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Componentes antinutricionais e digestibilidade proteica em sementes de abobora
(Cucurbita maxima) submetidas a diferentes processamentos

Antinutritional components and protein digestibility in pumpkin seeds (Cucurbita maxima)

submitted to different processing methods

Luciana de Paula NAVES™, Angelita Duarte CORREA?,

Custddio Donizete dos SANTOS?, Celeste Maria Patto de ABREU?

Resumo

Subprodutos vegetais tém sido utilizados na dieta com a finalidade de melhorar o estado nutricional de populagdes desnutridas. Entretanto,
os antinutrientes presentes nesses alimentos podem acarretar efeitos indesejéveis. Portanto, os teores de polifen(’)is, cianeto, saponinas,
inibidor de tripsina, atividade hemaglutinante e a porcentagem da digestibilidade proteica in vitro de sementes de abobora cruas e tratadas
termicamente foram investigados com o objetivo de selecionar o processamento que acarrete maior redugdo dos antinutrientes e maior
digestibilidade proteica. Sementes da abobora Cucurbita maxima foram, em quatro repetigoes, submetidas aos seguintes tratamentos: utilizadas
na forma crua; cozidas em dgua em ebuli¢do (AE) por trés tempos: 5, 10 e 15 minutos; e cozidas no vapor por 10 minutos. Posteriormente
foram liofilizadas, trituradas e armazenadas em temperatura ambiente até a realizacdo das andlises. Nao houve diferenga significativa, entre os
tratamentos, quanto aos niveis de polifendis. As sementes cruas apresentaram o maior teor de cianeto, o menor nivel de inibidor de tripsina
e a menor digestibilidade proteica. O cozimento em AE por 10 minutos acarretou o menor nivel de saponinas e a maior digestibilidade
proteica. Ndo foi detectada atividade hemaglutinante em nenhuma amostra. Conclui-se que o cozimento em AE por 10 minutos foi o que
proporcionou melhores resultados.

Palavras-chave: Cucurbita maxima; semente de abébora; processamento; antinutriente; digestibilidade proteica.

Abstract

Vegetable subproducts have been used in diets with the purpose of improving the nutritional quality of undernourished populations.
However, the antinutrients present in those foods can cause adverse health effects. Therefore, the contents of polyphenols, cyanide, saponins,
trypsin inhibitor, hemaglutinin activity, and the percentage of the in vitro protein digestibility of raw and thermally treated pumpkin seeds
were investigated with the objective of selecting the processing that results in major antinutrient reduction and greater protein digestibility.
Pumpkin seeds (Cucurbita maxima) were submitted to the following treatments, which were carried out in quadruplicate: used raw; boiled
for 5, 10, and 15 minutes; and steamed for 10 minutes. Next, the seeds were freeze-dried, grinded, and stored at room temperature until the
analyses were completed. There was no significant difference among the treatments as for the levels of polyphenols. The raw seeds showed
the highest content of cyanide, smallest level of trypsin inhibitor, and smallest protein digestibility. The 10-minute boiling resulted in the
lowest content of saponins and greatest protein digestibility. No Hemaglutinin activity was detected in the samples. It can be concluded that
the 10-minute boiling was the treatment that produced better results.

Keywords: Cucurbita maxima; pumpkin seed; processing; antinutrient; protein digestibility.

1 Introdugao

Infelizmente, a fome e a desnutri¢do ainda sdo causas
de doencas e morte de pessoas, principalmente em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Uma das medidas
adotadas para melhorar o estado nutricional de populagdes
desnutridas inclui a utilizagdo de subprodutos vegetais, ou seja,
baseia-se no aproveitamento de partes da planta ndo consumidas
e, portanto, desperdigadas. Dentre esses subprodutos
estdo incluidas as sementes de abobora, as quais possuem,
principalmente, teores elevados de proteina e dleo.

Entretanto, hd questionamentos sobre as possiveis
interferéncias negativas causadas pelos antinutrientes

presentes nos alimentos. Tais compostos podem interferir na
digestibilidade e absor¢do dos nutrientes ou serem toxicos,
dependendo da quantidade em que sdo consumidos.

Os polifendis sdo, em alguns casos, em especial os
taninos, considerados antinutrientes devido a propriedade
que apresentam em formar complexos principalmente com
proteinas, podendo diminuir a digestibilidade proteica.

O consumo de significativas doses de cianeto, advindas
de alimentos ricos em glicosideos cianogénicos e pobremente
processados, pode resultar em intoxicagdes cronicas e agudas,
causando anomalias tais como a doenca de Konzo (YEN et al,,
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1995). O cianeto também apresenta notavel poder toxico pelo
fato de ser um potente inibidor da citocromo oxidase, o que
resulta no bloqueio da cadeia de transporte de elétrons durante
o processo de respiragdo celular.

As saponinas constituem uma classe ampla, apresentando
diversas a¢des bioldgicas nos animais. Dentre os efeitos
indesejaveis que podem causar, destacam-se as alteragdes
na reprodugdo e no crescimento e a redu¢iao na absor¢io de
nutrientes em fun¢do de modificages na permeabilidade de
membranas celulares (FRANCIS et al., 2002).

As lectinas sdo glicoproteinas com propriedade de ligar-se
especificamente a certos carboidratos. Podem acarretar efeitos
degenerativos nas membranas celulares e inibir a agdo de
enzimas digestivas interferindo na absor¢éo de nutrientes e no
crescimento. Podem ainda, ser letais se consumidas em elevadas
doses (PEREIRA et al., 2008).

A digestibilidade proteica é um parametro nutricional
muito importante porque avalia o aproveitamento de uma
fonte proteica, fornecendo, portanto, uma mensura¢ido da
susceptibilidade da proteina a protedlise. Pode ser influenciada
pelo tratamento térmico, presenca de polifendis, inibidores de
tripsina e lectinas, entre outros (CHEFTEL et al., 1993).

Embora estudos recentes defendam que o consumo
de pequenas quantidades de alguns desses antinutrientes
pode trazer beneficios ao organismo humano, as doses
adequadas para promover tais beneficios ainda ndo foram
estabelecidas. Portanto, é muito importante investigar e
selecionar processamentos simples e eficazes na redugao dos
teores dos antinutrientes presentes nos alimentos.

Del-Vechio et al. (2005) determinaram os teores de alguns
antinutrientes em sementes submetidas a trés tratamentos, cruas,
cozidas em dgua em ebuligdo e tostadas, das seguintes espécies
de abébora: Cucurbita maxima (CMA), Cucurbita moschata
(CMO) e 0 hibrido F1 (CMA x CMO). Concluiram que a CMA
apresentou os niveis mais baixos de cianeto e polifenéis e a maior
digestibilidade proteica in vitro; e que, dentre os tratamentos
usados, o cozimento em agua em ebuli¢do foi o mais eficiente
em reduzir os niveis da maioria dos antinutrientes investigados,
além de acarretar aumento da digestibilidade proteica.

A proposta deste trabalho foi dar continuidade a pesquisa
iniciada por Del-Vechio et al. (2005) utilizando-se sementes da
abdbora Cucurbita maxima submetidas a cinco tratamentos:
sementes cruas; cozidas em agua em ebuligdo por trés tempos,
5, 10 e 15 minutos; e cozidas no vapor por 10 minutos, com
o objetivo de avaliar a influéncia do tratamento aplicado e
do tempo de cozimento sobre os niveis dos antinutrientes e
digestibilidade proteica nas sementes pesquisadas.

2 Material e métodos

2.1 Obtengdo das abéboras e preparo das amostras

As aboboras Cucurbita maxima, popularmente conhecidas
por moranga, foram adquiridas no comércio varejista
hortifrutigranjeiro do municipio de Lavras - MG e encaminhadas
ao Laboratdrio de Bioquimica do Departamento de Quimica da
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Universidade Federal de Lavras - MG, onde foram lavadas em
agua destilada, sanitizadas com hipoclorito de s6dio 200 mg.L™"!
em imersdo por 10 minutos, cortadas em fatias e separadas
nas porg¢oes: casca, polpa, flapos e sementes. Em seguida, as
sementes foram submetidas aos seguintes tratamentos, em
quatro repeti¢des cada: a) cruas (forma natural); b) cozidas em
agua em ebuli¢do (AE), na proporgao de 1:5 (massa das sementes
em g/volume de agua destilada em mL) por 3 tempos: 5, 10 e
15 minutos; ¢) cozidas no vapor por 10 minutos.

As sementes cruas e submetidas aos diferentes tratamentos
de cozimento foram congeladas em nitrogénio liquido,
liofilizadas até massa constante e trituradas em moinho com
peneira de 40 mesh. A farinha de sementes de abdbora (FSA)
resultante dos diferentes tratamentos foi armazenada em frascos
de vidro hermeticamente fechados a temperatura ambiente até
posteriores analises.

2.2 Andlises quimicas

Polifendis

Os polifendis foram extraidos em condensador de refluxo
com metanol a 50%, por trés vezes consecutivas, usando chapa
aquecedora a 80 °C. Os extratos obtidos foram reunidos,
evaporados até o volume de 25 mL e submetidos a dosagem
colorimétrica (A =760 nm) com o uso do reagente de Folin-Denis
(composto por tungstato de sédio, acido fosfomolibdico e cido
fosférico). O acido tanico foi usado como padrao (GOLDSTEIN;
SWAIN, 1963).

Cianeto

A extragdo dos glicosideos cianogénicos da FSA foi feita
sob agita¢do horizontal por 15 minutos, em temperatura
ambiente, utilizando-se solugdo de 4cido cloridrico 0,1 mol.L".
O extrato obtido teve o pH ajustado para 6,0 e foi centrifugado
a 2000 x g/15 minutos (IKEDIOBI et al., 1980 modificado
por CORREA et al.,, 2002). Ao sobrenadante recolhido foi
acrescentada a enzima linamarase obtida de folhas de mandioca
conforme metodologia descrita por Corréa et al. (2002). Em
seguida, a mistura foi encubada a 30 °C por 1 hora e, ap6s esse
periodo, a solugdo de acido picrico saturado/carbonato de sédio
foi adicionada. Apds repouso de 10 minutos, adicionou-se
dgua a mistura e os tubos foram submetidos ao banho-maria
em ebuli¢do por 12 minutos, sendo o teor de cianeto medido
colorimetricamente em A = 530 nm. O cianeto de potassio foi
usado como padrido (WOOD, 1966).

Saponinas

As saponinas da FSA foram obtidas por extragdo
com etanol 99%, sob agitacdo horizontal por 1 hora, em
temperatura ambiente. O extrato obtido foi centrifugado a
10000 x g/10 minutos e o sobrenadante foi recolhido. O nivel de
saponina foi determinado colorimetricamente (A = 430 nm) pela
reagdo com o anisaldeido, em meio 4cido, usando digitonina
como padrao (BACCOU; LAMBERT; SAUVAIRE, 1977).
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Inibidor de tripsina

A FSA foi suspensa em solugdo de hidréxido de sodio
0,01 mol.L eagitada horizontalmente por 1 hora, em temperatura
ambiente. Apds centrifugagdo (3000 x g/10 minutos), uma
aliquota do sobrenadante foi usada para o ensaio enzimatico
empregando-se a enzima tripsina e o substrato BApNA (benzoil-
DL-arginina-p-nitroanilida) para verificagdo da existéncia
de inibidor da acdo da tripsina sobre o BapNA na amostra
pesquisada. A atividade do inibidor de tripsina foi expressa em
unidades de tripsina inibida (UTI) (KAKADE et al., 1974).

Atividade hemaglutinante

A FSA foi suspensa em solugdo de cloreto de sodio
0,85 g.100 mL™* (pH = 7,4) e agitada por 3 horas, em
temperatura ambiente. Em seguida, o extrato foi filtrado e a
atividade hemaglutinante foi determinada utilizando-se placas
de microtitula¢do, 100 uL de suspensdo de eritrdcitos 2%
(sangue humano A*) foram adicionados a 100 uL do extrato
da amostra fazendo-se uma série de diluigdes na base 2 (2°,
21,2% 23, etc.), seguida de repouso por 1 hora, em temperatura
ambiente. Posteriormente, verificou-se, por meio de leitura
visual, a presenca ou nao de aglutinagio de células sanguineas,
sendo o resultado confirmado apds 30 minutos. Paralelamente,
utilizou-se uma testemunha, que consistiu apenas de suspensdo
de eritrdcitos. Os resultados foram expressos pelo expoente,
da base 2, correspondente a tltima dilui¢io em que foi
observada aglutinacao visivel de eritrocitos (BARCA; OCHOA;
VALENCIA, 1985).

Digestibilidade proteica in vitro

A FSA (com teor de nitrogénio conhecido) foi submetida a
digestao pela enzima pepsina e posteriormente pela pancreatina
em seus pH 6timos, sendo a digestdo interrompida pela adi¢ao
de acido tricloroacético. Em seguida, fez-se a centrifugacio
(10000 x g/15 minutos), dosando-se o teor de nitrogénio no
sobrenadante. A caseina foi usada como padrio (AKESON;
STAHMANN, 1964). O valor da digestibilidade da caseina
obtido foi considerado como 100%, e o valor da digestibilidade
obtido para a FSA foi calculado em fung¢io do valor obtido para
a caseina.

Andlises estatisticas

Este experimento foi realizado em delineamento estatistico
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia
e, quando significativa, o teste de Tukey foi usado para as
compara¢des das médias entre os tratamentos, a 5% de
probabilidade (GOMES, 1990). Para a realizagdo das andlises
estatisticas, foi utilizado o software SISVAR 4.6.

3 Resultados e discussao

Os teores de antinutrientes e a digestibilidade proteica
in vitro da FSA submetidas aos cinco tratamentos estdo
apresentados na Tabela 1. Nao foram observadas diferencas
significativas (P = 5%), entre os tratamentos aplicados, quanto
aos teores de polifendis, enquanto que para cianeto, saponinas,
inibidor de tripsina e percentual de digestibilidade proteica
observaram-se diferencas com grau de significincia ao nivel
de P =1%.

O teor médio de polifendis determinado na FSA deste
trabalho foi de 0,22 g.100 g™! de matéria seca — MS. Segundo
Del-Vechio et al. (2005), o cozimento em AE por 10 minutos e
tostagem das sementes da moranga também nao acarretaram
diferengas significativas nos niveis deste antinutriente. O teor
meédio de polifendis descrito por tais pesquisadores é semelhante
(0,21 g.100 g' MS) ao determinado nesta pesquisa.

A ingestdo de compostos fendlicos por humanos ¢é
de aproximadamente 1 g.dia! (SCALBERT; JOHNSON;
SALTMARSH, 2005), estimativa esta que pode variar de acordo
com os habitos alimentares de cada individuo (MANACH et al.,
2004). Assim, niveis superiores a esse serao atingidos somente
se o consumo da FSA for superior a 455 g.dia!. Consumo
este considerado relativamente alto, o que diminui o risco de
que maleficios causados por altas doses de polifenois sejam
adquiridos com a utilizacido da FSA em dietas como fonte
nutricional alternativa ou complementar.

Apesar de ndo ter sido observada diferenca significativa,
quanto ao nivel de cianeto, entre as sementes cozidas em
AE por 10 e 15 minutos, de um modo geral, o cozimento
reduziu os teores desse antinutriente, o que esta de acordo
com varios estudos cientificos que indicam que o cianeto livre,

Tabela 1. Teores médios de antinutrientes, em matéria seca, e digestibilidade proteica in vitro* da farinha de sementes de abobora (Cucurbita maxima)

submetidas a cinco tratamentos.

Tratamentos Polifenois Cianeto Saponinas Inibidor de tripsina  Digestibilidade proteica

(g.100 g™) (mg.100 g™) (g.100 g) (UTT.mg™) in vitro (%)**
Cruas 0,21° 6,42° 0,35 4214 45,84¢
Cozidas em AE/5 minutos 0,21* 4,32° 0,34® 9,51° 69,06
Cozidas em AE/10 minutos 0,21* 3,36¢ 0,24¢ 8,41° 72,48
Cozidas em AE/15 minutos 0,24* 3,73¢ 0,31° 5,97¢ 50,744
Cozidas ao vapor/10 minutos 0,22° 4,19 0,31° 8,48" 61,64°
CV (%) 6,60 3,79 3,86 4,92 1,52

*Médias de 4 repeti¢oes seguidas da mesma letra nao diferem entre si (Teste de Tukey p < 0,05). *AE: d4gua sob ebuligdo. ‘UTI: unidades de tripsina

inibida. **Valores corrigidos para caseina considerada 100% digerivel.
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resultante da agdo enzimatica, é perdido durante o cozimento
(DEL-VECHIO et al., 2005; NGUDL KUO; LAMBEIN, 2003).
A enzima responsavel pela degradac¢do do substrato glicosideo
cianogénico é hidrolitica e, desta forma, necessita da presenga
da 4gua para atuar (CORREA et al., 2002). Portanto, as sementes
cozidas em AE por 10 e 15 minutos apresentaram os menores
niveis de cianeto, provavelmente, porque a enzima teve mais
tempo para atuar no substrato. Dentre os processamentos
usados por Del-Vechio et al. (2005), o cozimento em AE
por 10 minutos também acarretou a maior perda de cianeto
nas sementes da moranga. O teor de cianeto determinado
nas sementes cruas nesta pesquisa (6,42 mg.100 g-' MS) ¢é
semelhante ao relatado por Del-Vechio et al. (7,00 mg.100 g™*
MS) (2005). Em ambos os trabalhos, o maior teor de cianeto
foi observado nas sementes cruas.

A dose letal de cianeto oscila entre 0,5 e 3,5 mg.kg™" de
peso corporeo (WOGAN; MARLETTA, 1993). Portanto, para
um individuo de 70 kg, seria considerado seguro um consumo
maximo de aproximadamente 545 g da FSA. Consequentemente,
é provavel que a utilizagdo da FSA como suplemento alimentar
ndo seja suficiente para ultrapassar o limite dirio recomendado.
Porém é necessario mencionar a possibilidade de toxicidade
cronica atribuida a ingestdo de doses menores de cianeto durante
um prolongado periodo de consumo.

A redugdo dos niveis de saponinas na FSA foi significativa
apenas nas sementes cozidas em AE por 10 minutos
(0,24 g.100 g™' MS), ndo sendo observada diferenca, nos teores
desse antinutriente, entre as sementes cozidas em AE por
15 minutos e cozidas no vapor por 10 minutos (0,31 g.100 g ! MS).
Em estudos feitos com farinha de soja, Tarade et al. (2006)
observaram que o aumento do tempo de cozimento acarretou
maior reducio nos teores destas substincias, entretanto essa
redugéo foi muito sutil. Os teores de saponinas nas sementes
de soja variam significativamente (0,07 a 5,1 g.100 g*' MS)
de acordo com a variedade, modo de cultivo e maturidade
(SHIRAIWA; HARADA; OKUBO, 1991). Desta forma, os niveis
de saponinas presentes na FSA da presente pesquisa estdo na
faixa de variacéo descrita para os graos de soja.

A FSA cruaapresentou o menor nivel de inibidor de tripsina
(4,21 UTL.mg" MS), resultado esse contrario ao esperado,
devido ao comportamento termolabel da maioria dos inibidores
de tripsina. Esse resultado estd em desacordo com o descrito
por Del-Vechio et al. (2005), os quais reportaram maiores niveis
de inibidores de tripsina nas sementes cruas do que naquelas
submetidas ao cozimento em AE por 10 minutos (6,24 e
1,39 UTL.mg ! MS, respectivamente). Todavia, observou-se
que houve redugio nos teores deste antinutriente na FSA deste
trabalho & medida que se aumentou o tempo de cozimento em
AE, variando-se os niveis de 9,51 a 5,97 UTL.mg' MS. Além
disso, observou-se que os diferentes tipos de cozimento por
10 minutos (em agua em ebuli¢do e no vapor) ndo acarretaram
diferenca significativa nos niveis de inibidores de tripsina.

Nio foi detectada atividade hemaglutinante na FSA, o que
representa um bom resultado, pois a aglutinagdo de células
sanguineas diminui a eficiéncia do sistema de transporte de
oxigénio, entre outros fatores. Contudo, isto ndo descarta a
possibilidade das sementes serem téxicas quando consumidas
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em grandes quantidades. Del-Vechio et al. (2005) detectaram
atividade hemaglutinante nas sementes cruas e cozidas em
AE por 10 minutos nas diluigdes 2* e 2!, respectivamente,
entretanto o sangue humano utilizado por eles foi do tipo B,
enquanto que nesta pesquisa usou-se sangue humano do
tipo A*. Isso indica que as lectinas presentes nas sementes da
espécie Cucurbita maxima ndo aglutinam eritrdcitos humanos
de forma indiscriminada, ja que mostraram certa especificidade
para aglutinar células do sangue humano tipo B* e nenhuma
especificidade com as células do sangue humano do tipo A*.
As células sanguineas presentes nos sangues humanos de tipo
A e B apresentam diferentes carboidratos em sua superficie
(FUDENBERG etal., 1980). Como as lectinas sdo glicoproteinas
que se ligam a certos carboidratos de forma especifica
(SHARON; LIS, 2004), é provavel que essa seja a principal
explica¢do para a diferenca observada, quando comparados
os resultados da atividade hemaglutinante nesta pesquisa com
os relatados por Del-Vechio et al. (2005). Outras possiveis
explicagdes para esta diferenga podem ser devido ao tempo de
armazenamento das aboboras, época de colheita, maturidade
das sementes, entre outros.

As sementes cruas apresentaram a menor digestibilidade
proteica (45,84%), enquanto as cozidas em AE por 10 minutos
apresentaram a maior (72,48%). Houve, portanto, um
incremento de até 58,11%. Como o tratamento térmico niao
alterou os niveis de polifendis e os teores de inibidor de tripsina
apresentaram-se baixos, parece ndo ter ocorrido relagdo
entre estes compostos e a digestibilidade proteica. Portanto,
essa melhoria na digestibilidade é provavelmente resultante
de mudangas na conformacio tridimensional das proteinas
(desnaturacdo proteica) ocasionada pelo cozimento das
sementes em AE por 10 minutos, o que parece ter favorecido
a acdo das enzimas proteoliticas. Os valores da digestibilidade
proteica determinados nas sementes cruas e cozidas em AE
por 10 minutos nesta pesquisa foram, respectivamente, em
torno de 30% menor e 8% maior, quando confrontados com
aqueles referidos por Del-Vechio et al. (2005). Essas diferencas
podem ser explicadas em funcédo de vérios fatores: o tempo de
armazenamento das aboboras, a época de colheita, a maturidade
das sementes, entre outros.

4 Conclusoes

Os niveis de polifendis ndo foram influenciados pelo
tipo nem pelo tempo de cozimento das sementes da abobora
Cucurbita maxima, entretanto, observou-se reducéo dos teores
de cianeto e saponinas quando submetidas ao cozimento. O
aumento do tempo de cozimento das sementes em dgua em
ebuli¢do reduziu a a¢do de inibidores de tripsina, todavia o
menor valor para este parametro foi observado nas sementes
cruas, contrariando os padrdes citados na literatura. O
cozimento das sementes em agua em ebuli¢do por 10 minutos
reportou uma maior redugdo tanto nos contetidos de cianeto
quanto de saponinas, além de acarretar a maior digestibilidade
proteica dentre os tratamentos aplicados.

Conclui-se, portanto, que o cozimento das sementes em
agua em ebulicdo por 10 minutos foi o que acarretou melhores
resultados.
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