetanolicos, maceracao

com agitacdo e extracdo assistida por ultrassom (EAU). Para a maceracao, pesou-se 4 g
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de cada amostra dos frutos liofilizados e triturados, adicionou-se 120 mL da mistura
etanol/dgua (80:20 v/v) sob constante agitacdo magnética, a temperatura ambiente,
durante uma hora. Apos, a mistura foi filtrada em papel Whatman N° 4 para um baldo
volumétrico, e o residuo do filtrado foi re-extraido repetindo o procedimento. As
obtengdes dos extratos foram finalizadas evaporando o etanol no evaporador rotativo a
40 °C (Hei-VAP, Heidolph), a por¢do aquosa foi congelada e liofilizada.

O segundo método de extracdo (EAU) consistiu em pesar 3 g de cada amostra
liofilizada, a qual foi adicionanda 90 mL da mistura etanol/agua (80:20 v/v), utilizando
um aparelho de sonda ultrassénica (CY-500, Optic Ivymen System, Barcelona, Espanha).
Os parametros utilizados foram baseados no trabalho de Hossain et al. (2012) e Kobus et
al. (2022) com algumas alteracdes. Nomeadamente, realizaram-se ensaios com tempos
de 5, 10 e 15 min para a extracdo, a poténcia do equipamento foi ajustada a uma
intensidade de 99%, ou seja, a poténcia igual a 500 W, a temperatura foi mantida a 10 °C
e a frequéncia do equipamento fixa a 20 kHz. No final, obteve-se trés extratos com tempos
de extracdo distintos. Apos a extracdo, os extratos foram filtrados, o etanol evaporado no
evaporador rotativo a 40 °C (Hei-VAP, Heidolph), seguido de congelacdo e liofilizacao.

Para ambos os métodos de extracdo foi utilizada uma razao sélido/liquido de 30 g/L.

3.6. Propriedades Bioativas

3.6.1. Atividade Antioxidante

A avaliagho do potencial antioxidante foi determinada nos extratos
hidroetandlicos. Para tal, foram realizados dois ensaios in vitro segundo a metodologia
descrita por Sarmento et al. (2014) e Lockowandt et al. (2019):

- Inibicao da peroxidagao lipidica, TBARS (espécies reativas do acido tiobarbittrico),

determinado por espectrofotometria UV-visivel no comprimento de onda de 532 nm.

- Ensaio da inibigdo da hemolise oxidativa (OXHLIA).

3.6.1.1. Inibicdo da peroxidacéo lipidica através de produtos reativos do acido
tiobarbitarico (TBARS)
Neste ensaio, os TBARS foram obtidos a partir de tecidos cerebrais de porco (Sus

scrofa), de animais abatidos. Para tal, o tecido cerebral foi homogeneizado em solugéo
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tamp&o Tris-HCL (20 mM e pH 7,4) para se obter uma porcdo de 1:2 (m/v) de
homogeneizado cerebral apds a centrifugacdo a 5000 rpm durante 10 min. As diluictes
preparadas (10 a 0,3125 mg/mL, 200 pL), adicionou-se 100 uLL do sobrenadante 100 uL
de FeSO4 (10 mmol/L) e 100 pL de &cido ascorbico (0,1 mmol/L). Apds incubagéo a 37
°C durante 1 h, parou-se a reacdo através da adicdo de 500 pL de acido tricloroacético
(28%, m/v), seguido do &cido tiobarbiturico (TBA 2%, m/v 380 uL). Em seguida, a
mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min e centrifugada a 3000 rpm durante 10 min
para remover o precipitado proteico. A intensidade da cor do complexo malondialdeido
(MDA) — TBA no sobrenadante foi medida a 532 nm e a inibigdo da peroxidacéo lipidica
(%) foi calculada segundo a equacéo (3), onde A corresponde a absorbancia do controlo
e B a absorbancia da amostra. Os resultados foram expressos em valores de concentracdo

de extrato que produz 50% de atividade antioxidante (mg/mL).

(A-B)
A

0 =

X 100

Equacdo 3. Taxa de inibicdo em ensaio TBARS

3.6.1.2. OXHLIA —ensaio da inibi¢cdo da hemolise oxidativa

Para a realizacdo deste ensaio celular, foi efetuada uma colheita de sangue de
ovelha do qual foram obtidos apenas os eritrocitos por centrifugacdo (Multifuge X1R,
Thermo Fisher Scientific) a 2900 rpm, durante 5 min a 10 °C. Apos a eliminagdo do
sobrenadante, a amostra centrifugada foi submetida a uma lavagem com NaCl (150 mM)
seguida de trés lavagens com tampdo fosfato-salino (PBS; pH 7.4), procedendo-se a
centrifugacdo e remocédo do sobrenadante a cada lavagem. Em seguida preparou-se uma
solucdo de eritrocitos a 2,8% (v/v) tendo como diluente o PBS. Posteriormente, 200 pL
da solucdo de eritrdcitos foram adicionados a 400 pL de PBS, (servindo esta solucéo de
controlo), bem como as diferentes concentracdes de extrato dissolvidas em PBS (20 a
0,625 mg/mL). Realizou-se ainda a adi¢éo da solugéo de eritrocitos a gua (para promover

a hemolise completa), funcionando como um controlo negativo.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos, as quais foram
incubadas a 37 °C durante 10 min com agitacdo. Apds o periodo de incubacdo, foram
adicionados 200 pL de dicloridrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH; 160 mM)

e a densidade 6tica foi medida a 690 nm. As microplacas foram depois incubadas nas
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mesmas condi¢Oes até hemolise completa, com medi¢des a cada 10 min. A percentagem
da populacéo de eritrocitos (PE) que permanece intacta foi calculada conforme a equacéo

(4):

(St — CHO)
PE (%) = m x 100

Equacéo 4.Percentagem de eritrdcitos (PE) no ensaio OXHLIA

Onde St e SO correspondem a densidade ética da amostra num instante de tempo
t e 0 min, respetivamente e CHo € a densidade Otica correspondente a hemélise completa
aos 0 min. Os resultados foram expressos como tempo de atraso da hemolise (A7),

calculado da seguinte equacéo (5):

At (min) = HtSO(amostra) - HtSO(controlo)

Equacao 5. Tempo de atraso da hemolise

Onde Htsp é o tempo correspondente a 50% de hemolise (min), obtido
graficamente a partir da curva de hemdlise para cada concentracdo de amostra

antioxidante.

O trolox (7,81-250 pg/mL) foi utilizado como controlo positivo. Foram
estabelecidas correlagdes entre os valores de At e as diferentes concentracfes de amostra,
de forma a calcular a concentracdo capaz de retardar a hemolise em 60 min (ICso (60

min), mg/mL) e em 120 min (ICso (120 min), mg/mL).

3.6.2. Citotoxicidade

A atividade citotoxica foi avaliada in vitro nos extratos hidoetandlicos através do
ensaio da Sulforrodamina B (SRB) (Abel & Baird, 2018). Foram testadas trés linhas
celulares tumorais humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama), AGS (adenocarcinoma
géstrico), CaCo: (células do intestino). Foi também utilizada uma linha ndo tumoral de
células de rim de macaco verde africano (VERO) com o intuito de verificar o efeito

citotoxico dos extratos em células saudaveis.

Uma massa conhecida de cada um dos extratos (8 mg) foi dissolvida em agua (8

mg/mL), a partir das quais se procedeu a dilui¢cBes sucessivas obtendo as concentracfes
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a testar (400 a 6,25 pg/mL). As células foram cultivadas numa incubadora de ar
humidificado com 5% de CO2, em frascos de cultura de tecidos de 25 cm?e suplementadas
com RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de amino&cidos ndo essenciais e
glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina. As células foram

monitoradas num microscépio de contraste de fase (Icon Eclipse Ts 100).

Comecou-se por retirar o0 meio de cultura do frasco de cultura com as células e
lavou-se com solucdo salina (HBSS, 2 mL). Descartou-se o0 meio de lavagem e adicionou-
se tripsina (2,5 mL) para desagregar as células da caixa de cultura, levando-se a incubar
durante trés min. Em seguida, adicionou-se meio de cultura (5 mL) de modo a neutralizar
a acdo da tripsina, e colocou-se a suspensdo da linha celular em tubos de Falcon estéreis
para centrifugar (1500 g por 5 min). Descartou-se o0 meio de cultura com tripsina e retirou-
se a suspensao celular (75 uL) para um eppendorf a qual se juntou a mesma quantidade
(75 uL) de azul tripano para se proceder a contagem de células numa camara de Neubauer.
Posteriormente, os extratos (10 pL) foram colocados em microplacas de 96 pocos
juntamente com o volume de suspensdo celular calculado para a densidade estabelecida
e perfez-se o volume do pogo com meio de cultura. De seguida, as microplacas
armazenaram-se devidamente seladas durante 72 h a 37 °C com humidade e 5% de CO..
Ja com as células devidamente aderidas, desprezou-se o conteudo da microplaca e deu-se
inicio ao teste da SRB pela adi¢@o de acido tricloroacético frio (10%, 100 puL) a cada um
dos pocos e pela incubacdo a 4 °C por 60 min. Apos tal, lavaram-se devidamente com
agua destilada e as microplacas foram colocadas a secar. Adicionou-se entdo a SRB (0,1
em 1% éacido acético; 100 pL) incubando de seguida durante 30 min a temperatura
ambiente. A placa foi novamente lavada, desta vez com acido acético (1%) de modo a
retirar cuidadosamente o excesso de SRB e deixou-se secar. Solubilizou-se a SRB com
Tris (200 pL, pH 7,4) com auxilio de um agitador de microplacas (Stat Fax-2100) e

procedeu-se a leitura da absorbancia no leitor de microplacas referido previamente.

Os resultados foram expressos em termos da concentracdo de extrato com
capacidade para inibir o crescimento celular em 50% - Glsg, pg/mL. Como controlo
positivo foi utilizada a elipticina. Todo o ensaio foi efetuado em ambiente assético numa

camara de fluxo laminar vertical (TLStar, AV-30/70).
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3.6.3. Atividade Anti-inflamatéria

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada utilizando uma linha celular de
macrofagos de rato RAW 264,7, com base na producéo de oxido nitrico determinado
através da medicdo da absorbancia a 515 nm utilizando um leitor de microplacas (Sobral
etal., 2016).

Os extratos hidroetandlicos foram dissolvidos em H>O a fim de obter a
concentracdo final de 8 mg/mL, a partir dos quais foram efectuadas dilui¢cdes sucessivas,

obtendo-se as concentracdes a testar (0,125 - 8 mg/mL).

A linha celular de macréfagos de rato RAW 264.7, foi cultivada em meio DMEM,
suplementada com soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor (10%), glutamina e
antibidticos, e mantida numa incubadora a 37 °C, com 5% de CO> e sob uma atmosfera

hdamida.

As células foram destacadas com um raspador de células. Uma aliquota da
suspensdo celular de macrofagos (300 pul) com uma densidade celular de 5 x 10°
células/mL e com uma proporcao de células mortas inferior a 5% de acordo com o teste
de exclusdo Trypan blue, foi colocada em cada poco. A microplaca foi incubada durante
24 h na incubadora com as condicGes anteriormente indicadas de forma a permitir uma
adequada aderéncia e multiplicacdo das células. Apds esse periodo, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes de extrato (15 pL, 0,125 - 8 mg/mL) e incubadas
durante uma hora, sendo que o intervalo de concentracfes testadas foi de 6,25 - 400
pg/mL. Procedeu-se a estimulacdo com a adigdo de 30 pL da solucdo lipossacarideo -
LPS (1 mL/mL) e incubou-se durante mais 24 h. Foi utilizado como controlo positivo a

dexametasona (50 mM) e como controlo negativo, as amostras na auséncia de LPS.

A quantificagdo do 6xido nitrico foi realizada utilizando um kit do sistema reagente
Griess (nitrofenamida, etilenodiamina e solucBes de nitritos) e através da curva de
calibracdo de nitrito (nitrito de soédio 100 mM a 1,6 mM) preparada numa placa de 96
pogos. O dxido nitrico produzido foi determinado através da leitura das absorbancias a
540 nm (leitor de microplacas ELX800 Biotek, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT,
EUA) e pela comparacio com a reta de calibragio padrdo (y = 0,0063x+0,1368, R? =
0,9989).

Os resultados foram calculados através da representacdo grafica da percentagem

de inibicdo da producédo de 0xido nitrico versus a concentracdo da amostra, e expressos
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em relacdo a concentragdo de cada um dos extratos que provoca a inibigdo, em 50%, da
producdo de éxido nitrico - ICsg.

3.6.4. Atividade Antibacteriana e Antifungica
A atividade antimicrobiana foi avaliada através método descrito por Pires et al.
(2018), utilizando o método colorimétrico rapido por microdiluicao e utilizando o corante

INT (cloreto de p-iodonitrotetrazolico).

As estirpes utilizadas compreendem trés bactérias Gram-positivo: Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, e cinco bactérias Gram-negativo:
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica

subsp. e Yersinia enterocolitica, sendo isoladas de alimentos.

As bactérias foram cultivadas em frasco apropriado a 37 °C, 24 h antes da analise,

garantindo o crescimento exponencial.

As amostras foram primeiramente dissolvidas em 5% (v/v) de sulfoxido de
dimetilo (DMSO) e 95% de agua destilada autoclavada, obtendo uma concentracéo final
de 20 mg/mL, 100 pL desta concentragdo foi adicionada em duplicado no primeiro pogo
de uma microplaca contendo 96 pocos, 90 uL de caldo triptona de soja (TSB) foi
adicionado em todos os pocos. As amostras foram diluidas em série a fim de obter
concentragdes de 10 a 0,03125 mg/mL. De seguinte, 10 pL de inoculo (normalizado a 1,5
x 10% Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) /mL) foi adicionado em todos os pocos,
assegurando a presenca de 1,5 x 10° UFC. Dois controlos negativos foram preparados,
um TSB e outro com o extrato, bem como dois controlos positivos, um com TSB e cada
inoculo, e o outro controlo com meio, antibidtico e bactéria, respectivamente. A
ampicilina e estreptomicina foram utilizadas para todas as bactérias analisadas, e a
meticilina foi utilizada para o Staphylococcus aureus. As microplacas foram incubadas
durante 24 h, a 37 °C. O CMI das amostras foi identificado apos adi¢do de 40 uL de 0,2
mg/mL de cloreto de p-iodonitrotetrazolio (INT) e incubacéo a 37 °C durante 30 min. O
CMI é definido como a concentracdo mais baixa que inibe o crescimento bacteriano
visivel, sendo identificado quando a coloragcdo muda de amarelo para rosa, caso 0s
microrganismos sejam viaveis. Para a determinagdo da concentragcdo minima bactericida
(CMB), 10 uL de liquido de cada pogo que nao apresentou mudanga de cor foi cultivada

em meio sélido agar sangue (7% sangue de ovelha) e incubado a 37 °C durante 24 h. A
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concentracdo mais baixa que ndo produziu crescimento determina o CMB, o qual é

definido como a concentragdo mais baixa necessaria para matar bactérias.

A atividade antifangica foi avaliada pelo método descrito por Heleno et al.
(2013), sendo os fungos utilizados Aspergillus fumigatus e Aspergillus brasiliensis. Os
fungos macroscopicos foram mantidos em agar extrato de malte e armazenados a 4 °C,
em seguida foram colocados em meios novos e incubados a 25 °C por 12 h. A fim de
determinar a atividade antifungica, os esporos fungicos foram lavados da superficie das
placas de agar com 0,85% soro fisioldgico estéril contendo 0,1% Tween 80 (v/v). A
suspensdo de esporos foi ajustada com solucdo salina estéril a uma concentracdo de
aproximadamente 1,0 x 10°, num volume final de 100 uL por pogo. As amostras foram
dissolvidas em 5% (v/v) de DMSO) e 95% de agua destilada autoclavada para dar uma
concentracdo final de 10 mg/mL de solucdo stock. Posteriormente, 90 uL desta
concentracédo foi adicionado no primeiro pogo (microplaca de 96 pocos) em duplicado
com 100 pL de Caldo de Extrato de Malte (MEB). Nos restantes pocos foram colocados
90 uL de MEB. Depois, as amostras foram diluidas em série afim de obter o intervalo de
concentragdes a serem testadas (10 a 0,03125 mg/mL). As determinacdes da concentracdo
inibitéria minima (CMI) foram realizadas por meio da técnica de diluicdo seriada
utilizando uma microplaca de 96 pocos. As concentracdes mais baixas sem crescimento
visivel (observadas por microscépio binocular) foram definidas como CMls. A
concentracdo minima fungicida (CMF) foi determinada por subcultivo seriado de 2 pL.
dos compostos testados, dissolvidos em meio de cultura e inoculados por 72 h em
microplacas contendo 100 L. de MEB por poco. Apds essa etapa, as microplacas foram
incubadas por mais 72 h a 26 °C. A concentracdo mais baixa sem crescimento visivel foi
definida como CMF, indicando uma reducédo de 99,5% do indculo original. O fungicida
comercial cetoconazol (Frilabo, Porto, Portugal) foi utilizado como controlo positivo.

3.7. Analise Estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados expressos como valores
médios = desvio padrdo (DP), exceto para o rendimento de extracdo e atividade
antimicrobiana. A média e o desvio padrdo foram determinados a partir dos dados tratados

e obtidos no Microsoft Excel.

Os testes estatisticos foram realizados usando o software SPSS Statistics (IBM
SPSS Statistics for Windows, Versdo 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.). Os resultados
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foram analisados de acordo com a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
de Tukey com a = 0,05. No caso de haver menos de trés grupos amostras, os resultados

foram analisados utilizado um teste t-Student.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacdo de DNA

Os produtos do PCR obtidos pela amplificacdo dos extratos de DNA de pepininhos-
silvestres foram enviados para a STABVIDA (Lisboa, Portugal) para sequenciagéo de
DNA. As sequéncias obtidas das duas cadeias de DNA foram utilizadas para gerar uma
sequéncia consenso de alta qualidade. Os dados da sequenciacdo foram analisados e
alinhados utilizando o BioEdit v7.2.5 (lbis Biosciences, Carlsbad, CA, EUA). As

sequéncias obtidas foram as seguintes:

Sequéncia obtida do extrato de C. grandis no estado verde com os primers Matk Kim:

S"TTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAACACAAGAAAGGCGAAGTATATATTGGATTCGATA
CAAATTCTTTTTTTTTGAGGATCCTCTGTAATAATGAGAAAGATTTCTGGATATACGCACA
AATCGATCAATAATATCAAAATCCGACGAATCGATCCAGGTCGTCTTACTAATGGGATGC
CCTAACACGTTACAAAATTTCGCTTTAGCCAATGATCCAAGCAGAGTAATAATAGGAACT
AGTGTATCGAGTTTCTTCGTAGCATTATCTATTAGAAATGAATTTTCTAACATCTGACTCCA
TACCACTGAAGGATTTAATCGCACACTTGAAATATAGCCCAAAAAGTCAAGAGAACGCTT
GGATAATTGGTTTATATAGATCCTTTCTGGTTGTGACCACACATAAAAATGACATTGCCAT
AAATTGACAAGGTAATATTTCCACTTATTAACCAGAAGTGGCGTATCTTTTGAAACCAGAA
TCGATTTTCCTTGATATCTAACATAATGCATGAAAGGATCCTTGAAGACCCGTAAGATAGC
CGAAAAATAATTAGCAAACACTTTGACAAGATGTTCGATTTTTCCATAGAAATATATTCGC
TCAAAAAGGACCCTATAAGAAGTTAATCGTATATGAGAAGATTGGTTACGTAGAAAAAGG
AAAATGGATTCGTATTCACATACATAAGAATTGTATAGGAACAAGACTAATCTTCGATTTC
TTTTTGAAAAAAAAGAAAGAAATTTTTTTGACGTACTAAGACTATTCAAATTACAATACTC
GTGAAAAAAGAACCGTAATAAATGAAAAGAAGAGGCATCTTTCACCCAGGAGCGAAGGA
TTTGAACCAAGATTTC-3’

Sequéncia obtida do extrato de C. grandis no estado verde com os primers rbcL.:

5’CAAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCTGGTGTTAAAGATTATAAATTGAC
TTATTATACTCCTGAATATGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACT
CCTCAACCGGGAGTTCCACCTGAGGAAGCAGGGGCCGCTGTAGCTGCTGAATCTTCTACT
GGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGA
TGCTATGGAATCGAGCCTGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTATC
CCCTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTA
TTTGGATTCAAGGCTCTACGTGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGARTCCCTACTGCTTATAT
TAAAACTTTCCAAGGACCGCCTCATGGTATCCAGGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTA
TGGTCGCCCTCTATTGGGATGTACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCTAAGAATTAT
GGTAGAGCAGTTTATGAATGTCTACGCGGTGGA-3’

Sequéncia obtida do extrato de C. grandis no estado maduro com os primers Matk Kim:
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STTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAACACAAGAAAGGCGAAGTATATATTGGATTCGATA
CAAATTCTTTTTTTTTGAGGATCCTCTGTAATAATGAGAAAGATTTCTGGATATACGCACA
AATCGATCAATAATATCAAAATCCGACGAATCGATCCAGGTCGTCTTACTAATGGGATGC
CCTAACACGTTACAAAATTTCGCTTTAGCCAATGATCCAAGCAGAGTAATAATAGGAACT
AGTGTATCGAGTTTCTTCGTAGCATTATCTATTAGAAATGAATTTTCTAACATCTGACTCCA
TACCACTGAAGGATTTAATCGCACACTTGAAATATAGCCCAAAAAGTCAAGAGAACGCTT
GGATAATTGGTTTATATAGATCCTTTCTGGTTGTGACCACACATAAAAATGACATTGCCAT
AAATTGACAAGGTAATATTTCCACTTATTAACCAGAAGTGGCGTATCTTTTGAAACCAGAA
TCGATTTTCCTTGATATCTAACATAATGCATGAAAGGATCCTTGAAGACCCGTAAGATAGC
CGAAAAATAATTAGCAAACACTTTGACAAGATGTTCGATTTTTCCATAGAAATATATTCGC
TCAAAAAGGACCCTATAAGAAGTTAATCGTATATGAGAAGATTGGTTACGTAGAAAAAGG
AAAATGGATTCGTATTCACATACATAAGAATTGTATAGGAACAAGACTAATCTTCGATTTC
TTTTTGAAAAAAAAGAAAGAAATTTTTTTGACGTACTAAGACTATTCAAATTACAATACTC
GTGAAAAAAGAACCGTAATAAATGAAAAGAAGAGGCATCTTTCACCCAGGAGCGAAGGA
TTTGAACCAAGATTTCC-3’

Sequéncia obtidas do extrato de C. grandis no estado maduro com os primers rbcL:

5’AAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCTGGTGTTAAAGATTATAAA
TTGACTTATTATACTCCTGAATATGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCAT
TCCGAGTAACTCCTCAACCGGGAGTTCCACCTGAGGAAGCAGGGGCCGCTGTAG
CTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAG
TCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTATGGAATCGAGCCTGTTSCTGGAGAAGAA
AATCAATATATTGCTTATGTAGCTTATCCCCTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGT
TACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGATTCAAGGCTCTACGTG
CTCTACGTCTGGAGGATTTGCGARTCCCTACTGCTTATATTAAAACTTTCCAAGGA
CCGCCTCATGGTATCCAGGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGCCCTC
TATTGGGATGTACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCTAAGAATTATGGTAG
AGCAGTTTATGAATGTCTACGCGGTGGA-3’

Ao comparar os dados da sequenciacdo com as bases de dados genéticos

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), € possivel verificar que o alinhamento das

sequéncias confirma que os pepininhos avaliados pertencem a espécie C. grandis uma
vez que todas as sequenciagoes resultaram em resultados de percentagem de identificacéo

entre 99% e 100%, com query covers de 100%.

4.2. Composic¢do Nutricional e Quimica

Os resultados da analise da composicao proximal e valor energético dos frutos in

natura (imaturos e maduros) de C. grandis estdo apresentados na Tabela 2.

Entre os macronutrientes avaliados, os hidratos de carbono foram os mais
abundantes, apresentando teores semelhantes para ambos os estados de maturacéo,
correspondendo a 98,2 e 98,1 g/100 g m.s. (0 que equivale a 4,58 e 4,64 g/100 g de m.f.),
respectivamente. Os lipidos apresentaram 1,1 g/100 g m.s. (o que equivale a 0,053 g/100
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g m.f.) para o estado imaturo e 1,10 g/100 g m.s. (0,050 g/100 g m.f.) para o estado
maduro. No entanto, o estado maduro apresentou maiores teores de compostos
inorganicos (cinzas) do que o estado imaturo, com valores de 0,65 g/100 g m.s. (0,031
0/100 m.f) e 0,49 ¢/100 g m.s. (0,021 ¢g/100 g m.f.), respectivamente. As proteinas
apresentaram teores de ~0,2 g/100 g m.s. (~0,01 g/100 g m.f.) para ambos os estados de
maturagdo. Além disso, ndo houve diferenga significativa na percentagem de humidade
entre os dois estados de maturacdo. Para cada 100 g de fruto de C. grandis consumido, o
potencial energético teorico fornecido é de 403,8 kcal/100 g m.s. (18,9 kcal/100 g m.f.)
para frutos imaturos e 402,9 kcal/100g m.s. (19,1 kcal/100 g m.f.) para frutos maduros,
tratando-se por isso de um vegetal pouco calérico (Tabela 2).

Tabela 2. Composicdo centesimal dos frutos de Coccinia grandis.

Valor Centesimal Ilr_::;?s;)o Estado Maduro t-stud\/e;héest P-
Humidade (% m.f.) 953+0,1 954+0,1 0,145
Lipidos (g/100g m.s.) 1,1+02 1,10+ 0,08 0,289
Proteinas (g/100g m.s.) 0,194 + 0,06 0,197 + 0,001 0,098
Cinzas (g/100g m.s.) 0,49 + 0,02 0,65 +0,01 <0,001
Hidratos de Carbono (g/100g 98,2+0,1 98,1+0,1 0,069
m.s.)

Energia (kcal/100g m.s.) 403,8+0,8 402,9+0,3 0,004

m.f.- massa fresco; m.s.- massa seca. Resultados expressos em médiatDP, n=3. As diferencas significativas
(p < 0,05) foram avaliadas pelo teste Student’s t-test.

Considerando a literatura disponivel até a data, ndo foi possivel encontrar dados
detalhados relativos as caracteristicas centesimais e quimicas dos frutos em diferentes
estados de maturacdo de C. grandis. A informagé@o encontrada refere-se a uma breve
revisdo em que € apresentada a composicdo centesimal de frutos de C. grandis,
nomeadamente: 1,2 g de proteina, 0,1 g de lipidos e 3,1 g de hidratos de carbono por 100
g do fruto fresco, correspondendo a um valor energético de 18 kcal/100 m.f. (Beera et al.
(2022). De uma forma geral, estes valores sdo similares aos encontrados no presente
estudo (néo foi possivel converter para m.s. os resultados encontrados na literatura, assim

optamos por incluir entre paréntesis o resultado do nosso estudo em m.f.), apesar de no
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presente trabalho o contetdo em proteina ter sido inferior ao mencionado por Beera et al.
(2022).

Existindo pouca informacao sobre a espécie em estudo, adicionalmente optou-se
por tentar comparar os resultados obtidos com os de espécies semelhantes. Um exemplo
é 0 estudo de Siddika et al. (2013), em que foram analisados os frutos de C. cordifolia em
diferentes estagios de maturagdo. Os frutos em ambos os estados de maturacdo
apresentaram um valor de humidade muito elevado, como seria expectavel, sendo,
contudo, superior nos frutos imaturos (91,98%) comparado com os maduros (87,14%).
Quanto aos macronutrientes, os frutos imaturos desta espécie continham 2,58 g de
proteina, 1 g de cinzas, 0,2 g lipidos enquanto os frutos maduros continham 7,37 g de
proteina, 1,68 g de cinzas e 0,22 g de lipidos por 100 g de m.f. (ndo foi possivel converter
para m.s. estes resultados). Comparando com a espécie mais conhecida e consumida de
pepinos, Cucumis sativus L., cuja composicao nutricional consiste em 95% de agua, 0,1%
de lipidos, 0,6% de proteinas e 2,2% de hidratos de carbono por 100 g de fruto fresco
(Uthpala et al., 2020), observa-se igualmente uma grande similaridade entre os resultados

obtidos para a espécie C. grandis em estudo.

Como referido na secdo de material e métodos, para além do valor nutricional,
neste trabalho procedeu-se ainda a analise detalhada da composicao de agUcares livres,
acidos organicos e acidos gordos. Os acUcares sdo hidratos de carbono que fornecem
energia ao corpo humano. Nas plantas, eles sdo produzidos por meio do processo de
fotossintese. Eles sdo divididos em dois tipos: agUcares simples, que incluem
monossacarideos como glicose e frutose, assim como dissacarideos como sacarose e
lactose. Esses acUcares simples sdo facilmente absorvidos pelo organismo. Os agUcares
complexos, como amido, levam mais tempo para serem quebrados e absorvidos. Além de
fornecer energia, alguns agucares também desempenham funcdes importantes na sintese
de outras moléculas, como proteinas e acidos nucleicos (Shah et al., 2019; World Health
Organization, 2015).

De acordo com a Tabela 3, foram identificados e quantificados dois
monossacarideos - frutose e glucose - e um dissacarideo, a sacarose, que € formada pela
unido de uma molécula de glucose e outra de frutose. A frutose foi 0 agtcar com a maior
quantidade, sendo que no estado maduro a quantidade foi maior do que no estado imaturo
(26,8 mg/100 g m.s. e 18,0 mg/100 g m.s., respetivamente), seguido pela glucose (22,6
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mg/100 g m.s. e 14,2 mg/100 g m.s.) e por fim a sacarose, a qual apresentou maior
quantidade estado imaturo do que no maduro (2,0 mg/100 g m.s. e 0,61 mg/100 g m.s.,
respetivamente). Como se pode verificar, os pepininhos vermelhos apresentaram maior
quantidade de acucares totais do que os pepininhos verdes. De facto, os frutos verdes
geralmente apresentam uma quantidade menor de agUcares totais em relacdo aos frutos
maduros. Esse acimulo de agucares nos frutos maduros é resultado de diversas mudancas
bioquimicas e fisioldgicas que ocorrem durante o processo de amadurecimento. Entre as
modificacdes, destacam-se a quebra do amido em acUcares simples, as alteracGes na
parede celular e a redugdo da atividade fotossintética. Tais fatores levam ao aumento dos
acucares totais nos frutos maduros, o que lhes confere o sabor adocicado e a textura suave
caracteristicos (Patrick et al., 2012). Siddika et al. (2013) avaliou os agucares totais nos
frutos frescos de C. cordifoilia obtendo resultados superiores nos frutos maduros (1,55

%) do que nos imaturos (0,89 %).

Tabela 3. Composicdo em acucares livres dos frutos de Coccinia grandis

Acucares livres (9/100g m.s.)  Estado Imaturo Estado Maduro t-student test

p-value
Frutose 18+1,0 26,8 £0,7 <0,001
Glucose 142 +0,8 22,6 +£0,1 <0,001
Sacarose 2,00 + 0,04 0,61+0,01 <0,001
Total 34+20 499+0,7 <0,001

m.s. — Massa seca. Resultados expressos em médiatDP, n=3. As diferencas significativas (p < 0,05) foram
avaliadas pelo teste Student’s t-test.

Os acidos organicos sdo importantes na producdo de energia em seres Vivos,
atuam como intermediarios no metabolismo de hidratos de carbono, lipidos e proteinas
(Rinaldo, 2008). S&o muito valorizados como conservantes de alimentos, pois sdo
considerados ingredientes alimentares, podem ser produzidos por microrganismos e
também sdo constituintes naturais de plantas e tecidos animais. Como resultado, sdo
normalmente utilizados como acidulantes, conservantes, pois alguns controlam a
contaminagdo microbiana, aditivos de sabor e como agentes reguladores de acidez em
alimentos e bebidas (Theron & Lues, 2010). Os resultados da composicdo dos acidos
organicos dos frutos da C. grandis estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Composicdo em &cidos organicos dos frutos de Coccinia grandis

Acidos Organicos (g/100g Estado Estado Maduro t-student test p-
m.s.) Imaturo value
Acido Oxalico 2,25+0,03 2,26 £ 0,01 0,318
Acido Quinico 2,25 + 0,06 0,55 + 0,01 < 0,001
Acido Malico 1,8+0,1 0,42 + 0,01 < 0,001
Acido Ascorbico v v -
Acido Chiquimico 0,13+0,01 v -
Acido Citrico 09+0,1 0,61+ 0,01 < 0,001
Acido Succinico 39+0,1 5,01+ 0,01 < 0,001
Acido Fumarico v v -
Total 11,10 + 0,02 8,84 £ 0,01 <0,001

V- vestigios. Resultados expressos em médiatDP, n=3. As diferencgas significativas (p < 0,05) foram
avaliadas pelo teste Student’s t-test.

Foram detetados os acidos oxalico, quinico, malico, chiquimico, citrico e
succinico, obtendo um total de &cidos organicos de 11,1 g por 100 g m.s. de fruto verde
e 8,84 g por 100 g m.s. de fruto maduro. Isso pode ser explicado, porque durante o
processo de desenvolvimento dos frutos, ha uma relacdo inversa entre os niveis de acidos
organicos e os niveis de acucar. Durante a fase de amadurecimento, 0s acgucares
acumulam-se a medida que ocorre a degradacdo do amido, enquanto os niveis de &cidos
organicos que se acumularam nos frutos jovens diminuem significativamente (Batista-
Silva et al., 2018).

O acido succinico apresentou a maior quantidade em ambos os estados de
maturagdo, com uma presenca mais significativa no estado maduro (5,01 g/100 g m.s.)
do que no estado verde (3,9 g/100 g m.s.). O acido succinico € uma substancia organica
de formula C4HesO4, que pode ser encontrado naturalmente em alguns tipos de frutas e
verduras, mas tambeém pode ser sintetizado a partir dos acidos malico e anidrido malico.
Na industria alimentar, esse acido é utilizado como conservante e aditivo de sabor, além
de poder ser empregado na producdo de medicamentos e corantes. Devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, vem sendo objeto de estudo na prevengéo

e tratamento de doencas cronicas como diabetes e artrite (Zeikus et al, 1999; Pari &
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Saravanan, 2007). O &cido chiquimico, por sua vez, somente foi detetado no estado verde
e apresentou a menor concentracao (0,13 g/100 g m.s.). Em relacdo ao &cido ascérbico e
fumarico, foram detectados apenas conteldos vestigiais, com uma quantidade
insuficiente para a caracterizacdo e quantificacdo. Até ao momento, ha poucos dados

detalhados disponiveis sobre a quantificagdo de acidos organicos em frutos de C. grandis.

No que respeita os acidos gordos presentes nos frutos da C. grandis, foram
identificados 15 tipos diferentes os quais se encontram apresentados na Tabela 5. Para 0s
frutos imaturos, os &cidos gordos polinsaturados (PUFA) foram o grupo predominante,
seguidos pelos &cidos gordos saturados (SFA) e, por ultimo, os é&cidos gordos
monoinsaturados (MUFA). No caso dos frutos maduros, os acidos gordos saturados
(SFA) foram encontrados em maior quantidade, seguidos pelos acidos gordos
polinsaturados (PUFA) e, por fim, os acidos gordos monoinsaturados (MUFA). Em geral,
é recomendada a ingestdo dos trés tipos de &cidos gordos, porém é importante observar
gue o consumo excessivo de acidos gordos saturados pode aumentar o risco de doencas
cardiovasculares, enquanto o consumo de PUFA pode ajudar a reduzir esse risco.
Alimentos como carnes gordurosas e produtos lacteos sdo fontes de gorduras saturadas e
devem ser consumidos com moderagédo. Por outro lado, 0 consumo de peixes, nozes,
sementes e azeite sdo fontes de gorduras polinsaturadas e sdo benéficos para a saude,
especialmente para a saude cardiovascular. Os acidos gordos 6mega-3 e dmega-6 sdo
essenciais para 0 bom funcionamento do corpo humano, o que significa que eles ndo séo
produzidos pelo corpo humano e devem ser ingeridos por meio da alimentacdo (Djuricic
& Calder, 2021; Yamagata, 2023).

Os pepininhos verdes sdo uma excelente fonte de acido linoleico (C18:2n6c), que
representa a maior proporcao (34,7%) dos acidos gordos presentes. I1sso 0s torna uma boa
fonte de &cidos gordos 6mega-6, cujo consumo pode auxiliar na reducdo do colesterol
LDL, consequentemente diminuir o risco de doengas cardiovasculares (Djuric & Calder,
2021). Além disso, os pepininhos contém uma alta quantidade (22,74%) de acido alfa-
linolénico (C18:3n3), um acido gordo émega-3 que traz beneficios a salde para quem o
consome. Porém, é importante observar que os pepininhos também possuem uma elevada
quantidade (25,1%) de acido palmitico (C16:0), um &cido gordo saturado que, quando
consumido em excesso, pode contribuir para o aumento do risco de doencas
cardiovasculares e dos niveis de colesterol no sangue. No entanto, quando consumido

com moderagdo, o &cido palmitico pode ser considerado uma fonte de energia para o
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corpo humano (Lima et al., 2000). Considerando o baixo teor de lipidos nos frutos de C.
grandis, apesar de o teor relativo de SFA ser elevado, o seu potencial impacto negativo

para a saude é expectavel ser muito reduzido.

Tabela 5. Composicao em &cidos gordos dos frutos de Coccinia grandis

t-student test p-

Acidos Gordos (%) Estado Imaturo Estado Maduro value
C12:0 0,39+ 0,03 1,45 + 0,04 <0,001
C13:0 0,16 +0,01 0,19+0,01 <0,001
C14:0 0,72 +0,02 2,57 +£0,01 <0,001
C15:0 0,55+ 001 0,69+0,01 <0,001
C16:0 25,1+0,2 32,22 £ 0,02 <0,001
Cl16:1 0,58 £ 0,05 0,85+ 0,03 <0,001
C17:0 0,45+ 0,04 0,92 +0,01 <0,001
C18:0 6,53+ 0,02 7,04 £ 0,03 <0,001
C18:1n9c 3,98 + 0,06 42+0,3 0,006
C18:2n6c 34,7+0,01 240+0,1 <0,001
C18:3n3 22,74 £ 0,06 195+0,7 <0,001
C20:0 0,99 +£0,01 1,2+0,1 <0,001
C22:0 1,16 £0,9 1,74 £ 0,01 <0,001
C23:0 0,61+0,05 0,90 + 0,06 <0,001
C24:0 1,39 + 0,06 2,5+0,2 <0,001
SFA 38,01 £ 0,02 51,4+0,3 <0,001
MUFA 46+0,1 51+0,3 <0,001
PUFA 57,42 +0,08 43,5+ 0,6 <0,001

Resultados expressos em média £ DP, n=3. C12:0 — &cido laurico; C13:0 — 4cido tridecilico; C14:0 — 4cido
miristico; C15:0 — acido pentadecilico; C16:0- &cido palmitico; C16:1 — palmitoléico; C17:0 — &cido
margarico; C18:0 — 4cido estearico; C18:1n9c — acido oleico; C18:2n6¢ — acido linoleico; C18:3n3 — &cido
linolénico; C20:0 — 4cido arachidico; C22:0- &cido beénico; C23:0 — &cido ticosanoico; C24:0 — &cido
lignocérico; SFA- Acidos gordos saturados; MUFA- Acidos gordos monoinsaturados; PUFA- Acidos
gordos polinsaturados. As diferengas significativas (p < 0,05) foram avaliadas pelo teste Student’s t-test.

A composicdo de 4&cidos gordos nos pepininhos vermelhos apresentou

semelhangas em relagdo aos valores encontrados nos pepininhos verdes, no entanto, o
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acido gordo predominante foi o acido palmitico (C16:0), com uma percentagem de
32,22%. Assim como o0s pepininhos verdes, os pepininhos vermelhos também
apresentaram teores elevados de acidos gordos 6mega-3 e dmega-6 (19,5% e 24%,
respectivamente). Ao comparar os dois estagios de maturacdo, conclui-se que 0s
pepininhos verdes apresentam uma composi¢do em &cidos gordos mais benéfica para a

saude.

De modo geral, os frutos verdes possuem maiores concentracbes de PUFAS,
enquanto os frutos maduros apresentam maiores concentracdes de SFAs. As mudancas
da composic¢éo dos acidos gordos durante 0 amadurecimento sao comuns e podem ocorrer
por diversas razdes, uma das explicacbes é que acidos gordos insaturados sdo mais
suscetiveis a oxidacdo do que os saturados, o que pode levar a perda de &cidos gordos
insaturados e assim aumentar a concentracdo dos &cidos gordos saturados nos frutos
maduros. Outra explicagdo é que as enzimas que sintetizam os acidos gordos podem ser
reguladas de forma diferente durante o processo de amadurecimento, resultando em uma

producdo maior ou menor de diferentes tipos de acidos gordos (Dala-Paula, 2021).

Os tocoferdis sdo compostos organicos classificados como antioxidantes
lipossoluveis pertencentes a familia da vitamina E. Eles sdo divididos em quatro formas
principais: a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol e 5-tocoferol, além dos tocotriendis, que
podem ser encontrados numa variedade de alimentos, incluindo nozes, sementes,
verduras de folhas verdes e cereais integrais. Os tocoferdis possuem a capacidade de
neutralizar os radicais livres, moléculas instaveis que podem causar danos as células do
corpo humano. Além disso, eles desempenham um papel importante na saude
cardiovascular, no sistema imunoldgico e na salde da pele. Nos alimentos auxiliam
também na estabilizacdo dos &cidos gordos, prevenindo a rancificacdo durante o

armazenamento (Dala-Paula, 2021).

Relativamente aos tocoferois presentes nas amostras de C. grandis, foram
identificados o a-, B- e y-tocoferois em ambos os estados de maturacdo, sendo o 6-
tocoferol identificado somente no estado maduro, tais resultados estdo dispostos na
Tabela 6. O a-tocoferol revelou ser o tocoferol maioritdrio em ambos os estados de
maturacdo (verde: 19,9 mg /100 g m.s.; vermelho: 8,33 mg/100 g m.s.) sendo o P-
tocoferol (0,55 mg/100 g m.s.) o minoritario no pepininho verde ¢ o 8-tocoferol (0,46

mg/100 g m.s.) o minoritario no pepininho vermelho.
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Todas as formas de vitamina E possuem propriedades antioxidantes e séo
importantes para a satide do corpo humano, no entanto, o a-tocoferol € a forma mais ativa
da vitamina E e tem a maior disponibilidade bioldgica, o que significa que é mais
facilmente absorvido e utilizado pelo corpo. Isso ocorre porque a-tocoferol é transportado
no sangue por uma proteina especifica, chamada de proteina de transferéncia de alfa-
tocoferol (TTP), que é responsavel por levar a vitamina E para os tecidos que mais
precisam dela. Outro fator que pode contribuir para a maior absor¢ao do o -tocoferol é a
sua estrutura quimica Unica, que permite que ele seja mais facilmente incorporado nas

membranas celulares (Institute of Medicine, 2000).

Tabela 6. Composicdo em tocoferéis dos frutos de Coccinia grandis

Estado Imaturo 52?3% t-studvear:Lteest p-
Tocoferois (mg/100 g m.s.)
a-Tocoferol 19,9+0,6 8,33+ 0,07 <0,001
S-Tocoferol 0,55+0,01 0,73+0,02 <0,001
y-Tocoferol 0,90 £ 0,03 1,36 £ 0,04 <0,001
d-Tocoferol nd 0,46 + 0,03 -
Total 21,4+0,7 10901 <0,001

Resultados expressos em médiatDP, n=3. As diferencas significativas (p < 0,05) foram avaliadas pelo teste
Student’s t-test. nd= néo detectado.

Foram determinados ainda, os carotenoides totais dos frutos da C. grandis nos
dois estados de maturacdo, sendo os resultados obtidos apresentados na Tabela 7. Os
carotenoides sdo compostos coloridos encontrados em vegetais, que podem ser divididos
em carotenos e xantofilas. S&o sensiveis a luz, temperatura, acidez e oxidagdo. Existem
mais de 600 tipos de carotenoides, sendo cerca de 50 precursores da vitamina A. O f-
caroteno € 0 mais comum e ativo. Além disso, os carotenoides apresentam acéo protetora
contra o cancro, realizando diversas fungdes como o sequestro de radicais livres e

aumento da resposta imune (Ambrdsio et al., 2006).

Embora a presenca de carotenoides esteja relacionada com os alimentos de cor
laranja, amarela e vermelha, também podem ser encontrados em alimentos verdes, porem

em menor quantidade. As hortaligas verdes, folhosas ou ndo, possuem luteina, B-caroteno,

60



Resultados e Discussdo

violaxantina e neoxantina como os principais destes compostos. Os carotenoides estdo
presentes nos cloroplastos das hortalicas verdes e néo estdo esterificados. As clorofilas
ndo fazem parte dos carotenoides, mas compartilham de propriedades antioxidantes e

benéficas para a saude (Rodriguez- Amaya et al., 2008).

Em relagéo aos resultados obtidos, os frutos maduros de C. grandis apresentam
maior teor de carotenoides totais expressos em [-caroteno (257 pug/g m.s.) do que os frutos
imaturos (100 pg/g m.s.). Isso pode ser explicado, porque durante o processo de
amadurecimento dos frutos, as enzimas tornam-se mais ativas e convertem os precursores
de carotenoides em formas ativas, 0 que aumenta a sua quantidade de nos frutos. Além
disso, o amadurecimento faz com que as membranas celulares figuem mais permeaveis,
permitindo uma maior absor¢do e acumulo de carotenoides nos tecidos do fruto
(Rodriguez-Amaya et al., 2008).

Tabela 7. Teor de carotenoides totais dos frutos de Coccinia grandis

t-student test p-

Estado Imaturo Estado Maduro value

Carotenoides totais 100+ 3 257 + 22 <0,001
(Mg/g m.s.)*

*Resultados expressos em médiatDP, n=3, expressos em pg/g de S-Caroteno. As diferengas significativas
(p < 0,05) foram avaliadas pelo teste Student’s t-test.

Os estudos sobre carotenoides em frutos de C. grandis sdo escassos, sendo assim,
a literatura carece também da comparacdo dos teores de carotenoides nos diferentes
estados de maturacgdo da espécie. O estudo realizado por Beera et al. (2022), indicam que
os frutos de C. grandis, de um modo geral, apresentam em torno de 4,036 pg/g m.f.
expressos em f-caroteno, um valor similar ao encontrado neste trabalho (100 pg/g m.s.

equivalem a 4,66 pg/g m.f.).

A partir dos valores obtidos, é possivel comparar os frutos da C. grandis com
outros alimentos ricos em carotenoides. Pacheco et al. (2014) analisaram alguns
alimentos no estado de maturacdo maduro como fontes destes compostos e obteram os
resultados que estdo apresentados na Tabela 8. Ao comparar os resultados obtidos para
0s pepininhos silvestres conclui-se que a espécie C. grandis apresenta quantidades
elevadas desses compostos. De facto, os teores de carotenoides totais sdo superiores aos

reportados para o tomate (43,0 pg/g m.s) e melancia (56,0 pug/g m.s.). Além disso, no
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estagio imaturo, os pepininhos apresentam teores similares aos da cenoura (110,0 pg/g
m.s.), enquanto no estagio maduro os teores sdo superiores aos da abdbora (212,0 pg/g
m.s.). Comparativamente, isso faz dos frutos da C. grandis uma boa fonte de carotenoides.
No entanto, € importante destacar que analises mais criteriosas, como a quantificacdo dos
diferentes tipos de carotenoides, sdo necessarias para uma avaliacdo mais completa da
CoOmMposigao.

Tabela 8. Teor de carotenoides totais em alimentos fonte de carotenoides (adaptado de
Pacheco et al., 2014)

Alimentos fontes de carotenoides Carotenoides totais (1g/g m.s.)
Cenoura (Daucus carota L.) 110+1
Tomate (Solanum lycopersicum L.) 43+1
Abdbora (Curcubita moschatta Duch) 212+ 3
Melancia (Citrullus lanatus) 56+ 1

Resultados expressos em média+DP.

A anélise de compostos fendlicos nos extratos de C. grandis por HPLC-DAD-
(ESI) MS/MS mostrou a presenca de um total de 23 compostos diferentes, incluindo

isdbmeros, separados em 16 picos (Tabela 9, Figuras 7 e 8).

De entre os polifendis encontrados nos extratos, 14 foram identificados como
acidos fendlicos e seus derivados, principalmente glicosilados. Os &cidos protocatecuico
(pico 2b), clorogénico (pico 3a), hidroxibenzodico (pico 6a) e ferulico (pico 7) foram
identificados através da comparacdo dos tempos de retencdo e caracteristicas
espectroscopicas com padrdes de referéncia disponiveis. Os derivados glicosideos do
acido p-coumarico (pico 1a, [M-H] de m/z 324), sinapico (picos 2a e 6b, [M-H]  de m/z
385), cafeico (pico 3b, [M-H]™ de m/z 341), e ferulico (pico 5b, [M-H]™ de m/z 355)
apresentaram ions fragmento no espectro MS; que correspondem a perda neutra de um
residuo de hexose (-162 u). O composto do pico 1b apresentou ido molecular [M-H]™ de
m/z 417 e ido fragmento de m/z 152 correspondendo a perda de 2 unidades de pentose
(132 u) formando a molécula do acido dihidroxibenzoico. Além disso, nos espectros de

massas dos isomeros do acido coumaroilquinico, a quebra do ido molecular de m/z 337
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gerou os fragmentos de m/z 163 [acido p-coumérico-H] e 191 [acido quinico-H], este

ultimo como pico base.

Além dos acidos fendlicos, o perfil de compostos fendlicos dos extratos de C.
grandis foi caracterizado pela presenca de 9 flavonoides glicosideos, com destaque para
os derivados de quercetina e kaempferol. Os compostos quercetina-3-O-rutinosideo
(rutina, pico 12) e kaempferol-3-O-rutinosideo (pico 16) tiveram identificacdo
confirmada pelos padrdes auténticos, com os quais compartilharam tempo de retencéo e
caracteristicas espectrais UV-Vis e de massas. Os restantes compostos apresentaram pico
base no espectro MS? caracteristico da aglicona do flavonoide apds a perda neutra de

residuos de pentose (-132 u) e hexose (-162 u), além do deoxi-acucar ramnose (-146 u).

Relativamente ao estado de maturacdo dos pepininhos, os perfis de compostos
fenolicos entre os extratos obtidos pelas diferentes técnicas e procedimentos de extracdo
foram bastante similares (Figura 7 e 8 para pepininhos verdes e maduros,
respetivamente). No entanto, ao compararmos os perfis entre os pepininhos verdes e
maduros, é possivel notar diferencas principalmente no que se refere a grande presenca
de derivados dos acidos cafeoilquinico e coumaroilquinico (picos 3 e 8) nos primeiros,
enguanto no estado maduro os flavonoides sdo 0s compostos mais notaveis (a partir da
metade do cromatograma, Figuras 7 e 8). De facto, em termos quantitativos (Tabela 10),
é possivel notar que os &cidos fendlicos perfizeram cerca de um terco do teor total de
compostos fendlicos nos extratos de pepininhos verdes, enquanto nos maduros esta classe

de compostos representou uma parcela relativa muito menor do perfil.
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Figura 7. Cromatogramas, obtidos por HPLC-DAD, dos compostos fendlicos de extratos de Coccinia
grandis no estado verde de maturagdo, preparados por EAU e extracdo convencional (maceragdo). Os
cromatogramas foram processados a 330 nm. A caracterizagdo dos picos é mostrada na Tabela 9.
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Figura 8. Cromatogramas, obtidos por HPLC-DAD, dos compostos fendlicos de extratos de Coccinia
grandis no estado maduro de maturagao, preparados por EAU e extracdo convencional (maceracao). Os
cromatogramas foram processados a 330 nm. A caracterizagdo dos picos € mostrada na Tabela 9.
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Independente do estado de maturagdo, a rutina (quercetina-3-O-rutinosideo) foi o
composto mais recuperado dos pepininhos e mais abundante, com valores de 0,51 + 0,01
mg/g de extrato de pepininho maduro obtido por ultrassom com 15 min de extracdo. No
geral, as amostras apresentaram baixos teores de fendlicos totais (obtidos pelo somatério
dos compostos individuais quantificados por HPLC-DAD). O pepininho verde apresentou
teores maiores de compostos fendlicos que o maduro, independentemente do método ou
tempo de extracdo. Em relacdo aos métodos, os valores de polifendis recuperados atraves
da extracdo assistida por ultrassom também excederam constantemente os teores
recuperados pela maceracdo, indicando o potencial deste método verde, rapido, para a
obtencdo de biomoléculas de fontes naturais.

Os autores Kondhare e Lade (2017), identificaram pela analise de GC-MS 17
compostos diferentes em extratos metandlicos de frutos verdes de C. grandis, 0s
resultados obtidos indicam a presenca de alcaldides e compostos fendlicos, sendo o

maioritario o R-sitoesterol (58%).

No estudo realizado por Astiti et al. (2021), foram avaliados extratos metanélicos
das folhas de C. grandis. Através da analise LC-MS/MS, identificaram-se 32 compostos
presentes nos extratos metandlicos. Esses compostos foram caracterizados pela presenca
predominante de compostos fendlicos, alcaloides e flavonoides. Entre eles, destacam-se
a rutina, o kaempferol-3-O-rutinosideo e a quercetina-3-O-rutinosideo. Ao comparar 0s
extratos das folhas com os extratos dos frutos, é possivel observar semelhancas entre os

compostos identificados no que diz respeito aos compostos fendlicos.
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Tabela 9. Perfil cromatogréfico e espectroscopico dos compostos fendlicos dos extratos de Coccinia grandis

Pico? Tr ° (min) Tentativa de Identificacdo [ max ¢ (hm) [M-H]" (m/2) MS2 (m/z)
la 4.44-451 Hexdsido de &cido p-cumarico 287 324 163, 145
1b Acido diidroxibenzoico-dipentosideo 417 152, 108
2a 4.78-4.8 Hexosido de acido sinapico 261, 295 385 (aduto 431) 223,179, 153, 164
2b Acido protocatecuico 153 135
3a 5.13-5.25 Acido 5-O-cafeoilquinico (4cido clorogénico) 299, 325 353 191, 179, 173, 135
3b Hexdsido de acido cafeico 341 179, 161
4 5.67-5.70 Acido feruloilquinico 294, 320 367 193,191, 173 134, 93
5a 6.19-6.22 Cafeoil triptofano 280 365 203
5b Hexosido de &cido ferulico 355 193, 179, 149, 134
6a 6.91-6.92 Acido hidroxibenzoico 256 137 93
6b Isémero do hexésido do acido sinapico 385 223,179, 153, 164
7 7.3-7.4 Acido fertlico nd 179 135
8 7.74-7.85 Acido cis 4-O-p-Cumaroilquinico 311 337 191,163,119
9 9.78-9.80 Quercetina pentosil-rutinosideo 256, 355 741 609, 300, 271, 255, 179, 151
10a 10.3-10.35 Isémero de quercetina pentosil-rutinosideo 267, 290, 354 741 609, 300, 271, 255, 179, 151
10b Acido trans 4-O-p-Cumaroilquinico 337 191,163,119
lla 12.80-12.85 Quercetina-3-O-rutinosideo 265, 351 609 300, 271, 255, 179, 151
11b Isdbmero Kaempferol O-pentosil-ramnosil-hexosideo 725 285, 255, 227
12 13.23-13.26 Isémero de Quercetina-3-O-rutinosideo 258, 354 609 300, 271, 255, 179, 151
13 13.37-13.42 Isdbmero Kaempferol O-pentosil-ramnosil-hexosideo 267, 313, 360 (sh) 725 593, 285, 255, 227
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Pico? Tr ° (min) Tentativa de Identificacao L. max ¢ (hm) [M-H]" (m/2) MS2 (m/z)
14 14.45-14.48 Eriodictiol hexosideo 290, 324 449 269, 225, 209, 165
15 14.93-14.96 Kaempferol-3-O-rutinoside 266, 291, 349 593 285, 255, 226
16 16.11-16.12 Isémero Kaempferol-3-O-rutinosideo 266, 347 593 285, 255, 227

Mais de uma linha por pico indica coeluicdo. 2 Picos numerados de acordo com a Figura 7. ® Tempo de retencdo em coluna C18. ¢ Comprimento de onda de maxima absorgio
no gradiente de agua acidificada (0,1% &cido férmico) e acetonitrilo. Devido a coelui¢Bes e baixas concentracfes dos compostos, o espectro UV-Vis pode ndo refletir o

caracteristico do composto puro.

Tabela 10. Compostos fendlicos individuais, por classes e totais nos extratos de Coccinia grandis

Pic L . Imaturo Maduro Imaturo Maduro
Identificacéo tentativa
0 EAU5 EAU 10 EAU 15 EAU5 EAU 10 EAU 15 MAC MAC
la hexosido de acido p-cumarico 0,07 +0,01b v 007+001b  012+00la 0,05 0,0lc %%21;—' 0,01 +0,01e v
1b Acido diidroxibenzoéico-dipentosideo
2a Hexdsido de acido sinapico 0,26+0,0la 024+00lb 0,22 +0,01c v v v 0,12 +0,01d v
2b Acido protocatecuico
3a Acido 5-O-cafeoilquinico (acido clorogénico) 025£00la 02400l 019%00lb 003x00lc 003%00lc % v 0,025 + 0,01d
3b Hexosido de acido cafeico ’
4 Acido feruloilquinico v v v v v v v v
5a Cafeoil triptofano 004+00la 004+00la 004+00la 003+001  0,030,01lb %%41;—' 004+00la  0,04+0,01la
5b Hexdsido de acido fertlico
6a Acido hidrobenzoico 027+00la 024+00lb 0,11+ 0,0lc v v %%11;—' 0,009 +0,01d v
6b Isémero do hexésido do &cido sinapico
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Pic L . Imaturo Maduro Imaturo Maduro
Identificacdo tentativa
0 EAU 5 EAU 10 EAU 15 EAU 5 EAU 10 EAU 15 MAC MAC
7 Acido ferulico v v v v v v v v
8 cis 4-O-p- Acido cumaroilquinico 0,09+0,0la 0,09+0,0la 0,05+0,01b v v v v v
9 Quercetina pentosil-rutinosideo 021£00lc  021%00lc 02100lc 02400la 024x00la o *  024%00la 022001
10a Isomero de quercetina pentosil-rutinosideo S8 034x00b  031%00lc 03200l 033:00lc  S0F  028£001d  026+00le
10b Acido trans 4-O-p-Cumaroilquinico
lla Quercetina-3-O-rutinosideo
, R O0lbe  obe  024*00M  gpui 02800 Gnd 0GRl ooy
11b Isémero Kaempferol O-pentosil-ramnosil- 00, 10, 00, ' via.e Did.e
hexosideo
12 Isdmero de Quercetina-3-O-rutinosideo 0,22+0,01f 046+001b 035+001d 043+001lc 0,45+0,01b %5011;; v 0,30 £ 0,01e
Isémero Kaempferol O-pentosil-ramnosil- 0,16 + 0,10 +
13 hexosideo 0,01a.b 0,17 £0,01a 0,12 £ 0,01c 0,08 £ 0,01e 0,08 £0,01e 0.01d v 0,04 +0,01f
o . 0,048 + 0,02 + 0,03 +
14 Eriodictiol hexosideo 0,07+00la 0,07 +0,0la 0.01b 0.01c.d 0,03 +0.01c 0.01¢ 0,04 +0,0lb 0,01 +0,01d
L 0,04 + 0,05+
15 Kaempferol-3-O-rutinoside 0,06 +0,01a 0,06 +0,0la 0,03+0,0lc 0,03+0,0lc 0.01b.c 0.01b % 0,01 +£0,01d
16 Isémero Kaempferol-3-O-rutinosideo 025£00la 025%00la 01400l 016%001d 018+00lc %  011£001f  0,07+001g
Acidos fenélicos e seus derivativos 098+00la 0,81+001b 068+0,0lc 0,18+0,0le 0,11 +0,01f %‘%91; 0,39+0,01d 0,06 +0,01h
Flavonoides e seus derivativos 1,60+0,01lb  1,83+00la 1,46+001c  1,55%0,01b 1,61 +0,01 10'%11;" 1,33+0,01d  1,13+0,01e
Compostos fenélicos totais 258+00lb 264+00la 214+00lc 1,74+0,0le 1,73+0,0le %‘%11;—' 1,72+0,0le 1,19 £ 0.01f

Os dados quantitativos sdo expressos em mg/g de extrato. EAU- Extracdo Assistida por Ultrassom, onde 5, 10 e 15 correspondem ao tempo de extracdo em min. MAC-
maceracdo; v- vestigios. Letras diferentes na mesma coluna mostram diferencas significativas entre as médias de acordo com o teste HSD de Tukey (p < 0.05).
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4.3. Propriedades Bioativas

4.3.1. Atividade Antioxidante

Existem véarios métodos descritos na literatura para avaliar a capacidade
antioxidante, mas nenhum deles é preciso e universal o suficiente para ser aplicado
consistentemente em todos o0s casos. Adicionalmente, alguns métodos disponiveis
dependem de compostos que ndo ocorrem naturalmente no ambiente celular. Por isso,
para avaliar a capacidade de prevencdo e atraso da oxidacdo molecular, devem ser
utilizados métodos diferentes. Neste trabalho, sdo utilizados a avaliacdo da inibicdo da
peroxidacdo lipidica (TBARS) e a hemodlise oxidativa (OxHLIA), onde o ensaio de

TBARS foi realizado em tecidos cerebrais de porco e o de OxHLIA em sangue de ovelha.

Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Tabela 11. Todos o0s extratos
revelaram capacidade antioxidante nas concentracfes testadas, exceto o extrato de
pepininhos no estado maduro obtido por EAU durante 15 min, no ensaio de OxHLIA.

Os resultados obtidos revelam que os extratos possuem um potencial antioxidante
interessante, apesar de muito superiores ao controlo positivo. De referir que, com base
nos valores de ECso, quanto menor o valor, maior é o potencial antioxidante do extrato. O
extrato de maceracdo do pepininho no estado maduro foi o que apresentou melhor
atividade antioxidante para 0 método de TBARS, podendo ser explicado devido ao
elevado teor de carotenoides presente em sua composicao.

O EAU apresentou melhores valores para o pepininho no estado verde sendo o
tempo de 10 min o que apresentou melhor atividade antioxidante em relag&o aos outros
tempos de extracdo, podendo ser atribuido aos valores maiores de compostos fendélicos
encontrados neste extrato. Para o pepininho maduro, a EAU que apresentou melhor
potencial foi 0 com o tempo de extracdo igual a 5 min. J& para 0 método OxHLIA, os
melhores resultados, foram de uma forma geral, para os extratos obtidos por EAU durante
5 min (EAU 5) para ambos os estados de maturacdo, sendo que no caso dos pepininhos
verdes os valores de ECsp obtidos foram muito similares aos obtidos para os extratos

preparados por maceracao.

E interessante referir que ao comparar os resultados obtidos nos dois ensaios com

0s estados de maturag@o das amostras, para os diferentes tempos de extracdo para EAU,
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verifica-se que de uma maneira geral os melhores resultados de atividade antioxidante

correspondem ao menor tempo de extracdo, o que sugere uma possivel degradacéo de

compostos bioativos nas extragdes mais longas.

Tabela 11. Atividade antioxidante dos frutos de Coccinia grandis.

Extracdo

Estado Imaturo

Estado Maduro

Controlo Positivo

t-student test p-

value
Atividade Antioxidante Trolox
Maceragdo 9,6+0,3 1,31+0,02 <0,001
EAU 5* 4.6+0,2 2.01+0,04 <0,001
TBARS us 60, 0100 0,0054 + 0.00
ECso, mg/mL 0,0003
(ECso, mg/mL) EAU 10* 45403 44401 0,249
EAU 15% 5,9+0,1 48+0,3 <0,001
Maceragio 0,153+0,004 0,225+0,01 <0,001
EAU 5 0,157+0,003 0,153+0,004 0,885
0,00217 + 0,0007
OXHLIA (ICs0; mg/mL) EAU 10 0,348+0,01 0,245+0,008 <0,001
At =60 min
EAU 15 0,355+0,012 0,281+0,012 <0,001
Maceragdo 0,208+0,006 0,343+0,014 <0,001
EAU 5 0,206+0,005 0,237+0,007 <0,001
OxfiLIas (1Ges; mg/mL) 0,0435 + 0,0008
EAU 10 0,473+0,016 0,367+0,013 <0,001
EAU 15 0,441+0,019 na -

Resultados expressos em médiatDP, n=3. ECso: concentracdo de extrato correspondente a 50% de atividade antioxidante. As
diferengas significativas (p < 0,05) foram avaliadas pelo teste Student’s t-test. * EAU — Extrac@o Assistida por Ultrassom com os
respectivos tempos 5, 10 e 15 min. na- nenhuma atividade.

A propriedade bioldgica mais descrita e estudada da planta C. grandis é sua

atividade antioxidante. A maioria dos estudos sobre a planta utilizou o ensaio de avaliagéo

da atividade captadora de radicais DPPH. Meenatchi et al. (2017) avaliaram a atividade

antioxidante de frutos verdes de C. grandis e os resultados obtidos demonstraram elevada

atividade antioxidante nos extratos metandlicos da planta. Kubola et al. (2011) realizaram

um estudo onde avaliaram a atividade DPPH de extratos metandlicos de frutos de varias

espécies, incluindo os frutos imaturos de C. grandis os quais apresentaram uma maior

percentagem de inibicdo de radicais livres do que os frutos maduros (43,43 % e 6,55%,
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respectivamente). De forma similar, num estudo mais recente, Lee e Joo (2022) também
realizaram o ensaio DPPH em extratos etandlicos em diferentes estados de maturacdo
destes frutos, onde o estado imaturo apresentou maior potencial antioxidante em relagédo

ao estado maduro.

4.3.2. Atividade Citotdxica e Anti-Inflamatoria

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada in vitro, em trés linhas celulares
tumorais e uma linha celular ndo tumoral, através do ensaio SRB. Os resultados foram
expressos em valores de concentracdo de extrato responsavel por inibir em 50% o
crescimento celular (Glso ug/mL) e estéo representados na Tabela 12.

A atividade anti-inflamatdria foi realizada através da capacidade de inibicdo da
producdo de 6xido nitrico (NO) em linha celular de macréfagos de rato RAW 264.7 apds
o estimulo a resposta inflamatoria por lipopolissacarideos, sendo os resultados expressos
em ICso ug/mL que corresponde a concentragdo responsavel por 50% da atividade anti-
inflamatoria e também se encontram na Tabela 12.

Valores baixos de Glso s@o preferiveis para células de linhas tumorais,
apresentando maior atividade inibitéria de proliferagdo dessas células prejudiciais a
salde. Porém, para as células ndo tumorais é preferivel que os valores de Glsg sejam
maiores, pois assim ha maior seguranca e demonstram que tais extratos ndo sao

prejudiciais a quem consome.

Os extratos hidroetandlicos dos frutos de C. grandis ndo apresentaram atividade
citotoxica para as células tumorais, o que significa que nao inibiram o crescimento das
mesmas. Porém, também ndo apresentaram citotoxicidade, sendo assim ndo causam
danos a salde do consumidor. Até ao momento, ndo existem estudos que fornecam
detalhes sobre a atividade citotdxica ou citotoxicidade dos frutos de C. grandis para

realizar a comparacao dos resultados obtidos.

Apesar de Manju e Sunny (2019) terem observado que 0s extratos aquosos de
folhas de C. grandis apresentam potencial anti-inflamatorio, e de Nagare et al. (2015)
referir que extratos metandlicos de frutos de uma espécie do mesmo género (Coccinia
indica Wight & Arn) apresentam potencial anti-inflamatorio, tal ndo foi demonstrado
neste trabalho para os pepininhos silvestres, os quais ndo apresentaram atividade anti-

inflamatdria nas concentracdes testadas.
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Tabela 12. Atividade citotoxica em linhas celulares tumorais € ndo tumorais dos frutos
de Coccinia grandis

~ Estado Estado Controlo
Extracéo . ..
imaturo maduro positivo
Citotoxicidade em linhas celulares tumorais (Glsp pg/mL) Ellipticina
Maceracéo >400 >400
EAU 5 >400 >400
AGS (Adenocarcinoma 1,23+£0,03
gastrico) EAU 10 >400 5400
EAU 15 >400 >400
CaCo; (Adenocarcinoma Maceragio >400 >400
coloretal)
EAU 5 >400 >400
1,21 +0,02
EAU 10 >400 >400
EAU 15 >400 >400
Maceragéo >400 >400
. EAU 5 >400 >400
MCF-7 (carcinoma de 102 + 0,02
mama)
EAU 10 >400 >400
EAU 15 >400 >400

Citotoxicidade para linhas celulares ndo tumorais (Glsp pug/mL)

Maceragéo >400 >400
EAU 5 >400 >400
VERO 1,41+ 0,06
EAU 10 >400 >400
EAU 15 >400 >400
Atividade anti-inflamatdria (1Cso pg/mL) Dexamatasona
Maceracgéo >400 >400
EAU 5 >400 >400
RAW 264.7 6,3+0,4
EAU 10 >400 >400
EAU 15 >400 >400
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Resultados expressos em médiatDP, n=3. Glsp- concentracdo de extrato responsavel por inibir 50%
inibicdo do crescimento do tumor humano (AGS, CaCoz, e MCF-7) ou linhas celulares ndo tumorais (\VVero).
As diferencas significativas (p < 0,05) foram avaliadas pelo teste Student’s t-test. * EAU — Extracéo
Assistida por Ultrassom com os respectivos tempos 5, 10 e 15 min.

4.3.3. Atividade Antibacteriana e Antifungica

Com o passar do tempo, as estirpes bacterianas evoluiram e se tornaram cada vez
mais resistentes aos medicamentos. Como resultado, houve um aumento na procura por
estratégias que utilizem fontes naturais como agentes antimicrobianos e antifungicos para
minimizar os efeitos da resisténcia (Konaklieva & Plotkin, 2023). A seguranca alimentar
exige um controlo rigoroso dos microrganismos e das suas toxinas, uma vez que a
ingestdo de alimentos contaminados pode resultar em efeitos nocivos a salde do
consumidor, inclusive podendo levar a morte. Considerando o potencial inerente dos
recursos naturais e o facto de que ainda existe um grande nimero e variedade de espécies
vegetais pouco exploradas no planeta, € de refereir que estes recursos estdo sendo cada
vez mais objeto de investigacdo. Podem representar uma fonte de novas solucdes para

minimizar os problemas relacionados com a saude publica atualmente.

Neste trabalho, foi conduzido um estudo para avaliar o potencial antimicrobiano
e antifungico dos frutos dos pepininhos silvestres, através do métdos de microdiluicao,
utilizando extratos hidroetandlicos obtidos por maceracdo e EAU (com diferentes tempos
de sonicacdo 5, 10 e 15 min), como referido anteriormente. Os resultados obtidos para a
extracdo por maceracdo apresentam-se na Tabela 13 e por EAU na Tabela 14. A

concentracdo maxima testada foi de 10 mg/mL.

De uma forma geral, os extratos obtidos por maceracdo apresentaram melhores
resultados que os obtidos por EAU. Para ambos os estados de maturacdo, 0s primeiros
apresentaram atividade inibitoria contra todas as bactérias Gram-negativo testadas, ao
passo que os segundos ndo evidenciaram atividade contra E. cloacae, P. aeruginosa e B.
cereus. Os melhores resultados foram obtidos para os extratos por maceragdo dos
pepininhos maduros na inibi¢do das estirpes Y. enterocolitica (MIC = 1,25 mg/mL) e S.
enterica (MIC = 2,5 mg/mL). Contudo, o extrato obtido por EAU demonstrou uma MIC
inferior face a S. enterica (1,25 mg/mL). Ao analisar os resultados da extracdo por EAU,
observou-se que ndo houve diferenca entre os tempos de extracdo. Os melhores resultados

foram obtidos na inibi¢do de S. entererica e S. aureus com CMI de 1,25 mg/mL.
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Comparando os dois estados de maturacao nos extratos realizados por maceracéo,
0 estado maduro apresentou melhores resultados do que o estado imaturo, ao passo que,
ndo foram verificadas diferencas para os estados de maturacdo no que respeita a EAU.
Nenhum dos extratos apresentou atividade bactericida face aos microrganismos nas

concentracgdes testadas.

Em relacdo aos fungos analisados, o extrato hidroetanolico obtido por maceracao
apresentou atividade inibitoria nas concentragdes testadas tanto para o A. brasiliensis
quanto para o A. fumigatus. Porém, novamente o estado maduro apresentou MICs
inferiores em comparagdo com o estado imaturo. Nenhum estado de maturacio
apresentou atividade fungicida nas concentracGes testadas. Ja para o extrato por EAU, 0s
resultados ndo foram tdo positivos uma vez que nédo se verificou atividade inibitoria face
a A. fumigatus, e para A. brasiliensis a inibi¢do ocorreu somente na concentragao mais
elevada (10 mg/mL). Em geral, a extracdo por maceragdo apresentou resultados de

atividade antimicrobiana superiores aos extratos realizados por EAU.

Sakharkar e Chauhan (2017) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos de
frutos imaturos de C. grandis, onde os extratos obtidos por extragéo a frio (4 °C) foram
mais eficazes contra as bactérias do que os extratos obtidos por extracdo a quente (58 °C).
Além disso, compararam os resultados obtidos com os resultados apresentados em outros
estudos e verificaram que os extratos dos frutos possuem maior atividade antibacteriana
do que as folhas de C. grandis. Shaheen et al. (2009) determinaram a atividade
antibacteriana de oito extratos diferentes de frutos de C. indica, sendo o mais eficaz contra
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo o obtido com éter de petroleo. O extrato

etandlico ndo foi eficaz contra a Salmonella paratyphi.
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Tabela 13. Atividade antimicrobiana e antifungica (CMI, CMB e CMF mg/mL) de extratos hidroetandlicos por maceracao dos frutos de
Coccinia grandis

Ampicillina Imipenem Vancomicina
Estado Imaturo  Estado Maduro (10 mg/mL) (1 mg/mL) (1 mg/mL)
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Bactérias Gram-negativo
Enterobacter cloacae 10 >10 10 >10 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
Escherichia coli 10 >10 5 >10 10 >10 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
Pseud-omonas 10 >10 10 >10 >10 >10 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
aeruginosa
Salmonella enterica 5 >10 2,5 >10 <015 <0,15 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
Yersinia enterocolitica 1,25 >10 1,25 >10 >10 >10 0,5 1 n.t. n.t.
Bactérias Gram-positivo
Bacillus cereus >10 >10 10 >10 <0,15 <0,15 n.t. n.t. <0,0078 <0,0078
Listeria monocytogenes 5 >10 5 >10 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
Staphylococcus aureus 2,5 >10 2,5 >10 <0,15 <0,15 n.t. n.t. 0,25 0,5
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Fungos
Aspergillus brasiliensis

Aspergillus fumigatus

CMI

10

10

CMF

>10

>10

CMI

10

CMF

>10

>10

Cetoconazol
CMI CMF
0,06 0,125
0,5 1

nt- ndo testado.
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Tabela 14. Atividade antimicrobiana e antifungica (CMI, CMB e CMF mg/mL) dos extratos hidroetandlicos assistidos por ultrassom (EAU) de

Coccinia grandis

Estado Imaturo

Estado Maduro

EAU 5 EAU 10 EAU 15 EAU 5 EAU 10 EAU 15 Streptomicina  Methicilin Ampicillina
1 mg/mL 1 mg/mL 10 mg/mL
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Bacteria Gram-
negativa
Enterobacter cloacae >0 >10 >10 >10 =>10 >0 >10 >10 =>10 >10 >10 19 0,007 0,007 nt. nt 015 0,15
Escherichia coli 5 >10 5 >10 5 >10 5 >10 5 >10 5 10 001 0,01 nt nt. 015 0,15
Pseudomonas >10 >10 >10  >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 0,06 0,06 n.t. n.t. 0,63 0,63
aeruginosa
Salmonella enterica 125 >10 125 >10 125 >10 125 >10 125 >10 125 599 0,007 0,007 nt nt. 015 0,15
Yersinia enterocolitica 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 0,007 0,007 n.t. n.t. 0,15 0,15
Bacteria Gram-positiva
Bacillus cereus >0 >0 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 0,007 0,007 n.it. n.t. n.t. n.t.
125 >10 125 >10 125 >10 125 >10 125 >10 1,25 >10 0,007 0,007 0,007 0,007 0,15 0,15

Staphylococcus aureus
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Fungo Cetoconazol

CMlI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF

Aspergillus fumigatus ~ >10 >10  >10 >10  >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 05 1

EAU- Extracdo assistida por ultrassom com seus respectivos tempos de sonicacdo 5, 10 e 15 min. nt- ndo testada.
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5. Considerac0es Finais

Entender a composicao dos alimentos € fundamental para garantir que eles sejam
seguros e de qualidade. A caracterizacao de alimentos permite identificar os nutrientes e
substancias quimicas neles presentes, bem como as suas propriedades biolégicas. Com
essas informacdes, é possivel determinar os beneficios para a salde de cada alimento e
garantir a sua autenticidade. Com base na importancia da caracterizacdo de alimentos, o
objetivo deste trabalho foi realizar a caracteriza¢do nutricional, quimica e bioativa dos

frutos da espécie C. grandis.

Para o fornecimento de dados seguros e assegurar que a espécie estudada era
realmente C. grandis, a anédlise de DNA comprovou a espécie estudada, com resultados
entre 99 e 100% de exatiddo. Na andlise nutricional e quimica, os hidratos de carbono
foram os compostos maioritarios e a proteina 0 minoritario, sendo os valores similares
para ambos os estados de maturacdo. Foram ainda analisados os teores em agUcares
livres, sendo a frutose mais abundante, o estado maduro foi 0 que apresentou maiores
teores de agUcares totais, isso pode ser explicado devido as mudangas bioquimicas que

ocorrem durante o processo de amadurecimento.

Em relacdo aos acidos organicos, foram quantificados e identificados seis no
total, o estado imaturo apresentou maior quantidade de acidos organicos, sendo o acido
succinico o maioritario nos dois estados de maturacdo analisados. No que respeita 0s
acidos gordos, os pepininhos verdes apresentaram melhores resultados em comparacgéo
com os vermelhos, ja que nestes ultimos, a predominancia foi de &cidos gordos PUFA,
em particular o acido linoleico e 4acido a-linolénico (6mega-3). Ao contrario dos
pepininhos verdes, os pepininhos vermelhos apresentam maiores teores de acidos gordos
SFA, é&cidos gordos que podem ser prejudiciais a saude se consumidos em excesso. A
parte edivel apresentou boas concentragdes de a-tocoferol, sendo mais uma vez o estado

imaturo o que apresentou maiores teores de vitamina E.

Os resultados demonstram que os frutos maduros de C. grandis possuem
maiores quantidade de carotenoides totais expressos em R-caroteno do que 0s verdes.
Durante o processo de amadurecimento as enzimas se tornam mais ativas e convertem 0s
precursores de carotenoides a serem mais ativos. Em relacdo a andlise de carotenoides,
para trabalhos futuros, serdo realizados a quantificacdo e identificagédo dos mesmos, para

assim haver informacdes mais relevantes sobre os compostos de carotenoides.
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Em relagdo as propriedades antimicrobianas, apds analisar os diversos extratos,
podemos concluir que o extrato hidroetandlico obtido por maceracdo apresentou
resultados mais satisfatérios em comparacdo ao EAU. A eficacia da extracdo pode ser
influenciada por varios fatores, como intensidade e duracdo do processo, tipo de solvente,
temperatura, entre outros. Além disso, a extracdo hidroetandlica por maceracdo é um
método tradicional e amplamente utilizado, sendo considerado o mais eficaz. Portanto,
em estudos futuros, seria interessante testar diferentes parametros de extracdo para 0s

extratos assistidos por ultrassom, a fim de obter resultados ainda melhores.

Relativamente a atividade antioxidante, os extratos obtidos por EAU
apresentaram melhores resultados, uma vez que seus valores foram menores em
comparagao aos extratos obtidos por maceracdo. Isso pode ser explicado pelas diferentes
composicdes nos extratos obtidos, que variam de acordo com o método de extracdo

utilizado.

Os resultados obtidos para a atividade citotoxica, demonstram que frutos de C.
grandis ndo apresentaram atividade citotoxica para células tumorais e nem para células

nao tumorais testadas. Ndo se verificou tambhém atividade anti-inflamatéria.

Neste estudo foram identificados os compostos fendlicos nos extratos
hidroetanélicos dos pepininhos, sendo identificados 14 polifendis, principalmente acidos
fenolicos e seus derivados glicosilados. Além disso, foram encontrados 9 flavonoides
glicosideos, destacando-se a rutina e o kaempferol-3-O-rutinosideo. Os perfis de
compostos fendlicos nos extratos de pepininhos verdes e maduros foram semelhantes,
com diferengas significativas observadas nos estados de maturacgdo, onde os derivados
dos é&cidos cafeoilquinico e coumaroilguinico foram predominantes nos pepininhos
verdes, enquanto os flavonoides se destacaram nos pepininhos maduros. A rutina foi o
composto mais abundante em ambos os estados de matura¢do dos pepininhos. Os
resultados indicam que a extracdo assistida por ultrassom foi mais eficiente na
recuperacdo dos polifendis em comparacdo com o método de maceracdo. Assim,
evidéncia o potencial promissor da extracdo assistida por ultrassom como um método
rapido para obter biomoléculas de fontes naturais, oferecendo uma alternativa promissora

para a extracdo de compostos fenolicos dos pepininhos.

Os extratos de pepininhos silvestres podem ser considerados bom agentes

antioxidantes, ja que para as analises realizadas, todos os extratos apresentaram atividade
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antioxidante, exceto para o extrato EUA 15 min no método OxHLIA At=60min. De
maneira geral, os pepininhos vermelhos apresentaram melhor atividade antioxidante, ja
que os valores obtidos foram menores em relacdo ao ECso (capacidade de inibir 50% da
atividade antioxidante). Os pepininhos silvestres sdo bons agentes antioxidantes devido a

sua composicdo, apresentando elevadas concentra¢@es de tocoferdis e carotenoides.

Em geral, os extratos hidroetanolicos obtidos por maceracao de frutos maduros
foram mais eficazes na atividade antimicrobiana e antifingica contra os microrganismos
testados, mas nenhum dos extratos demonstrou atividade bactericida contra esses
microrganismos. Embora tenham sido obtidos resultados promissores, € necessario
realizar mais estudos para explorar e destacar a relevancia da C. grandis. Por exemplo,
podem ser conduzidas analises sensoriais e avaliacbes da aceitabilidade dos frutos em
diversas preparacdes, a fim de garantir a sua incorporacdo na dieta e valorizar a
diversidade de espécies vegetais. Para obter um melhor entendimento sobre a composicao
dos pepininhos em relacdo aos carotenoides, é necessaria a quantificacdo individual

desses compostos.

Em suma, a producéo de extratos diversos é essencial nas industrias alimenticia,
quimica e farmacéutica. Esses extratos oferecem compostos bioativos para alimentos
funcionais, ingredientes naturais, produtos quimicos sustentaveis e medicamentos.
Contribuem para a criagdo de produtos mais saudaveis e de qualidade, impulsionando a

inovacdo nessas inddstrias.

Em conclusédo, os objetivos propostos para este trabalho de dissertagdo foram
todos alcangados, fornecendo informagdes relevantes sobre a composi¢do nutricional,
quimica e bioativa da Coccinia grandis, além de valorizar a espécie como um mini-
legume. Os resultados obtidos sdo bastante promissores e abrem perspectivas para futuras
pesquisas nessa area, a fim de explorar ainda mais as propriedades terapéuticas e

nutricionais desta planta.
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