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RESUMO

PIMENTA, Alexandre Vinco. Composicao nutricional, qualidade proteica,
bioacessibilidade e biodisponibilidade de calcio de linhacas germinadas
marrom e dourada (Linum usitatissimum L.). 2019. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre
- ES. Orientador: Prof. Dr. André Gustavo Vasconcelos Costa. Coorientadora: Profa.
Dra. Neuza Maria Brunoro Costa. Coorientador: Prof. Dr. Joel Camilo Souza Carneiro.

A germinacéo de sementes promove alteragdes na sua composigédo, proporcionando
potenciais beneficios nutritivos e de saude em comparagdo com as sementes nao
germinadas. O presente estudo teve por objetivo verificar a influéncia da germinagéo
nas caracteristicas fisico-quimicas, na qualidade proteica, na bioacessibilidade e na
biodisponibilidade de calcio das linhagcas marrom e dourada (Linum usitatissimum L.),
por meio de estudos in vitro e in vivo. A germinagao das linhagas, variedades marrom
e dourada, foi realizada por 48 horas, a 26 + 2° C. Apés, foi elaborada a farinha das
variedades de linhacas germinadas e ndo germinadas, as quais foram analisadas
quanto a composi¢ao centesimal, determinagao de calcio, oxalato, fitato e tanino. No
estudo in vitro, as farinhas foram submetidas a um processo de digestao
gastrointestinal simulado por enzimas, para avaliar a bioacessibilidade do calcio. Para
o estudo in vivo de biodisponibilidade de calcio, foram utilizados 40 ratos machos
Wistar divididos em cinco grupos: Controle (CT), Linhaga Dourada (LD), Linhaga
Marrom (LM), Linhagca Dourada Germinada (LDG) e Linhaca Marrom Germinada
(LMG). O estudo ocorreu durante seis semanas, sendo realizado balango de calcio na
sexta semana para avaliagdo da sua biodisponibilidade. Ao final do tempo
experimental, os animais foram eutanasiados, sendo coletadas amostras de sangue
para analises bioquimicas e tecido 6sseo femoral para analise de calcio. Para o estudo
in vivo de qualidade proteica, foram utilizados 48 ratos machos Wistar divididos em
seis grupos: Aproteico (AP), CT, LD, LM, LDG e LMG. O estudo ocorreu durante duas
semanas, sendo realizado balang¢o nitrogenado na segunda semana para avaliagao
da qualidade proteica. Para as analises estatisticas, foi empregado a Analise de
Variancia (ANOVA) “two-way” para os dados de caracterizagao fisico-quimica, fatores
antinutricionais e estudo in vitro de bioacessibilidade de calcio, sendo que em casos
de interagéo aplicou-se o teste de Tukey. Os estudos in vivo foram analisados por
meio da ANOVA “one-way”, acompanhada pelo teste de Tukey. Os resultados foram

apresentados em média + desvio padrao, sendo utilizado p < 0,05. A germinagao
IX



proporcionou aumento no teor de lipidios e de proteinas e, redugcdo no teor de
carboidratos das linhagas. A concentragdo de calcio apresenta-se superior na
variedade dourada em relacdo a marrom. O teor de tanino ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos, ao passo que os teores de fitato e oxalato apresentaram
reducao significativa apds a germinagao. A germinagao promoveu reducao da razao
molar fitato:calcio e oxalato:calcio, sendo que na linhaga marrom essas relagdes foram
superiores a variedade dourada. No estudo in vitro, as linhagas germinadas
apresentaram um percentual de calcio bioacessivel estatisticamente superior as
respectivas amostras nao germinadas. Ainda, a biodisponibilidade de calcio foi
influenciada pela variedade, sendo superior na linhaga dourada. Em relagcéo ao estudo
in vivo, verificou-se que o consumo alimentar, consumo calérico, consumo de calcio,
coeficiente de eficiéncia alimentar e coeficiente de eficiéncia caldrica; bem como o
peso semanal e ganho de peso total foram semelhantes para todos os grupos. Nao
foram observadas diferengcas na ingestao, excregao (urinaria e fecal) e retencao de
calcio. A germinacdo nao influenciou o balango de calcio, porém a linhaca marrom
germinada apresentou-se inferior ao grupo controle. Nao foram observadas diferengas
estatisticas nos niveis plasmaticos de calcio, fosforo, creatinina e fosfatase alcalina.
O presente estudo nao evidenciou alteragdes na morfologia e conteudo de calcio dos
fémures dos animais. Os valores do Coeficiente de Eficiéncia Proteica (PER) nao
apresentaram diferenga entre os grupos. No entanto, a germinagao promoveu redugéo
do Quociente de Eficiéncia Liquida da Proteina (NPR) e no PER e NPR relativos, ao
passo que para a Digestibilidade Verdadeira (DV), apenas a linhaga marrom melhorou
a digestibilidade apds a germinagdo. Em conclusdo, a germinagcdo das linhacas
promoveu aumento do conteudo lipidico e proteico, bem como redugao dos niveis de
fitato e oxalato. O estudo in vitro evidenciou que a germinagdo aumentou a
bioacessibilidade de calcio, enquanto o estudo in vivo nao influenciou na
biodisponibilidade de calcio, embora tenha apresentado efeito negativo sobre a
qualidade proteica. O uso da linhaga germinada, independente da variedade, pode
contribuir para aumentar o valor nutricional da dieta, sem prejuizos na homeostase de

calcio.

Palavras-chave: linhaca, germinacdo, qualidade proteica, metabolismo de calcio,

bioacessibilidade, biodisponibilidade.



ABSTRACT

Seed germination promotes changes in its composition, providing potential health and
nutritional benefits compared to non-germinated seeds. The aim of the present study
was to verify the influence of germination on physicochemical characteristics, protein
quality, bioaccessibility and bioavailability of brown and golden flaxseed (Linum
usitatissimum L.) flaxseed by in vitro and in vivo studies. Flaxseed germination, brown
and golden varieties, was performed for 48 hours at 26 + 2° C. Afterwards, the flour of
germinated and non-germinated flaxseed varieties was prepared and analyzed for
centesimal composition, calcium determination, oxalate, phytate and tannin. In the in
vitro study, the flours were subjected to an enzyme-simulated gastrointestinal digestion
process to assess calcium bioaccessibility. For the in vivo calcium bioavailability study,
40 male Wistar rats were divided into five groups: Control (CT), Golden Flaxseed (LD),
Brown Flaxseed (LM), Germinated Golden Flaxseed (LDG) and Germinated Brown
Flaxseed (LMG). The study took place for six weeks and calcium balance was
performed at six weeks to assess its bioavailability. At the end of the experimental time,
the animals were euthanized, and blood samples were collected for biochemical
analysis and femoral bone tissue for calcium analysis. For the in vivo protein quality
study, 48 male Wistar rats were divided into six groups: without protein (AP), CT, LD,
LM, LDG and LMG. The study took place during two weeks, being performed nitrogen
balance in the second week to evaluate the protein quality. Statistical analysis was
performed using the “two-way” analysis of variance (ANOVA) for the physicochemical
characterization data, antinutritional factors and in vitro study of calcium
bioaccessibility, in case of interaction the Tukey test was applied. In vivo studies were
analyzed using “one-way” ANOVA, followed by Tukey test. Results were presented as
mean * standard deviation, being used p < 0.05. Germination increased lipid and
protein content and reduced carbohydrate content of flaxseeds. Calcium concentration
is higher in the golden variety than in the brown one. The tannin content did not present
statistical difference between the groups, while the phytate and oxalate contents
showed significant reduction after germination. The germination promoted reduction of
the phytate:calcium and oxalate:calcium molar ratio, being that in brown flaxseed these
relations were superior to the golden variety. In the in vitro study, germinated flaxseeds
showed a statistically higher percentage of bioaccessible calcium than their non-

germinated samples. Also, calcium bioavailability was influenced by variety, being
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higher in golden flaxseed. Regarding the in vivo study, it was found that food intake,
caloric intake, calcium intake, food efficiency ratio and caloric efficiency ratio; as well
as weekly weight and total weight gain were similar for all groups. No differences were
observed in intake, excretion (urinary and fecal) and calcium retention. Germination
did not influence the calcium balance, but the germinated brown flaxseed was inferior
to the control group. No statistical differences were observed in plasma calcium,
phosphorus, creatinine and alkaline phosphatase levels. The present study did not
show changes in the morphology and calcium content of the femurs of the animals.
The Protein Efficiency Coefficient (PER) values did not differ between groups.
However, germination promoted a reduction in Net Protein Efficiency Ratio (NPR) and
relative PER and NPR, whereas for True Digestibility (DV), only brown flaxseed
improved digestibility after germination. In conclusion, flaxseed germination promoted
an increase in lipid and protein content, as well as a reduction in phytate and oxalate
levels. The in vitro study showed that germination increased calcium bioaccessibility,
while the in vivo study did not influence calcium bioavailability, although it had a
negative effect on protein quality. The use of germinated flaxseed, regardless of variety,
can contribute to increase the nutritional value of the diet without impairing calcium

homeostasis.

Keywords: flaxseed, germination, protein quality, calcium metabolism,

bioaccessibility, bioavailability.
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1. INTRODUGAO GERAL

A germinacdo é um método simples e barato, que promove melhorias na
palatabilidade, na digestibilidade e na biodisponibilidade de nutrientes. O efeito da
germinacao depende da variedade da semente e de condi¢cdes as quais a semente foi
submetida, como luz, temperatura e disponibilidade de agua (KUMAR; VERMA;
SINGH, 2011). Esse método de processamento é amplamente utilizado para
leguminosas e cereais, especialmente no Oriente e Extremo Oriente da Asia. Mas,
devido aos beneficios nutritivos em comparacdo com as sementes ndo germinadas,
vem ganhando espago também entre a populacdo Ocidental (PAJAK et al., 2014),
sendo um alimento consumido principalmente por vegetarianos, crudivoros e na area
gastrondémica, onde é utilizado para melhorar as propriedades sensoriais ou para
compor a estética de uma ampla variedade de preparacdes (HUBNER & ARENDT,
2013).

As sementes, em geral, consistem no embrido, no tecido do endosperma e no
revestimento da semente. Um dos principais propésitos do endosperma € servir como
fonte de nutrientes para o embrido germinar. A germinacéao € o resultado de diferentes
processos fisioldgicos, que resultam na degradacéo das reservas, na mobilizacao e
na utilizacdo de compostos (LINKIES et al., 2010). Sugere-se que as sementes
germinadas apresentam melhor qualidade nutricional, maior contetdo de compostos
bioativos e menor concentragdo de componentes antinutricionais (TARZI et al., 2012).
Além do mais, a germinacdo promove a sintese de novos compostos bioativos, que
além de proteger a planta de desafios exdgenos, como insetos e microrganismos,
podem ser benéficos a saude dos individuos (WANASUNDARA; SHAHIDI;
BROSNAN, 1999).

No processo germinativo, muitas enzimas sdo ativadas e algumas proteinas
sdo sintetizadas através de uma seérie de reagbes bioquimicas. Enquanto outras
proteinas podem ser hidrolisadas pela protease, sendo que esse equilibrio determina
o conteudo das proteinas nas sementes. Portanto, as mudancas no teor de proteinas
durante a germinacdo devem ser um processo de regulagédo dindmica (YIMING et al.,
2015).

As propriedades que melhor definem a qualidade nutricional de um alimento
em termos proteicos séo a sua digestibilidade e seu valor biologico (WANG et al.,
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2008). A digestibilidade e utilizacdo das proteinas vegetais sdo limitadas por fatores
exdgenos e enddégenos (DUODU et al., 2003). As sementes sdo geralmente
submetidas a algum tipo de tratamento térmico para melhorar a digestibilidade
proteica. Porém, métodos ndo térmicos e mais simples como a germinacao, podem
ser aplicados em produtos alimenticios, preservando a qualidade dos alimentos e
aumentando a digestibilidade (ESTRADA-GIRON; SWANSON; BARBOSA-
CANOVAS, 2005).

Nesse contexto, o crescente mercado de produtos naturais, aliado ao interesse
dos consumidores em melhorar a qualidade da alimentacdo e na prevencédo de
doencas, tem movido a industria alimenticia na busca por produtos mais saudaveis.
As sementes germinadas € um nicho a ser explorando, no qual a germinacdo da
linhaca (Linum usitatissimum L.) é pouco estudada (HERCHI et al., 2012).

A semente de linhaca é um cereal do grupo das oleaginosas, que se caracteriza
por ser achatada, oval, com uma extremidade pontiaguda e a cor variando de marrom-
avermelhada ao dourado. Apresentam um sabor agradavel de nozes e cereais,
ligeiramente amargo (COSKUNER & KARABABA, 2007).

A linhaca fornece beneficios para a saude devido a presenca de compostos
bioativos, que tem sido associado a reducdo do risco de doencas, como artrite,
diabetes, doencas coronarianas, acidentes vasculares cerebrais e cancer
(FIGUEIREDO et al., 2017). Ainda, diversos estudos tém relacionado o consumo de
linhaga com melhorias na composigéo corporal (AGUILAR et al., 2017; CINTRA et al.,
2006; MACHADO et al., 2015).

Originaria da Asia, hoje é amplamente distribuida ao redor do mundo,
crescendo em diversos tipos de terrenos. A variedade dourada é mais cultivada em
regibes frias, como Canada, Estados Unidos, Argentina, China, india, Holanda,
Marrocos e Russia (OOMAH & SITTER, 2009), enquanto a variedade marrom tem
sido cultivada em regifes de clima quente e Umido, como o Brasil, principalmente no
estado do Rio Grande do Sul (MARQUES et al., 2011), sendo comercializada para ao
consumidor a pre¢os mais baixos que a dourada.

A linhaca em geral, apresenta em sua composi¢cdo basica cerca de 43% de
carboidratos, sendo destes, 33% na forma de fibras, apresenta também 14% de
proteinas e 32% de lipidios, além de mineiras, como calcio (212 mg / 100g), fosforo
(616 mg / 100g) e magnésio (347 mg / 100 g); e vitaminas como vitamina E (0,24 mg

14



/ 100 g) e vitamina B6 (0,14 mg / 100 g) (IBGE, 2011; TACO, 2011; TBCA, 2018;
USDA, 2018).

A germinacgéo duplica o valor antioxidante da linhaca, além de reduzir fatores
antinutricionais, como fitato, oxalato e inibidores enzimaticos, permitindo maior
biodisponibilidade e absorcdo de nutrientes (SANDHU; KAUR; BHISE, 2017). Ainda,
um periodo curto de germinacéo (48 h) da linhaca é capaz de aumentar os conteidos
de &cido ascorbico, acidos fendlicos, flavondides e aminoacidos livres e, reduzir os
teores de glicosideos cianogénicos e do inibidor da tripsina (HERCHI et al., 2015;
WANASUNDARA; SHAHIDI; BROSNAN, 1999). Além disso, Sandhu; Kaur e Bhise
(2017) mostraram aumento no contetdo de célcio na linhaca germinada.

O célcio € um nutriente com fungdes bioldgicas, como a contragdo muscular,

mitose, coagulacdo sanguinea, transmissdo do impulso nervoso ou sinptico e o
suporte estrutural do esqueleto. Ainda, o consumo adequado de célcio tem sido
associado a reducdo do risco de osteoporose, hipertensdo arterial, obesidade e
cancer de colon (KAUSHIK et al., 2014).
A linhaca € uma boa fonte vegetal de célcio, cujo conteldo desse mineral, em uma
porcao de 20 g, € de aproximadamente de 45 mg (IBGE, 2011; TACO, 2011; TBCA,
2018; USDA, 2018). No entanto, deve-se ressaltar que os fatores antinutricionais da
linhaca podem comprometer a biodisponibilidade desse elemento.

Sendo assim, a germinagao pode melhorar a qualidade nutricional, reduzir os
fatores antinutricionais, aumentar o teor vitaminas, minerais e compostos bioativos e
com isso melhorar a bioacessibilidade e biodisponibilidade de nutrientes de sementes

comestiveis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar a influéncia da germinagdo nas caracteristicas fisico-quimicas, na
qualidade proteica, na bioacessibilidade e na biodisponibilidade de calcio das linhacas

dourada e marrom (Linum usitatissimum L.).

2.2 Especificos

I. Promover a germinagao das variedades de linhaga dourada e marrom,;

[I. Avaliar a composi¢cao centesimal das linhagas dourada e marrom nao
germinadas e germinadas;

[. Verificar a bioacessibilidade in vitro de calcio das linhagas dourada e marrom
nao germinadas e germinadas;

IV. Analisar a biodisponibilidade in vivo de calcio das linhagas dourada e
marrom ndo germinadas e germinadas;

V. Verificar os efeitos da germinagao das variedades de linha dourada e marrom
sobre a fixagao de calcio no tecido 6sseo e em parametros bioquimicos;

VI. Analisar a qualidade proteica in vivo das linhagas dourada e marrom nao
germinadas e germinadas;

VIl. Confrontar as caracteristicas fisico-quimicas, qualidade proteica,
bioacessibilidade e biodisponibilidade de calcio das linhagas dourada e marrom nao

germinadas e germinadas.
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3. ARTIGO DE REVISAO

Impacto da germinacéo sobre a composicao nutricional de sementes

comestiveis

RESUMO

A germinacdo € um método alternativo para melhorar a qualidade nutricional de
sementes. E um processo complexo, no qual ocorrem mudancas significativas nas
caracteristicas bioquimicas, nutricionais e sensoriais. Como resultado, as sementes
germinadas sdo nutricionalmente superiores as sementes ndo germinadas, com niveis
mais elevados de nutrientes e menor quantidade de antinutrientes. A presente revisao
teve como objetivo investigar os efeitos da germinacdo na qualidade nutricional em
diferentes tipos de sementes. Os resultados encontrados mostraram que a
germinacdo melhora o valor nutricional de sementes, propiciando diminui¢cdes de
fatores antinutricionais, como fitato, tanino e oxalato; bem como o aumento na
composicdo de minerais, vitaminas e compostos bioativos. Concluindo, a germinacéo
se mostra promissora na melhoria ha composicdo nutricional, da bioacessibilidade e

da biodisponibilidade de nutrientes e de compostos bioativos.

Palavras-chave: germinacdo, linhaga, qualidade nutricional, bioacessibilidade,
biodisponibilidade.
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3.1 INTRODUCAO

O crescente aumento no mercado de produtos naturais tem ocorrido atualmente
devido ao estilo de vida adotado por um nicho de consumidores, que buscam “vida
saudavel e alimentos saudaveis” (BENINCASA et al., 2019). Esse publico busca
alimentos com melhor contetdo nutricional, seja de nutrientes ou de ndo nutrientes,
0s quais promoverdo efeitos benéficos para a saude. Neste contexto, os alimentos
germinados vém ganhando destaque pela superior qualidade nutricional as sementes
nao germinadas (PAJAK et al., 2019).

Na germinacdo ocorrem mudancas significativas nos processos bioquimicos,
que irdo impactar nas caracteristicas nutricionais e sensoriais das sementes. A
germinacdo promove intensa atividade metabdlica, na qual ocorrem varias reacdes
guimicas envolvendo uma intensificacdo de processos que, dentre outras acoées,
atuam sobre o0s nutrientes armazenados nas sementes durante o processo de
maturacdo (GAN et al., 2017).

O mais elevado ponto de vitalidade no ciclo de vida de uma planta ocorre quando
esta € um broto, 0os quais apresentam altas concentracées de nutrientes e menores
guantidade de antinutrientes (NONOGAKI, 2014). Porém os efeitos da germinacao
sobre a composicdo quimica, aspectos nutricionais e caracteristicas sensoriais,
variam com as espécies, cultivares vegetais e as condicbes de germinacdo das
sementes (ROSENTAL; NONOGAKI; FAIT, 2014).

Durante o desenvolvimento da semente, ocorre o armazenamento de minerais
nos tecidos, estes compostos armazenados séo hidrolisados e transportados para 0s
tecidos meristematicos do embrido que gradualmente se desenvolve em uma plantula
(GAN et al., 2017). Por outro lado, a germinacéo leva ao catabolismo e degradacgao
dos principais macronutrientes, acompanhados do aumento de agucares simples,
aminodcidos livres e acidos organicos (LIU; GUO; SHI, 2010). Ainda, pode reduzir os
inibidores de protease e a lectina, promovendo um incremento na digestibilidade
proteica (SHU et al., 2016). A germinacédo também é capaz de aumentar o contetdo
de vitaminas, como acido ascérbico, riboflavina, tiamina e acido félico, e de compostos
bioativos, como fendlicos, flavonoides e polifendis (GHAVIDEL & PRAKASH, 2007).

As sementes utilizadas nesse processo, na sua maioria, possuem diversos

efeitos biologicos como antioxidantes, antidiabéticos e hipocolesterolemiante, e que
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podem ser potencializados pela germinacéo, contribuindo ainda mais para a saude
humana (SIBIAN; SAXENA; RIAR, 2017). Portanto, a germinacdo € considerada
promissora no intuito de proporcionar melhorias a saude dos individuos a partir das
alteracOes positivas que ela ocasiona na qualidade nutricional de sementes
comestiveis.

O objetivo da presente reviséo foi abordar o efeito da germinacado na composicao
nutricional de sementes comestiveis e seus possiveis impactos sobre a

bioacessibilidade e biodisponibilidade de nutrientes.

3.2 Processo germinativo e alteracdes na composicao nutricional dos alimentos

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), por meio
da Associacdo Americana de Quimica dos Cereais (AACC), “sementes germinadas”
sao definidas como “sementes contendo todo o farelo, germe e endosperma originais
devendo ser considerados sementes integrais, desde que o crescimento do rebento
nao exceda o comprimento do gréo e os valores de nutrientes ndo tenham diminuido”
devendo ser rotulados como “sementes integrais maltadas ou germinadas”
(AMERICAN ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS, 2008).

A germinacdo € um processo que envolve tanto reacdes catabdlicas, como a
degradacédo de substancias de reservas, quanto reacfes anabdlicas na producédo de
novas células e organelas do embrido, sendo caraterizada como um processo
irreversivel e um dos mais delicados durante o ciclo de vida da planta (GAN et al.,
2017).

O processo germinativo inicia-se a partir de uma semente viavel, a qual foi
submetida a condi¢cbes externas, como temperatura, disponibilidade de agua,
luminosidade, composi¢cédo de gases na atmosfera; e internas, com a presenca de
promotores da germinacéo (OLIVEIRA; FERREIRA; BORGHETTI, 2005). Além disso,
€ importante que a semente possua reservas de nutrientes que favorecam o processo
germinativo. Desse modo, os efeitos da germinacdo sobre a composi¢cdo quimica,
aspectos nutricionais e caracteristicas sensoriais variam com as espécies, cultivares
vegetais e as condi¢cdes de germinacdo das sementes (ROSENTAL; NONOGAKI,
FAIT, 2014).
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De uma maneira geral, durante a formacéo da semente na planta mae, observa-
se inicialmente, um acumulo de acucares tais como sacarose, frutose e glicose, bem
como, compostos nitrogenados como aminoacidos e amidas. Estas substancias
drenadas da planta sdo os principais metabdlitos para a formacdo dos tecidos da
semente e das substancias de reserva que serdo acumuladas para fornecimento de
energia e substancias basicas para o desenvolvimento do processo de germinacao.
Desta forma, a medida que a semente se desenvolve ocorre diminui¢cdo na quantidade
destas substancias mais simples e, ao mesmo tempo, um acumulo de moléculas
maiores e mais complexas como as proteinas, amido, lipidios e celulose (KANMAZ &
OVA, 2015a). As proteinas exercem a funcdo de armazenar enxofre e nitrogénio
essenciais no desenvolvimento da plantula, ao passo que os carboidratos e os lipidios
desempenham principalmente funcbes energéticas, mas também podem ser
utilizados na formacdo de componentes estruturais (HUBNER & ARENDT, 2013).

O fitato, oxalato e tanino sdo altamente concentrados em varios alimentos de
origem vegetal, representando importantes fatores antinutricionais e afetando
principalmente a biodisponibilidade de ions minerais, uma vez que séo caracterizados
por uma forte afinidade quelante com cations. Mas a atividade de enzimas quelantes
desses fatores, tende a aumentar durante a germinacdo, podendo melhorar a
absorcado desses minerais (KUMAR et al., 2010). Os cereais integrais contém ainda,
altas concentracfes de antioxidantes, como polifendis, carotenoides, acido ascorbico
e tocoferdis, que equilibram os danos oxidativos dos componentes celulares das
plantulas (BAILLY, 2004). Geralmente, a germinac¢ao leva a um aumento no contetdo
total de alguns destes, embora diferentes contribuicdes de fracfes livres e ligadas
sejam observadas, dependendo da espécie e das condicbes de germinacao
(ALVAREZ-JUBETE et al., 2010).

Os principais componentes nutricionais de sementes comestiveis que podem

sofrer alteracdes no processo germinativo, sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Principais componentes nutricionais de sementes comestiveis que podem sofrer alteragdes
no processo germinativo.
Fonte: o autor.

3.2.1 Macronutrientes

3.2.1.1 Carboidratos

Os acucares livres estdo presentes em quantidades muito variaveis nas
sementes de diferentes espécies. Eles raramente sdo o principal carboidrato de
armazenamento, mas podem representar até 12-16% da massa seca em algumas
leguminosas. Entretanto, em outras espécies, especialmente os cereais, pode ser
inferior a 1%. O processo de germinacao diminui o teor de amido da semente, devido
a sua transformacdo em glicidios, porém estes ndo acumulam, séo utilizados em
grande parte na respiracdo, para a producdo de energia, bem como na sintese de
outras moléculas complexas (SINGH; SHARMA; SINGH, 2017).

A germinacao facilita a decomposi¢éo enzimatica de carboidratos em acgulcares
simples por meio da ativagao de enzimas enddgenas, como a a-amilase, melhorando
assim a digestibilidade do amido, fornecendo energia para o desenvolvimento da
semente (ZHANG, Ge et al., 2015). Um declinio do teor de amido é iniciado por

condicdes de germinacao, permitindo que a atividade enzimética da amilase hidrolise
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o amido em moléculas de acucar menores, como maltotriose e maltose. A duracéo do
processo € um fator significativo na germinacéo. A hidrolise maxima do amido € entre
48 e 72 h, que é quando a amilase atinge o maximo da sua atividade (NIRMALA,
SUBBA RAO; MURALIKRISHNA, 2000; TIAN, Bingiang et al., 2010).

No estagio inicial de germinacao, € esperado que grandes por¢des de acucares
soluveis sejam consumidas durante a respiragdo e a a-amilase ndo tenha sido
sintetizada ou ativada para hidrolisar o amido, levando a um menor aumento nos
acucares, sendo que o teor de agucares redutores ndo parece ser significativamente
afetado durante as primeiras 12 h de germinacédo (MBITHI-MWIKYA et al., 2000). No
entanto, apos 48 h de germinacado, a dorméncia € perdida a medida que as enzimas
amiloliticas sintetizadas na camada de aleurona migram para o endosperma e iniciam
a hidrélise dos granulos de amido (ZHANG, Ge et al., 2015). Os niveis de glicose e
frutose sdo geralmente baixos nos cereais crus. No entanto, ha germinacédo, os dois
acucares sollveis aumentam significativamente de tal forma que seus niveis
substituem a ativacdo da sacarose da invertase, que hidrolisa a sacarose em glicose
e frutose, levando a alteracdes do paladar e na digestibilidade dos carboidratos
(TRAORE et al., 2004).

O efeito da germinacdo no teor de fibras das sementes germinadas € muitas
vezes inconsistente e depende estritamente da fracdo da fibra, tempo de germinacéo
e gendtipos (NELSON et al., 2013). A perda de matéria seca resultante da hidrélise
enzimatica do amido e a quebra microbiana de materiais celulares, como proteinas,
lipidios e carboidratos, poderiam explicar o aumento destas. Essa diferenca também
pode resultar do aumento da estrutura celular das plantas a medida que germinam. A
fibra insolavel, que consiste em celulose, lignina e hemicelulose, pode aumentar
durante o processo de germinacado, pois as células vegetais sintetizam diferentes
componentes celulares (HUNG et al., 2012). Os estudos sao controversos, pois alguns
indicam reducao no teor de fibras de leguminosas apds a germinagao, devido ao
aumento da atividade das galactosidases (CHITRA; SINGH; RAO, 1996), e outros
observam aumento no teor de fibras, o que pode ser devido a um aumento na
producdo de celulose e pectina durante a germinagdo (MARTIN-CABREJAS et al.,
2008; RAES et al., 2014).

Essas alteracdes podem ser observadas em estudos envolvendo preparacdes

regionais tradicionais por exemplo, como no caso do Kwati (uma sopa de sementes
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germinadas tradicional das montanhas do Nepal e partes do nordeste da india), que
apresentou diminui¢do na concentracao de carboidratos (CHAUDHARY et al., 2015),
e em sementes isoladas como o tremoco e ervilha, que além dessa diminuicao,
apresentaram um aumento no teor de fibras (MARTIN-CABREJAS et al., 2003;
RUMIYATI; JAYASENA; JAMES, 2013).

Outros resultados relatando alteragdes na composicdo de carboidratos por meio

da germinacao podem ser observados na Tabela 1.

3.2.1.2 Proteinas

As proteinas de reserva de sementes sdo armazenadas em particulas proteicas
ou grdos de aleurona. Durante a germinagdo, ocorre a hidrélise catalisada por
proteases e 0s aminodcidos resultantes sao transportados para 0s pontos de
crescimento, onde sédo utilizados diretamente na formacéo de novas proteinas ou sao
oxidados para liberacéo de energia no ciclo de Krebs (HUBNER & ARENDT, 2013).

No processo germinativo, muitas enzimas séo ativadas e algumas proteinas séo
sintetizadas através de uma série de rea¢des bioquimicas. Enquanto outras proteinas
podem ser hidrolisadas pela protease, sendo que esse equilibrio determina o
conteudo da proteinas nas sementes. Assim, o teor de proteinas depende do efeito
da protedlise e da sintese proteica. Portanto, as mudancas no teor de proteinas
durante a germinacao consistem em um processo de regulacao dinamica (YIMING et
al., 2015).

Os inibidores de tripsina também desempenham um papel importante na
diminuicao da digestéo de proteinas desativando a tripsina, o que aumenta a atividade
biolégica das proteinas, ativando outras proteases de serina. A germinagdo tem
mostrado diminui¢cdo no efeito dos inibidores de tripsina devido a instabilidade desses
inibidores durante o processo germinativo (MAETENS et al., 2017). J4 o aumento do
teor de proteinas tem sido atribuido a liberacdo de proteinas compactada na estrutura
da semente quando a a-amilase decompde o granulo de amido durante a germinacéo
ou a sintese de proteinas (HEJAZI et al., 2016).

O aumento no teor de proteinas pode ser atribuido também a perdas no peso
seco, particularmente nos carboidratos, através da respiragdo durante a germinacao.

As perdas em peso seco podem ser contabilizadas principalmente como perda de
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acucares durante a respiracdo devido a producéo de diéxido de carbono e agua, que
escapam das sementes (MBITHI-MWIKYA et al., 2000).

De fato, hd muitos argumentos que explicam o comportamento das proteinas
durante a germinagéo, e diferentes conclusdes ja foram tiradas sobre esses efeitos
em cereais e leguminosas germinadas, e o efeito da germinagcédo nas proteinas das
sementes ainda nédo é claro (MAETENS et al., 2017; ZHANG, Ge et al., 2015).

Alteracdes no contetdo proteico apds a germinagdo podem ser observadas no
trigo-mourisco, por exemplo, em que houve diminuicdo significativa do teor de
proteinas (YIMING et al., 2015), ao passo que, em um outro estudo também com trigo-
mourisco, foi encontrado um aumento significativo nesse nutriente (ZHANG, Ge et al.,
2015). Mais alteracdes no teor proteico também podem ser vistas em outros estudos
com diferentes variedades de trigo (KOEHLER et al., 2007; SIBIAN; SAXENA,; RIAR,
2017; HUNG et al., 2012).

Além disso, outras sementes também apresentam diferencas positivas e
negativas nos teores de proteinas e na composi¢cao aminoacidica apés a germinagao
(Tabela 1).

3.2.1.3 Lipidios

Mesmo nos cereais, onde o amido é o principal estoque de carbono no
endosperma, os lipidios sdo abundantes nos tecidos vivos das sementes integrais na
forma de 6leo (GRAHAM, 2008). Das substancias que sdo mobilizadas durante a
germinacao, os lipidios sdo as reservas que mais necessitam de etapas para se
tornarem um produto de energia pronto para ser utilizado pela célula (HUBNER &
ARENDT, 2013). A mobilizacdo de triacilgliceréis a partir de corpos oleosos requer
uma atividade metabdlica coordenada, que € iniciada com a germinacao, levando a
conversao liquida de 6leo em agucares. As lipases liberam primeiro os acidos graxos
esterificados do triacilglicerol. Os &cidos graxos livres podem entédo ser degradados
através dos ciclos de B-oxidacdo e glioxilato e subsequentemente convertidos em
acucares (GRAHAM, 2008).

Com isso, a germinacdo reduz o conteudo de lipidios devido ao aumento da
atividade lipolitica durante a germinacédo, provocando a hidrélise e utilizagdo desses
lipidios como fonte de energia para reac¢des bioquimicas durante a germinacéo (JAN;
SAXENA; SINGH, 2016). A degradacdo de nutrientes de reserva durante a
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germinacao, como os lipidios, serve para fornecer a energia necessaria para a sintese
de proteinas no crescimento das plantas, mas nem sempre essa situacdo pode
ocorrer, e em alguns casos a germinagédo pode provocar um aumento nos teores de
lipidios, em vez de sua reducdo (HAHM; PARK; MARTIN LO, 2009).

Além disso, a atividade das lipoxigenases mostra-se reduzida durante a
germinacao, sendo que esse intervalo € devido a variacdo no tempo de germinacao.
Tempos de germinacdo mais longos resultam em atividades mais baixas devido a
degradac&o da lipoxigenase (BAU; VILLAUME; MEJEAN, 2002). Na producdo de um
chips a partir de farinha de soja germinada por exemplo, observou-se reducfes das
atividades da lipoxigenase-1 e lipoxigenase-3 (MAETENS et al., 2017).

Em sementes de paingo o teor de trioleina, diminuiu significativamente, sendo
que essa reducdo pode ser parcialmente atribuida ao aumento da atividade de
enzimas lipoliticas, resultando na hidrolise da trioleina em glicerol e acido oleico
durante o processo de germinacdo (XU et al., 2017). Por outro lado, Kim et al. (2012)
observaram um aumento de lipidios, bem como de acido linoleico e &cido oleico no
arroz germinado, enquanto ndo foi encontrada nenhuma alteracéo no teor de lipidios
em outro estudo com arroz (MOONGNGARM; SAETUNG, 2010).

Em sementes de linhaca marrom e dourada germinadas foi encontrada uma
reducado no teor de lipidios (HERCHI et al., 2015; KANMAZ & OVA, 2015a; LI et al.,
2019), entretanto, em um dos estudos, exclusivamente o teor de &cido palmitico,
aumentou notavelmente durante a germinagdo (KANMAZ & OVA, 2015a), enquanto
em outro estudo, os lipidios foram encontrados aumentados ap6s a germinacao
(KAUR; KAUR; BHISE, 2018).

Estudos realizados com sementes germinadas relacionando-se a alteragdes nos

teores de lipidios, sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Estudos relacionando a germinagao de sementes comestiveis com alteragées na composigao de carboidratos, proteinas

e lipidios.
Ano Autores Alimento (espécie) Tempo de Resultados
germinacao
Carboidratos
2000 Nirmala; Subba Rao; Muralikrishna Milheto (Eleusine coracana) 96 h | CHO e amido
2007 Ghavidel & Prakash Feijao-caupi, lentilha e gréo-de-bico (Vigna 24 h 1 digestibilidade do
catjang, Lens culinaris e Cicer arietinum) amido
2010 Tian et al. Aveia (Avena nuda) 144 h | amido
1 agucares livres
2012 Hung et al. Trigo (Triticum aestivum) 48 h 1 fibras
| amido

2013 Swieca; Baraniak; Gawlik-Dziki Lentilha (Lens culinaris) 144 h | amido
2015 Chaudhary et al. Variedades utilizadas na preparacéo do 120 h 1 fibras

Kwati | CHO
2016 Megat; Azrina; Norhaizan Feijdo-mungu, soja e amendoim (Phaseolus 72 h 1 fibras e agucares

aureus, Glycine max e Arachis hypogaea) totais
2018 Kaur; Kaur; Bhise Linhacga (Linum usitatissimum) 72 h 1 fibras
Proteinas

2005 Mubarak Feijao-mungu (Phaseolus aureus) 72 h T PTN
2007 Koehler et al. Trigo (Triticum aestivum) 122 h T AAs livres

CHO: carboidratos; PTN: proteinas; AAs: aminoacidos. 1: aumento; |: redugao.
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Continua Tabela 1.

Proteinas
2012
2013
2015
2015
2015
2015
2017

2018
Lipidios
2012
2012
2015
2015
2016
2017
2017
2018
2019

Hung et al. Trigo (Triticum aestivum) 48 h
Chilomer et al. Tremoco (Lupinus luteus) 96 h
Herchi et al. Linhaca (Linum usitatissimum) 96 h
Villeneuve et al. Linhaca (Linum usitatissimum) 24 h
Yiming et al. Trigo-mouriso (Fagopyrum tataricum Gaertn) 168 h
Cornejo et al. Arroz (Oryza sativa) 48 h
Sibian; Saxena; Riar Trigo, arroz e triticale (Triticum aestivum, Oryza 96 h

sativa e Triticosecale Wittmack)

Kaur; Kaur; Bhise Linhaca (Linum usitatissimum) 72h
Hung et al. Trigo (Triticum aestivum) 48 h

Kim et al. Arroz (Oryza sativa) 72 h
Herchi et al. Linhacga (Linum usitatissimum) 96 h
Kanmaz & Ova Linhaga (Linum usitatissimum) 120 h
Sharma; Saxena; Riar Milheto (Echinochloa frumentaceae) 82h
Maetens et al. Soja (Glycine max) 120 h

Xu et al. Painco (Coixlachryma-jobi) 60 h

Kaur; Kaur; Bhise Linhaca (Linum usitatissimum) 72 h
Li et al. Linhaga (Linum usitatissimum) 120 h

1 AAs livres
T PTN
T PTN
1 AAs essenciais
| PTN
T PTN
1 AAs nao
essenciais
T PTN

| LIP
1 LIP
J LIP
J LIP
1 acido palmitico
| lipoxigenase
| trioleina
1 LIP
J LIP

PTN: proteinas; AAs: aminodacidos; LIP: lipidios. 1: aumento; |: redugao.

29



3.2.2 Micronutrientes

3.2.2.1 Minerais

A diferenca na disponibilidade de minerais entre as sementes ap0s a germinacao
por periodo similar, pode estar relacionada a diferencas no contetudo de antinutrientes,
ativacdo de enzimas, extenséo da ligacdo dos minerais dentro da matriz ou interacéo
desses fatores (PAJAK et al., 2019).

As perdas de minerais durante o processo de embebigcdo antes da germinacao
podem ser atribuidas a lixiviagdo de minerais, que se desprendem da semente na
forma livre e / ou complexados pelo fitato ou associado a compostos fendlicos, que
sao solubilizados durante o processo e significativamente reduzidos pela germinacéo
(RAHMA et al.,, 2015). Durante alguns processos de germinacdo as perdas de
magneésio (Mg) por exemplo, continuam, embora em ordem decrescente, 0 que sugere
gue a quantidade soluvel desse mineral suscetivel de lixiviar a partir da semente
diminui com o aumento dos periodos de germinacdo (URBANO et al., 2006).

Ja o aumento no conteddo mineral de sementes germinadas é provavelmente
devido a perda de matéria seca devido ao metabolismo das sementes, isso € atribuido
a melhoria na extracdo mineral causada pela germinacdo. Além disso, a absorcéo de
certos minerais do meio de crescimento também poderia ser parcialmente
responsavel pelo aumento destes durante a germinacdo (SUNG et al., 2005).

Um aumento no teor de minerais é observado principalmente como resultado da
hidrélise do fitato devido ao aumento da atividade enzimética da fitase. O fator
antinutricional, atua como um poderoso agente quelante e, com isso, reduz a
biodisponibilidade de minerais que formam complexos insoluveis (SHARMA;
SAXENA; RIAR, 2016). ApOs esse aumento, a atividade da fitase pode diminuir
significativamente, provavelmente devido a degradacdo da enzima pela protease ativa
ou devido a inibicdo pela acumulagéo de fosfato (SUNG et al., 2005).

Alteracdes na composicao mineral de sementes comestiveis apds a germinagao

sao apresentadas na Tabela 2.
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3.2.2.2 Vitaminas

A germinacdo aumenta o conteudo de vitaminas presentes em cereais e
leguminosas, tais como riboflavina, niacina e tiamina em lentilha e feijao-fava por
exemplo (PRODANOV; SIERRA; VIDAL-VALVERDE, 1997). Aumentos estes que
podem ser devido a sintese dessas vitaminas pelos novos brotos (ZILIC et al., 2014).
No entanto, as perdas de vitaminas também sdo comuns durante a germinacao, como
a de tiamina em arroz integral (MOONGNGARM & SAETUNG, 2010), que pode ser
devido a lixiviagdo no processo de germinagéo.

Além destas vitaminas, o acido ascoérbico € um dos que mais sofrem alteracfes
durante o processo germinativo. O &cido ascorbico é essencial para diferentes
atividades fisiol6gicas para proteger as espécies vegetais dos danos induzidos pelo
estresse oxidante, incluindo o estagio inicial da germinacéo dos embrides (TOMMASI
et al., 2001). Ele pode ser sintetizado por plantas e animais a partir de glicose, manose
e galactose. Portanto, o aumento do acido ascorbico durante a germinacdo é
impulsionado pela hidrélise enzimatica do amido por amilases e diadstases que
aumentam a disponibilidade de glicose para a biossintese do acido ascorbico. E esse
conteudo aprimorado de glicose que atua como um precursor para a formacéo de
acido ascorbico (WANG et al., 2015a).

O acumulo de acido ascorbico em sementes comestiveis germinadas pode ser
devido a sintese de novo, uma vez que a maioria das sementes antes da germinacao
apresenta contetdo de &cido ascorbico muito baixo ou mesmo nao detectavel. Além
disso, a atividade de L-galactono-y-lactona desidrogenase, que € uma das enzimas
chave na biossintese do acido ascoérbico e catalisa a oxidacdo de I|-galactono-1,4-
lactona de &cido ascorbico, tem sido encontrado para ser significativamente
aumentada durante a germinacdo de sementes de soja, paralelamente ao aumento
do teor de acido ascorbico (XU; DONG; ZHU, 2005).

Além disso, a germinacdo pode alterar de forma distinta o teor de isbmeros do
tocoferol em sementes comestiveis, no entanto, 0s mecanismos potenciais
permanecem incertos. y-tocoferol € o principal componente entre os tocoferdis em
diversas sementes comestiveis, sendo significativamente aumentada em soja
germinada, mas reduzida em tremoco e feijao-mungu, por exemplo (FERNANDEZ-
OROZCO et al., 2008). Portanto, a influéncia da germinacéao do tocoferol depende de

sementes especificas.
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Estudo mostra que o contetudo de acido ascorbico, fendlicos, antioxidantes e
isoflavonas em soja e feijdao-mungu foram significativamente aumentados durante a
germinacao (HUANG; CAI; XU, 2014). Outros dois estudos com feijdo-mungu (GAN
et al.,, 2016; GUO et al., 2012) e um com soja (WANG et al., 2015b), mostraram
aumento no contetudo de acido ascoérbico, e ainda no caso da soja, também foi
observado aumento nos teores de a-tocoferol, y-tocoferol e &-tocoferol. Resultados
semelhantes foram encontrados na germinacdo de ervilha (SIERRA & VIDAL-
VALVERDE, 1999). E em sementes de linhaca, o conteddo de acido ascorbico
também foi aumentado apos a germinacdo (HERCHI et al., 2015; JUN et al., 2018).

Estudos realizados com sementes germinadas relacionando-se com vitaminas

sao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Estudos relacionando a germinacao de sementes com a composi¢gao de minerais e vitaminas.

Ano Autores Alimento (espécie) Tempo de Resultados
germinacao
Minerais
2006 Urbano et al. Ervilha (Pisum sativum) 96 h 1 Zn e Mg
2010 Platel; Eipeson; Trigo (Triticum aestivum) 48 h 1T FeeZn
Srinivasan
2011 Afify et al. Sorgo (Sorghum bicolor) 72h | FeeZn
2014 Suma & Urooj Milheto (Pennisetum typhoideum) 72 h 1 FeeCa
2017 Kajla; Sharma; Sood Linhaca (Linum usitatissimum) 48 h 1 Fe, Zne Mn
2017 Sandhu; Kaur; Bhise Linhaga (Linum usitatissimum) 48 h 1 Ca
2018 Lemmens et al. Trigo (Triticum aestivum) 120 h T FeeZn
2019 Pajak et al. Linhacga (Linum usitatissimum) 168 h 1+ Mg e Zn
1l Na, K, Fe, Cae Mn
Vitaminas
1997 Prodanov; Sierra; Vidal- Lentilha e feijao-fava (Lens culinaris e Vicia 144 h 1 Vit. B1, B2 e B3
Valverde Faba)
1999 Sierra & Vidal-Valverde Ervilha (Pisum sativum) 144 h 1 Vit B2e Bes

| B1

Ca: célcio; Fe: ferro; K: potassio; Mg: magnésio; Mn: manganés; Na: Sédio; Zn: zinco; Vit: vitamina. 1: aumento; |: redugao.
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Continua Tabela 2.

Vitaminas

2008

2014
2016
2018

Fernandez-Orozco et al.

Huang; Cai; Xu
Gan et al.

Jun et al.

Feijdo-mungu, tremoco e soja (Vigna radiata,
Lupinus luteus e Glycine max)
Soja e feijdo-mungu (Glycine max e Vigna radiata)
Feijdo-mungu (Vigna radiata)

Linhaca (Linum usitatissimum)

120 h

72 h
120 h
192 h

1 Vit E
L VIitE
1 Vit. C
1 Vit. C
1 Vit. C

Vit: vitamina. 1: aumento; |: reducéo.
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3.2.3 Germinagcao e compostos bioativos

Durante a germinacéo, varias rea¢des bioguimicas sdo iniciadas nas sementes,
0 que resulta em aumento de flavondides, polifendis, tocoferdis e acido y-
aminobutirico (GABA), melhorando as atividades antioxidantes (KHANG et al., 2016).
Ainda, alguns pesquisadores sugerem que a germinacao € um bioprocesso adequado
e efetivo para aumentar a concentracdo de compostos fendlicos em sementes. Isto
pode ser devido a liberacdo e biossintese desses compostos. Enzimas que degradam
a parede celular sao ativas durante a germinacéo e contribuem para a modificacdo da
estrutura da parede celular do gréo. O significado disso esta no fato de que compostos
fendlicos como acidos hidroxicinamicos estdo vinculados a polissacarideos nao-
amiladceos em paredes celulares de sementes através de associa¢des tais como
ligacBes éster e éter. A acdo de enzimas que degradam a parede celular nessas
ligacbes contribui para a liberacdo de compostos fendlicos ligados (ALVAREZ-
JUBETE et al., 2010).

Os compostos fendlicos e flavonoides sdo importantes metabdlitos secundarios
nas plantas, que ndo estdao envolvidos apenas nos processos de reproducéo,
crescimento e coloracdo das flores e frutos das espécies vegetais, mas também
desempenham um papel importante na protecdo dos vegetais (WANG et al., 2015a).

No processo de crescimento, a L-fenilalanina é transformada em acido cinamico
sob a catélise de fenilalanina amonialise (PAL). E entdo, muitos componentes
fenolicos como o &cido ferdlico e cafeico sédo sintetizados (KIM et al., 2012). A
atividade da PAL pode ser aumentada durante a germinacédo. Assim, pode-se supor
gue o aumento do teor total de fendlicos, flavondides e de tanino condensado
observado na maioria dos processos germinativos, pode ser devido ao aumento da
atividade PAL durante o estagio inicial de germinacao (WINKEL-SHIRLEY, 2001).

O GABA é um aminoacido ndo proteico amplamente existente em plantas e
animais. Nos mamiferos, funciona como um importante neurotransmissor do sistema
nervoso e pode regular a pressao arterial e a frequéncia cardiaca, aliviar a dor e a
ansiedade e aumentar a secrecao de insulina do pancreas (ADEGHATE & PONERY,
2002). Nas plantas, pode ser sintetizado através de diferentes vias de sinalizacao,
sendo sintetizado principalmente a partir do acido L-glutdmico via glutamato
descarboxilase (GAD), ou pode ser transformado via intermediario vy-

aminobutiraldeido a partir de poliamina, em cujo processo a diamina oxidase (DAO)
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esta envolvida (SHELP et al., 2012). Varios estudos demonstraram que a atividade de
GAD e DAO ¢ significativamente aumentada durante a germinagcéao de sementes (XU
etal., 2010; XU & HU, 2014; YANG; CHEN; GU, 2011). Portanto, o acimulo de GABA
em sementes germinadas pode ser devido ao aumento da atividade de enzimas
endogenas envolvidas nas vias metabodlicas do GABA (GAN et al., 2017).

Cereais e leguminosas germinados, como arroz integral, gergelim, trigo, aveia,
lentilha soja e feijao, podem acumular significativamente GABA (HUANG; CAI; XU,
2017; MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2010).

Embora diferentes métodos de avaliacdo sejam utilizados para avaliar
compostos bioativos e a capacidade antioxidante em sementes comestiveis
germinadas, a maioria desses estudos alcangou um resultado consistente de que a
germinacdo pode aumentar significativamente esses valores quando comparados
com sementes ndo germinadas (ZHANG, Ge et al.,, 2015). No entanto, estudos
relatam diminuicéo ou flutuacdo de compostos bioativos e da capacidade antioxidante
em determinadas sementes (AGUILERA et al., 2014; ALVAREZ-JUBETE et al., 2010;
GUAJARDO-FLORES; SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2013). Essa
contradicdo pode ser parcialmente associada com os resultados expressos como
peso umido ou peso seco, considerando que o teor de agua durante a germinacao é
gradualmente aumentado durante o processo de germinacdo (AGUILERA et al.,
2014).

Estudos mostram aumento no teor de a-tocoferol (KIM; HAN; HAN, 1997),
diglucosideo secoisolariciresinol (SDG) (KIM; HAN; HAN, 1997; WANG et al., 2016),
flavondides, fendlicos totais (JUN et al., 2018) e lignanas (VILLENEUVE et al., 2015)
em linhaca marrom e dourada germinadas, melhorando de forma geral a capacidade
antioxidante dessas sementes. Ao passo que em outros estudos, foi observado uma
reducdo nos niveis de y-tocoferol (KIM; HAN; HAN, 1997), SDG e fendlicos
esterificados (KANMAZ & OVA, 2015b) e nos fendis totais e na atividade antioxidante
(KAUR; KAUR; BHISE, 2018) dessas sementes.

Diversos estudos mostram alteragfes positivas e negativas da germinacdo em
varios compostos bioativos dos mais variados tipos de sementes comestiveis (Tabela
3).
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Tabela 3 - Estudos relacionando a germinacao de sementes com a composi¢gdo de compostos bioativos.

Ano Autores Alimento (espécie) Tempo de Resultados
germinacao
1997 Kim; Han; Han Linhaca (Linum usitatissimum) 48 h 1 SDG e tocoferdis totais
2003 Plaza; De Ancos; Soja e alfafa (Glycine max e Medicago sativa) 24 h 1 fitoestrogénos
Cano
2004  Tian; Nakamura; Arroz (Oryza sativa) 24 h 1 fendlicos insoluveis
Kayahara

2012 Hung et al. Trigo (Triticum aestivum) 48 h 1 GABA e fendlicos totais

2014 Pajak et al. Feijdo-mungu e girassol (Vigna radiata e Helianthus 120 h 1 fendlicos e flavondides
annuus) totais

2015 Zhang et al. Trigo (Triticum aestivum) 72 h 1 fendlicos e flavondides

totais

2015 Kanmaz & Ova Linhaca (Linum usitatissimum) 264 h | SDG

2015 Villeneuve et al. Linhaca (Linum usitatissimum) 24 h 1 lignanas

2015 Wang et al. Soja (Glycine max) 120 h 1 GABA e isoflavonas

2016 Wang et al. Linhaga (Linum usitatissimum) 192 h 1 SDG

2017 Huang; Cai; Xu Soja (Glycine max) 72 h 1 GABA e isoflavonas

2017 Xu et al. Paingo (Coix lachryma-jobi) 60 h T GABA

2017 GoOmez-Favela et al. Chia (Salvia hispanica) 120 h 1 GABA e fendlicos totais

SDG: diglucosideo secoisolariciresinol; GABA: acido y-aminobutirico. 1: aumento; |: redugao.
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Continua Tabela 3.

2018 Gong et al. Milho (Zea mays) 72 h 1 fendlicos e flavondides
totais
2018 Jun et al. Linhacga (Linum usitatissimum) 192 h 1 fendlicos e flavondides
totais
2019 Pajak et al. Chia e linhaca (Salvia hispanica e Linum 168 h 1 fendlicos e flavondides
usitatissimum) totais
1: aumento.
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3.2.4 Fatores antinutricionais

As sementes contém niveis significativos de fatores antinutricionais que
prejudicam seus beneficios nutricionais e de saude. Entre esses antinutrientes incluem
inibidores de tripsina e quimotripsina, oxalato, lectina, oligossacarideos da familia da
rafinose, saponinas, tanino e polifendis de fitato (WANG et al., 2010). Fitato e tanino
sdo antinutrientes estaveis ao calor, de maior preocupacdo com relacdo a
biodisponibilidade mineral, que se refere a propor¢cao de um mineral que é absorvido e
utilizado através de vias metabdlicas normais (HAILESLASSIE; HENRY; TYLER, 2016).

O fitato pode quelar metais di e trivalentes e interagir com proteinas e vitaminas.
Na forma anibnica pode ligar-se a minerais, proteinas e amido no trato digestivo,
diminuindo a biodisponibilidade destes nas sementes (GHUMMAN; KAUR; SINGH,
2016). O fitato € formado durante a maturacdo das sementes das plantas e, portanto,
as diferencas no contetdo de fitato das sementes podem ser devidas a diferencas no
grau de maturacao durante a colheita (LUO et al., 2018).

A acdo antinutricional do tanino esta baseada na capacidade de formar complexos
insolUveis com minerais, proteinas e amidos biologicamente indisponiveis para seres
humanos em condicdes fisiolégicas normais (AMAROWICZ; DYKES; PEGG, 2008).

O oxalato é formado nas plantas pela oxidacdo incompleta de carboidratos
ocasionada pela acéo de fungos (Aspergillus niger) ou bactérias (Acetobacter) (SUNG
et al., 2005). Como produto final metabdlico em humanos, o oxalato ndo exibe acdo
benéfica e devem ser excretados na urina. Os efeitos adversos dos oxalato séo devidos
a sua capacidade de quelar minerais, reduzindo assim a biodisponibilidade mineral
(JUDPRASONG et al., 2006).

A diminuicdo desses fatores no processo germinativo pode ser parcialmente
atribuida ao aumento da atividade de enzimas como a fitase e a oxalato oxidase, que
resultam na hidrélise desses componentes (SUNG et al., 2005). E importante ressaltar
gue as sementes contém essas enzimas enddgenas e que sao ativadas naturalmente
pela germinagéo (LUO et al., 2018). Além disso, a lixiviagdo do teor solivel desses
fatores pela agua utilizada no processo de germinagcédo, também pode explicar a
diminuicao no teor total dos mesmos (SUMA & UROOJ, 2014). Por outro lado, estudo
nao encontrou reducéao significativa no teor de fitato da linhaca apos a germinacao, a
gual pode ser devido a menor relacdo semente / agua (HEMALATHA; PLATEL,
SRINIVASAN, 2007).

A reducgéo desses fatores antinutricionais em sementes comestiveis podem ser
observadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Estudos relacionando a germinagao de sementes com a concentragao de fatores antinutricionais.

Ano Autores Alimento (espécie) Tempo de Resultados
germinacao
2002 Egli et al. Grao-de-bico (Cicer arietinum) 48 h | tanino
2007 Shimelis & Rakshit Feijao (Phaseolus vulgaris) 96 h | fitato e tanino
2007 Khattak et al. Grao-de-bico (Cicer arietinum) 96 h | fitato
2011 Azeke et al. Feijdo-guandu, feijdo-fava e feijao-africano (Cajanus 168 h | fitato
cajan, Phaseolus lunatus e Sphenostylis stenocarpa)
2013 Gharachorloo; Tarzi; Lentilha (Lens culinaris) 120 h | fitato e tanino
Baharinia
2014 Bains; Uppal; Kaur Grao-de-bico, feijao-caupi e feijao-guandu (Cicer 48 h | fitato
arietinum, Vigna unguiculata e Cajanus cajan)
2014 Suma & Urooj Milheto (Pennisetum typhoideum) 72 h | oxalato e fitato
2017 Kajla; Sharma; Sood Linhaca (Linum usitatissimum) 48 h | fitato
2019 Erba et al. Grao-de-bico e ervilha (Cicer arietinum e Pisum sativum) 72 h | fitato
l: reducéo.
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3.3 Impacto da germinagdo em estudos in vitro e in vivo

Antes de ser capaz de exercer um efeito benéfico no corpo, um determinado
nutriente ou composto bioativo de um alimento deve primeiro ser bioacessivel dentro
da matriz alimentar. A fragao bioacessivel é a “fracdo liberada da matriz alimentar e
disponivel para absorgao intestinal”’. Devido a algumas dificuldades no acesso ao trato
digestivo humano, esta fracéo é geralmente medida em sistemas digestivos simulados
in vitro. Assim, em geral, em artigos de pesquisa relatando estudos realizados in vitro,
o termo "bioacessivel" e ndo "biodisponivel" deve ser usado (LESTIENNE et al., 2007).

A biodisponibilidade captura a fracdo de uma substancia que entra na circulacéo
sistémica para induzir a funcéo fisiologica pretendida ao atingir o local alvo. A fracao
biodisponivel de um composto ingerido € “a fragdo do nutriente ingerido que esta
disponivel para utilizacdo em fun¢des fisiolégicas normais e para armazenamento”. O
conceito de biodisponibilidade, portanto, implica a nocdo do alvo fisiolégico a ser
alcancado pelo composto bioativo. Entende-se que uma fracdo bioacessivel de um
nutriente pode néo atingir totalmente seu alvo (PARADA & AGUILERA, 2007).

Os impactos da germinacdo em estudos in vitro e in vivo sdo apresentados na

Figura 2.
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Figura 2. Impactos da germinacado em estudos in vitro e in vivo.
Fonte: o autor.
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3.3.1 Estudos in vitro - bioacessibilidade de nutrientes

Investigando-se a influéncia da germinacdo no milheto, trigo e cevada na
bioacessibilidade do ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn), cobre (Cu) e Ca, concluiu-
se que, a germinagao aumentou a bioacessibilidade do Fe no milheto e no trigo,
enquanto a bioacessibilidade do Zn aumentou no trigo e na cevada e reduziu no
milheto. A bioacessibilidade do Ca e Mn do milheto e do trigo também aumentaram e
o teor Cu diminuiu significativamente na cevada (PLATEL; EIPESON; SRINIVASAN,
2010).

Entre os inibidores da bioacessibilidade mineral inerente as sementes, o fitato
tem sido observado como dominante em relacédo as fibras, tanino ou oxalato. Durante
a germinacao, a sintese de novo e ativacao de fitases endégenas com concomitante
diminuicdo no conteudo de fitato ocorre em cereais e leguminosas. O efeito benéfico
da germinacéo na bioacessibilidade dos minerais, pode provavelmente ser atribuido
a diminuicdo desse conteudo, mas em alguns tipos de sementes cujo contetudo de
fitato intrinseco ja é relativamente menor, costumam ndo encontrar vantagens no
aumento da bioacessibilidade desses minerais por meio do processo germinativo.
Entretanto, nessas sementes cujo conteudo de fitato ndo parece ser afetado pela
germinacao, o tanino ou o oxalato podem-se mostrar significativamente diminuidos, o
gue também pode levar a essa melhor bioacessibilidade mineral (PLATEL; EIPESON,;
SRINIVASAN, 2010).

A germinacédo também pode causar a ativacdo de enzimas que degradam os
componentes da matriz alimentar, aumentando assim a digestibilidade dos nutrientes
(CORREIA et al.,, 2010). Sendo que essa alteracdes dependem da variedade da
semente.

Em sementes de sorgo, a solubilidade das proteinas aumentou
significativamente. Além disso, a digestibilidade proteica in vitro foi significativamente
aumentada apds os tratamentos de germinacdo (AFIFY et al., 2012). Sementes de
feno-grego germinadas melhoraram a bioacessibilidade de Fe, Zn e Ca e aumentaram
a digestibilidade in vitro das proteinas e do amido (HOODA & JOOD, 2003).

A germinacao causou significativo aumento na bioacessibilidade de Fe e Ca e
na digestibilidade in vitro de amido e de proteinas do feijdo-mungu, feijao-caupi,
lentilha e gréo-de-bico, sendo que o percentual de Fe e Ca bioacessiveis e a

digestibilidade in vitro de amido e de proteinas, correlacionaram-se significativamente

42



e negativamente com os teores de &acido fitico, tanino e fibras (GHAVIDEL &
PRAKASH, 2007).

Em alguns casos a germinacdo nédo é capaz de melhorar significativamente a
disponibilidade dos minerais das sementes, podendo ser interessante combinar
métodos de processamento com outras abordagens, como a aplicacdo de
intensificadores de captacdo e o tratamento com fitase, para melhorar esse fator
(LIANG et al., 2008).

Pensando nisso, que alguns estudos trabalham com a fortificacdo das
sementes durante o processo de imersdo e germinagdo. Estudos sobre alimentos a
base de cereais germinados, relatam que a germinacdo ndo melhora o estado do Fe
e que se precisa combinar com fortificacdo (MAMIRO et al., 2004; PYNAERT et al.,
2006; TATALA et al., 2007; WEI et al., 2013). A possivel razao, pode ser que essas
mudancas estao relacionadas a uma alteracdo no contetdo e / ou na atividade de
acido fitico e compostos fendlicos no grao como resultado do processamento. Embora
0 processo de germinagdo possa aumentar a quantidade de Fe sollvel, o acido fitico
residual em sementes ainda interfere na absorcdo de Fe, além disso os processos de
germinacao também quebram polimeros e os compostos monoméricos resultantes
podem complexar com Fe dentro do liumen intestinal, limitando a absorcédo de Fe
(PYNAERT et al., 2006).

A incubacdo com adicdo de fitase também pode ser uma alternativa a ser
incorporada no processo de germinagao no intuito de melhorar os valores nutricionais
das sementes. Os valores da bioacessibilidade de Zn e Fe aumentaram enquanto a
do Ca diminuiu em sementes de soja e feijdo-mungu germinados, mas os valores de
bioacessibilidade da soja para Zn, Fe e Ca foram ainda maiores apés a incubacéo
(WANG et al., 2015c).

Um outro método que pode ser utilizado durante a germinacao para melhorar a
bioacessibilidade mineral, € a imersdo da semente em solu¢éo de pH basico. Esse
processo, parece ter um efeito protetor em relacdo as perdas minerais pela
solubilizacdo em comparacédo com o processo de imersdo com agua normal, assim, a
perda mineral reduzida na forma solavel do mineral, juntamente com a sua maior
ingestao, favorece a utilizacao digestiva dos minerais (KAUP et al., 1990). O estudo
de Nestares et al. (2003), mostrou que o teor de Ca do feijdo aumentou a medida que
o pH da solucdo de imersdo aumentava. Este resultado deve-se ao fato de que o

43



processamento da leguminosa modifica outros componentes que afetam a absor¢éo
de Ca. Assim, a melhoria na qualidade proteica por imersdo da semente em solucao
pH bésico favorece a absorcdo de Ca. Além disso, & medida que o pH da solucéo
aumenta, o Ca menos sollvel é perdido e a bioacessibilidade do mineral melhora
(KAUP et al., 1990).

O destino dos alimentos no trato gastrointestinal € de fato extremamente
complexo e depende de parémetros fisicos e fisico-quimicos, além de parametros
hormonais do individuo e de seu perfil genético. Mas simulé-lo com a digestéo in vitro,
integrando a mastigacao e o esvaziamento gastrico, pode abordar um pouco dessa
complexidade e ser vantajoso, ja que estes sdo dois passos fundamentais para
disponibilizar os nutrientes para o intestino delgado, o principal local de absorcao
(FARDET, 2015).

Estudos realizados com sementes germinadas relacionando-se com a

bioacessibilidade de nutrientes sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Estudos in vitro relacionando a germinagao de sementes com a bioacessibilidade de nutrientes.

Ano  Autores Alimento (espécie) Tempo de Metodologia Resultados
germinacao
2003 Hooda & Feno-grego (Trigonellafoenum- 48 h Digestéo in vitro 1 bioacessibilidade de Ca, Fe e Zn
Jood graecum) das farinhas 1 digestibilidade in vitro de proteinas e
amido
2007  Ghavidel Feijao-mungu, feijao-caupi, 24 h Digestao in vitro 1 bioacessibilidade de Ca e Fe
& Prakash lentilha e grdo-de-bico (Phaseolus das farinhas 1 digestibilidade in vitro de proteinas e
aureus, Vigna catjang, Lens amido
culinaris e Cicer arietinum)
2010 Platel; Milheto, trigo e cevada (Eleusine 48 h Digestéao in vitro 1 bioacessibilidade de Fe, Ca e Mn do
Eipeson; coracana, Triticum aestivum e das farinhas milheto; Fe, Zn, Ca e Mn do trigo e; Zn
Srinivasan Hordeum vulgare) da cevada
| bioacessibilidade de Zn do milheto e
de Cu da cevada
2012 Afify et al. Sorgo (Sorghum moench) 72h Digestéo in vitro 1 solubilidade das proteinas e da
das farinhas digestibilidade proteica in vitro
2015 Wanget Soja e feijdo-mungu (Glycine max 96 h Digestao in vitro 1 bioacessibilidade de Ca, Fe e Zn
al. e Vigna radiate) das farinhas

incubadas com

adicao de fitase

Ca: célcio; Cu: cobre; Fe: ferro; Mn: manganés; Zn: zinco. 1: aumento; |: reducao.
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3.3.2 Estudos in vivo — biodisponibilidade de nutrientes e efeitos fisiol6gicos

N&o é suficiente que o alimento contenha um nutriente benéfico em particular,
para que seja totalmente utilizado pelo organismo. Entre os alimentos e seus efeitos
na saude, ha o destino digestivo, a bioacessibilidade de seus componentes, sua
absorcdo intestinal e / ou colbnica, seu metabolismo, sua biodisponibilidade e,
finalmente, um efeito potencial para a saude (FARDET, 2015). Além disso, 0s
elementos constituintes de um alimento ndo sdo 100% biodisponiveis e sua cinética
de liberagcdo pode afetar muito o efeito geral de saude dos alimentos. Cada vez mais
as pesquisas tendem a considerar 0 alimento ndo como um conjunto de compostos
isolados, mas como uma soma de componentes, interagindo entre si e com outros
alimentos e componentes da dieta (SLATTERY, 2008).

Dietas experimentais contendo arroz germinado foram utilizadas para
investigar a influéncia da germinacdo sobre o colesterol sanguineo em ratos
hipercolesterolémicos. A hipercolesterolemia e a lipoproteina de baixa densidade
(LDL) foram melhoradas com sucesso pelas dietas experimentais contendo arroz
germinado. Em comparacédo com o controle, a germinacao teve um efeito significativo
no colesterol sanguineo. Verificou-se também que o melhor efeito no perfil lipidico de
ratos hipercolesterolémicos foi observado com o prolongamento do tempo de
germinacao, que levou a um aumento dos componentes bioativos, proporcionando
uma dieta funcional mais eficiente, e consequentemente afetando o alto nivel de
colesterol no sangue (ROOHINEJAD et al., 2010).

Avaliou-se também o arroz germinado em coelhos. O grupo arroz germinado
teve impacto positivo no aumento da atividade das enzimas antioxidantes e no nivel
de vitamina E e na reducdo da peroxidacéo lipidica, prevenindo a formacéao de placas
ateroscleroticas. Além disso, a dieta também reduziu o nivel de enzimas hepéticas,
sugerindo que o arroz germinado tem efeitos protetores potentes contra a leséo
hepatica induzida por estresse, por meio de atividades antioxidantes (ESA et al.,
2013).

Foram estudados os efeitos do arroz no estado antioxidante em ratos diabéticos
tipo 2, induzidos com dieta hiperlipidica e inje¢do de estreptozotocina. Melhoraram-se
as atividades de eliminacao de radicais glicémicos e hidroxilas nos rins, preveniu-se a

deterioracdo do status antioxidante total, preservou-se as enzimas hepaticas, assim
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como a creatinina sérica e produziu-se um melhor controle glicémico (IMAM et al.,
2012a).

Dois anos depois, Imam et al. (2014) avaliaram os efeitos do arroz no manejo
dietético de doencas cardiovasculares em ratos hipercolesterolémicos induzidos por
dieta. Houve reducéo dos pesos corporais e melhora nos perfis lipidicos no grupo com
arroz germinado, sugerindo que o arroz germinado poderia reduzir o risco de
desenvolver doengas cardiovasculares, melhorando o metabolismo e a dislipidemia.
Além disso, observou-se reducdo do estresse oxidativo e, consequentemente,
menores niveis de LDL-oxidada do que no grupo controle.

A biodisponibilidade de Ca foi avaliada em 11 alimentos de origem vegetal e
animal, utilizando-se ratos como modelo experimental. A biodisponibilidade de Ca foi
encontrada como sendo mais alta em peixes e queijos fermentados, mas a
germinacao de feijao-fava também aumentou a biodisponibilidade do Ca para um valor
comparavel ao de alguns produtos de origem animal, demonstrando que o0 processo
de germinacdo estd associado a um aumento na biodisponibilidade mineral,
sugerindo-se que a quebra de proteinas complexas sob o processo germinativo é o
mecanismo subjacente de acdo (GHANEM & HUSSEIN, 1999). A esse respeito, a
germinacdao do feijdo-mungu e do feijdo-caupi foi responsavel por consideravel
degradacdo e reducdo no conteudo de &acido fitico, sendo que tais mudancas
bioguimicas no contetdo das sementes foram sugeridas como responsaveis em
melhorar a biodisponibilidade do Ca (KUMAR et al., 1978).

Sementes de ervilha germinadas por 4 dias, melhoraram a biodisponibilidade
de Zn e Mg, superando as reducfes nesses teores causadas pela imersdo das
sementes (URBANO et al.,, 2006). Além disso, tanto a fermentacdo quanto a
germinacdo de feijdes, melhoraram a retengdo de Zn, e somente a germinagao
melhorou significativamente a absorcao de Zn e influenciou positivamente a retencao
de Fe. A germinacdo diminuiu o nivel de fitato no estudo de Fe e essa diminuigdo
provavelmente explica o aumento na disponibilidade de Fe das sementes germinadas.
Mas os resultados deste estudo mostram que uma diminuigdo nos niveis de fitato n&o
resultou em melhor absorcéo e retencdo do Fe. Esses resultados indicam que outros
fatores como tanino, quantidade e fonte de proteinas, aminoacidos selecionados,
forma quimica do Fe e duracédo da alimentacdo também podem desempenhar um

papel na absorcéo e retencao de Fe desses produtos (KANNAN et al., 2001).
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Um outro estudo, avaliou a biodisponibilidade da soja fortificada com FeSO4
usando ratos com anemia induzida por deficiéncia de Fe. Observou-se que nao houve
diferencas estatisticamente significativas na concentracdo de hemoglobina, volume
corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média entre os animais suplementados com soja enriquecida e 0s grupos
ferritina isolada, FeSOa isolado e animais saudaveis. Além disso, a soja germinada e
fortificada teve uma influéncia benéfica na recriagdo das reservas de ferritina no figado
€ No soro sanguineo, e ndo induziu alteracées negativas nos parametros gerais de
crescimento dos animais, sugerindo que a preparagao proposta € uma fonte segura e
faciimente disponivel de suplementac&o de Fe (ZIELINSKA-DAWIDZIAK et al., 2012).

Avaliando-se os efeitos da farinha de linhaga germinada na qualidade do fémur
durante o desmame de ratos, viu-se que o grupo linhaga germinada apresentou maior
forca maxima, resisténcia a ruptura, rigidez e radiodensidade da cabeca do fémur,
menores valores de acidos graxos poliinsaturados, acido araquidoénico e maior de
acido alfa-linolénico em comparacdo com o grupo linhaca ndo germinada. A
composicdo de acidos graxos da farinha de linhaca, bem como o perfil proteico e o
teor de Ca, foram capazes de melhorar a qualidade 6ssea, podendo estar associada
a menores niveis séricos de acido araquidénico e maior acido eicosapentaenoico,
apresentando perfil anti-inflamatério e maior deposicdo da matriz organica durante o
periodo pés-desmame, podendo resultar na prevencdo da osteoporose futura
(RIBEIRO et al., 2017).

Estudos realizados com sementes germinadas relacionando-se com a

biodisponibilidade de nutrientes e efeitos fisiolégicos sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Estudos in vivo relacionando a germinacao de sementes com a biodisponibilidade de nutrientes e efeitos fisioldgicos.

Ano Autores Alimento Composicao Modelo Tempo Resultados
(espécie) dadieta experimental experimental
2001 Kannan et al. Feijao Farinhas Ratos saudaveis 24 dias para Fe 1 bioacessibilidade de Fe
(Phaseolus miigiigiz ((:jc(;m e 10 dias para eZn
vulgaris) Fe>e Zn% Zn 1 retencdo de Zn
2006 Urbano et al. Ervilha 100 % de Ratos saudaveis 1 semana 1 biodisponibilidade de Zn
(Pisum farinha e Mg
sativum)
2010 Roohinejad etal. Arroz (Oryza 50 % de Ratos 4 semanas | hipercolesterolemia
sativa) farinha hipercolesterolémico
s
2012 Imam et al. Arroz (Oryza 50 % de Ratos diabéticos 4 semanas Melhora do controle
sativa) farinha tipo 2 glicémico
2012 Zielinska- Soja (Glycine Farinha Ratos anémicos 2 semanas Sem diferengas na
Dawidziak et al. max) fortificada com concentracéo de Hb,

FeSOq4

VCM e HCM em relacéo
aos grupos ferritina,

FeSO4 e controle

Ca: célcio; Fe: Ferro; Zn: zinco; Hb: hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; FeSOas: sulfato ferroso. 1: aumento;

l: reducéo.
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Continua Tabela 6.

2013 Esa et al. Arroz (Oryza 19 % de Coelhos saudaveis 10 semanas 1 atividade antioxidante e
sativa farinha Vitamina E
| peroxidacéo lipidica e
do nivel de enzimas
hepaticas
2014 Imam et al. Arroz (Oryza 50 % de Ratos 5 semanas | do peso corporal
sativa) farinha hipercolesterolémico Melhora do perfil lipidico
S | estresse oxidativo
| LDL-ox
2017 Ribeiroetal. Linhaga (Linum 25e 15 % de Ratos saudaveis 7 semanas 1 forca maxima,

usitatissimum)

farinha

resisténcia a ruptura e

rigidez do fémur

LDL-ox: lipoproteina de baixa densidade oxidada. 1: aumento; |: redugao.
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3.4 Perspectivas em estudos clinicos

O percurso da biodisponibilidade é longo e a percentagem do composto que
realmente tem um efeito sobre o corpo € dificil de determinar com preciséo.
Notavelmente, o0 acesso ao trato digestivo humano é complexo e ndo permite de forma
facil e precisa determinar a biodisponibilidade de compostos dietéticos. O efeito na
saude depende entdo do destino metabdlico do composto, da quantidade que atinge
o alvo fisiologico e do estado fisiologico do individuo (FARDET, 2015).

Os estudos preé-clinicos trazem uma confiabilidade sobre os efeitos da
germinacdo na saude, mas estudos clinicos sdo necessarios para comprovacao
desses efeitos em humanos. Entretanto, esses tipos de estudos controlados
randomizados comparando diretamente as diferencas entre sementes germinadas e
ndo germinadas nos desfechos metabdlicos de salde ainda sdo escassos,
consequentemente, no momento atual ainda ndo é possivel tirar conclusées
consistentes sobre o impacto do consumo de sementes germinadas na saude humana
e 0s mecanismos de regulacéo por tras dele (LEMMENS et al., 2019; NELSON et al.,
2013).

Atualmente os estudos clinicos mais importantes nessa area tém sido focados
no arroz germinado. No entanto, a maioria desse estudos é de curto prazo e estudos
clinicos crénicos ainda séo necessarios para verificar esses achados sobre os efeitos
da germinacao (IMAM et al., 2012b).

Alguns desses estudos em humanos observaram que 0 arroz germinado
produziu melhor resposta glicémica do que o arroz ndo germinado (ITO et al., 2005;
PANLASIGUI & THOMPSON, 2006). O mesmo aconteceu com individuos com
sobrepeso e obesos que foram expostos a pées, em que foi encontrado um efeito
positivo dos pdes com sementes germinadas na resposta glicEmica frente aos paes
convencionais (MOFIDI et al., 2012). Outros estudos com arroz, também
demonstraram reducdao significativa do colesterol total e triacilglicerdis, e aumento do
HDL dos individuos apés o consumo das sementes germinadas (HSU et al., 2008; WU
et al., 2013).

Em contrapartida, um estudo de intervengdo com cereais matinais baseados
em trigo integral ou em trigo germinado em humanos, mostrou que o nivel de LDL foi
afetado por ambas as intervengdes de maneira semelhante e os niveis de colesterol

total e HDL permaneceram inalterados, ndo apoiando a hipétese de que o trigo
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germinado teria um impacto mais forte do que o seu equivalente (NELSON et al.,
2016).

Além disso, estudos também apontam os efeitos positivos da germinacdo na
biodisponibilidade de minerais. Individuos saudaveis alimentados com mingau de
aveia germinada obtiveram um aumento significativo da absorcdo de Zn e Fe em
comparagcdo com O grupo que consumiu O mingau com a aveia nao germinada
(LARSSON et al., 1996). Fredlund et al. (2003) obtiveram resultados semelhantes
para a absorcdo de Zn com um grupo de individuos saudaveis quando Ihes deram
cereais matinais com cevada germinada e compararam com 0 grupo sem a cevada
germinada.

Apesar de os estudos relacionando a germinacdo de sementes com a saude
em humanos ainda serem escassos, 0S poucos trabalhos ja realizados mostram um
futuro promissor a ser explorado, a fim de se obter conclusées mais concisas sobre o0
assunto e poder afirmar com maior clareza e seguranca os reais efeitos dos alimentos

germinados sobre a saude humana.

3.6 CONCLUSAO

A germinacao pode ser um método eficaz quando se objetiva melhorar o valor
nutricional de sementes, sendo capaz de alterar os macronutrientes presentes no grao
e propiciar principalmente diminuicdes nos niveis de fatores antinutricionais, como
fitato, tanino e oxalato; e aumento nos valores de minerais, vitaminas, flavonoides,
fendlicos, polifendis, acido y-aminobutirico, entre outros compostos bioativos,
melhorando a capacidade antioxidante dessas sementes. A germinacdo também se
mostra promissora na melhoria da bioacessibilidade e biodisponibilidade de
nutrientes, sendo uma alternativa principalmente para a contribuicdo na obtencéo das
necessidades nutricionais de mineiras. A germinagdo pode ser aplicada aos mais
diversos tipos de cereais, pseudocereais e leguminosas a fim de melhorar sua
composicao fitoquimica e fungdes bioldgicas. Com isso, a germinacéo pode contribuir
para a nutricdo e saude humana, como a reducdo do risco da desnutricdo e de
doencas cronicas. Mais estudos sdo necessarios para compreender melhor os efeitos

de sementes comestiveis germinadas sobre a saude humana.
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4. ARTIGO ORIGINAL

Composicao nutricional, qualidade proteica, bioacessibilidade e
biodisponibilidade de céalcio de linhagas germinadas marrom e dourada (Linum

usitatissimum L.)

RESUMO

A germinacéo de sementes promove alteragées na sua composi¢cao, proporcionando
potenciais beneficios nutritivos e de saude em comparacdo com as sementes nao
germinadas. Verificou-se a influéncia da germinagdo nas caracteristicas fisico-
quimicas, na qualidade proteica e na bioacessibilidade e biodisponibilidade de calcio
das linhagas marrom e dourada (Linum usitatissimum L.). A germinagao foi realizada
por 48 horas e foram analisadas a composicdo centesimal, determinagdo de calcio,
oxalato, fitato e tanino das linhagas. No estudo in vitro, foi avaliado a bioacessibilidade
do calcio. Para o estudo in vivo de biodisponibilidade de calcio, foram utilizados 40
ratos machos Wistar divididos em cinco grupos durante seis semanas, sendo
realizado balanco de calcio para avaliagdo da biodisponibilidade. Foram coletadas
amostras de sangue para analises bioquimicas e fémures para analise de célcio. Para
o estudo in vivo de qualidade proteica, foram utilizados 48 ratos machos Wistar
divididos em seis grupos durante duas semanas, sendo realizado balang¢o nitrogenado
para avaliacao da qualidade proteica. Para as analises estatisticas, foi empregado a
Analise de Variancia (ANOVA) “two-way” para os dados de caracterizagao fisico-
quimica, fatores antinutricionais e estudo in vitro de bioacessibilidade de calcio, sendo
que em casos de interagao aplicou-se o teste de Tukey. Os estudos in vivo foram
analisados por meio da ANOVA “one-way”, acompanhada pelo teste de Tukey. Os
resultados foram apresentados em média + desvio padrao (p < 0,05). A germinagao
proporcionou aumento no teor de lipidios e de proteinas e, redugcao no teor de
carboidratos das linhagas. A concentragao de calcio foi maior na variedade dourada.
O teor de tanino nao diferenciou entre os grupos, enquanto os teores de fitato e oxalato
apresentaram redugao apés a germinagao. No estudo in vitro, a germinagdo aumentou
a bioacessibilidade de calcio. Em relagdo ao estudo in vivo, a germinagédo néao
influenciou no balango de calcio. Nao foram observadas diferengas estatisticas nas

concentragdes de calcio, fosforo, creatinina e fosfatase alcalina plasmatica. Ainda, néo
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foram observadas alteragdes na morfologia € no conteudo de calcio dos fémures dos
animais. Os valores do Coeficiente de Eficiéncia Proteica (PER) ndo apresentaram
diferenga entre os grupos. O Quociente de Eficiéncia Liquida da Proteina (NPR) e o
PER e NPR relativos foram maiores para as linhagas germinadas, ao passo que para
a Digestibilidade Verdadeira (DV), apenas a linhaga marrom melhorou a
digestibilidade apdés a germinacédo. O uso da linhagca germinada, independente da

variedade, pode contribuir para aumentar o valor nutricional da dieta.

Palavras-chave: linhaca, germinacdo, qualidade proteica, metabolismo de calcio,

bioacessibilidade, biodisponibilidade.

4.1 INTRODUGCAO

A germinagao € um fendmeno biolégico que pode ser considerado como a
retomada do crescimento do embrido. Ocorre mediante condi¢cbes apropriadas, em
que o eixo embrionario retoma o desenvolvimento que tinha sido interrompido por
ocasidao da maturacao fisioldgica, com o subsequente rompimento do tegumento pela
radicula (KANMAZ & OVA, 2015). A germinacao de sementes envolve uma drastica
intensificagdo de processos metabolicos que, dentre outras acdes, atuam sobre os
nutrientes armazenados nas sementes. Durante a germinagdo, os compostos
armazenados sao hidrolisados e transportados para os tecidos meristematicos do
embrido que gradualmente se desenvolve em uma plantula (IBRAHIM, 2016). O
processo germinativo consiste basicamente em trés etapas: embebig¢ao, processos
bioquimicos (atividade enzimatica, respiragdo celular e sintese de proteinas) e
emersao da radicula. Os tempos de germinagéo variam em cada alimento e de acordo
com o uso previsto. Em geral, as sementes ficam aproximadamente por no minimo 24
horas sob o processo de germinagdo para que possa comecgar a surgir alguma
alteracdo na composicao do alimento, sendo fundamental uma temperatura adequada
e o fornecimento de agua para que a plantula se desenvolva de forma desejavel
(LINKIES et al., 2010).

A germinagao confere modificagbes nas dimensdes das sementes, no teor de
umidade e no conteudo de matéria seca. O processo germinativo promove a

mobilizagdo de reservas nutricionais nas primeiras etapas de crescimento das
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sementes. As proteinas convertem-se em aminoacidos, os carboidratos em agucares
simples, os lipidios em acidos graxos, sintetizam-se vitaminas e enzimas e ha
mobilizacdo de minerais. Esta conversdao favorece a bioacessibilidade, a
biodisponibilidade e a digestibilidade dos nutrientes no organismo. Além disso, ha
reducao nos teores antinutricionais, como inibidores de proteases e tripsina, fitato,
oxalato e tanino (GAN et al., 2017). Porém, os efeitos da germinagcdo sobre a
composi¢ao quimica, aspectos nutricionais e caracteristicas sensoriais, variam com
as espeécies, cultivares vegetais e as condigdes de germinacdo das sementes
(KUMAR; VERMA; SINGH, 2011).

A semente do linho, denominada de linhaga, € um cereal do grupo das
oleaginosas, que se caracteriza por ser achatada e oval com uma extremidade
pontiaguda, as duas variedades mais conhecidas sdo a marrom e a dourada. A
marrom € a mais cultivada mundialmente, serve de matéria prima para as industrias,
alimentagdo animal e humana. A dourada é uma variedade que cresce melhor em
clima frio, devido a maior sensibilidade a ataques de pragas e fungos, e sua produgéo
€ menor (TREVINO et al., 2000). Elas se diferem uma da outra em varios aspectos,
principalmente nutricionais e no sabor, mas em sua composi¢ao basica apresentam
35% de lipidios, 20% de proteinas, 40% de carboidratos, sendo destes cerca de 30%
na forma de fibras, vitaminas A, do complexo B, D, E e K, e minerais, como calcio
(Ca), fésforo e zinco. Esses teores podem variar de acordo com a variedade, o meio
ambiente, o processamento da semente e métodos de analise (COSKUNER &
KARABABA, 2007). Atualmente, ha um crescente incentivo na inclusao de linhaga na
dieta devido aos seus potenciais beneficios a saude, sendo considerada um alimento
funcional (OOMAH; DER; GODFREY, 2006), especificamente pela agéo
anticarcinogénica e antiaterogénica, conferidos pela presenga de grande quantidade
de fibras, lignanas e acido graxo a-linolénico (w-3) (CHUNG; LEI; LI-CHAN, 2005;
KRIS-ETHERTON et al., 2002; LUCAS et al., 2004).

Grande énfase vem sendo dada a investigacdo de sementes germinadas,
determinando tanto a bioacessibilidade e biodisponibilidade de minerais e vitaminas,
quanto a qualidade proteica desses alimentos, identificando os fatores que podem
interferir na absorcdo desses nutrientes. A linhaca € um alimento vegetal com alta
concentragao de Ca e proteinas, e desse modo, o processo de germinacao da linhaga

tanto dourada quanto marrom, pode ser considerado uma alternativa simples e de

66



baixo custo para aumentar a bioacessibilidade e biodisponibilidade do Ca e a sua
qualidade proteica, melhorando a sua composi¢ao nutricional e incentivando a
inclusdo da semente germinada na dieta como um substituto da linhaga nao
germinada. Sendo assim, objetivou-se verificar a influéncia da germinagcdo nas
caracteristicas fisico-quimicas, na qualidade proteica, na bioacessibilidade e

biodisponibilidade de Ca das linhagas dourada e marrom.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Matéria prima
As linhagas (Linum usitatissimum L.) marrom e dourada (Nayna®) foram

adquiridas do comércio local do municipio de Alegre — Espirito Santo — Brasil.

4.2.2 Germinacao das linhacas

A germinacao foi realizada de acordo com as metodologias de Villeneuve et al.
(2015) e Kajla, Sharma e Sood (2017), com algumas modifica¢cdes. Brevemente, as
linhacas foram dispostas (100 g) em bandejas de polietileno (7 x 42 x 27 cm),
previamente desmineralizadas com &cido nitrico 50% durante 3 horas e esterilizadas
com acido peracético 20% para controle microbiolégico. As bandejas contendo as
linhacas foram cobertas com um pano de algodao também esterilizado, e umedecido
em agua ultrapura, para evitar perda de umidade, sendo mantidas em uma sala ao
abrigo de luz e com temperatura ambiente de 26 + 2 °C, durante 48 horas. As
sementes foram umedecidas 2 vezes ao dia (no periodo da manha e no final da tarde)

utilizando um borrifador com agua ultrapura (50 mL / 100 g de linhaga).

4.2.3 Obtencgao das farinhas

As linhagas germinadas foram submetidas a secagem em estufa (BIOPAR®) a
50 + 5 °C até peso constante. Apds esse procedimento, as linhagas secas germinadas
e as linhagas ndo germinadas foram trituradas em um liquidificador doméstico
(PHILIPS WALITA®), peneiradas para obtengcdo de uma farinha fina (30 mesh) e
posteriormente, acondicionadas em embalagens laminadas e mantidas em BOD
(CLIMATEC®) a 5 £ 2 °C até a sua utilizagao.
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4.2.4 Caracterizagao fisico-quimica das farinhas

4.2.4.1 Composicao centesimal

O teor de nitrogénio foi quantificado pelo método de Kjeldahl, utilizando-se um
destilador de nitrogénio (TECNAL®, modelo TE-036 / 1) e o teor de proteinas foi
calculado multiplicando-se o resultado encontrado de nitrogénio pelo fator 6,25. O teor
de lipidios foi determinado por extragdo em Soxhlet, utilizando-se um extrator de
lipidios (QUIMIB®, modelo Q308G26) e éter de petroleo como solvente extrator. O
teor de umidade foi determinado em estufa (BIOPAR®) a 105 °C até peso constante.
O teor de cinzas foi realizado por meio da incineragcdo em mufla (STECNO®) a 550
°C, por 6 horas (AOAC, 2005). O teor de carboidratos foi calculado por diferenga,

subtraindo-se a soma dos teores de proteinas, lipidios, umidade e cinzas de 100.

4.2.4.2 Determinacgao de calcio

O teor de Ca das amostras foi determinado de acordo com a metodologia
descrita pela AOAC (2005). Brevemente, foram pesados 0,5 gramas de amostra e
adicionados 10 mL de acido nitrico, sendo realizada uma pré-digestao por 30 minutos.
Posteriormente, as amostras foram digeridas em micro-ondas (CEM
CORPORATION®, modelo MARS 6), envolvendo trés passos: 1: rampa de
temperatura de 25 minutos até 210 °C; 2: manutencao da temperatura por 15 minutos
a 210 °C e 3: descida de 15 minutos até temperatura ambiente.

Apos a digestao, foram transferidas para baldao volumétrico e o volume
completado com agua ultrapura. Em seguida, as amostras foram diluidas com cloreto
de estréncio e o volume completado com agua ultrapura. As amostras foram lidas em
espectrofotdmetro de absorgédo atdmica de chama (THERMO SCIENTIFIC®, modelo
ICE 3000 Series).

4.2.5 Fatores antinutricionais

4.2.5.1 Determinagao de tanino
O teor de tanino foi realizado de acordo com a metodologia de Price, Scoyoc e
Butler (1978) por meio de extragdo com metanol, posterior reagdo colorimétrica com

solucdo de vanilina e leitura a 500 nm por espectrofotometria em aparelho ELISA

68



(THERMO SCIENTIFIC MULTISKAN GO®). A concentragédo de tanino foi obtida a
partir de uma curva padrao de catequina, onde os resultados foram expressos em

miligrama de Equivalente de Catequina / grama de amostra (EC / g).

4.2.5.2 Determinacgao de fitato

O teor de acido fitico foi analisado segundo a metodologia descrita por Latta e
Eskin (1980). Foi realizada extragdo prévia com HCI e posterior passagem em coluna
de troca ibnica com fase estacionaria constituida por resina 1-X4 100-200 Mesh (BIO-
RAD AG®). A coluna foi pré-condicionada com NaCl 2 M e o extrato obtido aplicado
cuidadosamente a mesma. Os fésforos inorganicos foram eluidos com NaCl 0,05 M,
seguida da eluicdo do fitato retido com NaCl 2 M. O fitato foi determinado
colorimetricamente por espectrofotometria em aparelho ELISA (THERMO
SCIENTIFIC MULTISKAN GO®) a 500 nm.

4.2.5.3 Determinacao de oxalato

O teor de acido oxalico foi determinado de acordo com a metodologia descrita
por lwuoha e Kalu (1995) com modificagdes. Brevemente, foram utilizados 0,25 g de
amostra e adicionados 1 mL de HCI 6 M e diluido em agua ultrapura para a digestao.
As amostras foram aquecidas a 100 °C por 1 hora e em seguida, resfriadas a
temperatura ambiente e filtradas. Para obter o precipitado de oxalato de Ca, foram
adicionados vermelho de metila e NH4OH concentrado ao filtrado, até obter pH de 4,5
com o auxilio de um pHmetro (KASVI®). Apds, as amostras foram aquecidas a 90 °C
por 2 minutos, resfriadas e filtradas novamente. O segundo filtrado foi aquecido
novamente a 90 °C, sendo adicionado CaClz a 5% e deixando precipitar por 24 horas.
Apoés 24 horas, as amostras foram centrifugadas (THERMO SCIENTIFIC®, modelo
Heraeus Megafuge 16R) e filtradas novamente, sendo que o precipitado no papel-filtro
foi dissolvido com H2SO04 a 20%. Em seguida, o filtrado foi recolhido e acrescentada
agua destilada. No processo de titulagdo, as amostras foram aquecidas a 70 °C e
tituladas com solugao de KMnO4 0,1 N previamente padronizada. O porcentual de

acido oxalico foi obtido por meio da Equagéo 1.
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Equacéao 1. Calculo do percentual de acido oxalico
% acido oxalico = V. KMnO4 x N KMnO4 x 0,04502 x 100

peso da amostra (Q)

Em que:
V = volume de KMnO4 gasto na titulagéo (mL)
N = normalidade da solugao de KMnOg4

0,04502 = massa miliequivalente de acido oxalico (H2C204)

4.2.6 Estudo in vitro da bioacessibilidade de calcio

As farinhas de linhaga dourada e marrom germinadas e nao germinadas foram
submetidas a um processo de digestdo gastrointestinal in vitro simulado por enzimas
adaptado de Vaz-Tostes et al. (2015) e Glahn et al. (1998). Foi realizada a digestéo
gastrica, na qual 1,0 g de amostra foi misturada a 19,0 mL de agua ultrapura, sendo o
pH ajustado para 2,0. A pepsina foi adicionada a uma concentracéo final de 0,0110 g
(1 g de enzima:20 g de proteinas da amostra). Em seguida, as amostras foram
incubadas a 37 °C em banho maria sob agitagdo a 110 rpm durante um periodo de 2
horas em agitador magnetico com aquecimento (KASVI®). Apds, o pH foi ajustado
para 7,0 e adicionada a enzima pancreatina (1 g de enzima:20 g de proteinas da
amostra) e sais biliares (0,3 g de sais:0,05 g de enzima). As amostras foram
novamente incubadas a 37 °C e agitadas a 110 rpm durante 2 horas. Ao final do
processo digestivo, as enzimas foram inativadas, por meio de tratamento térmico em
banho maria a 75 °C durante 20 minutos. Apds, as amostras foram resfriadas e
centrifugadas (THERMO SCIENTIFIC®, modelo Heraeus Megafuge 16R) a 5.500 rpm
e 4 °C, durante 20 minutos, para ocorrer a separacao da fragdo bioacessivel e
residual. A analise do Ca das fragcdes foram realizadas como descrita anteriormente
(tem 4.2.4.2). A partir dos valores obtidos, foi calculado a porcentagem de

recuperagao das amostras (fragcao bioacessivel + fragao residual).

4.2.7 Estudo in vivo da biodisponibilidade de calcio

Foram utilizados 40 ratos machos Wistar, recém desmamados, com peso
médio de 50 gramas, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude
- UFES. Os animais foram mantidos em aclimatacdo por 5 dias. Apds, foram

distribuidos em cinco grupos (n = 8 animais por grupo), a saber: Controle (CT),
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Linhaga Dourada (LD), Linhaga Dourada Germinada (LDG), Linhaga Marrom (LM) e
Linhaga Marrom Germinada (LMG). O tempo experimental total foi de 6 semanas. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais, com ambiente controlado, sendo
fotoperiodo de 12 horas e temperatura média de 23 + 2 °C. Os animais receberam
agua ultrapura e ragao ad libitum. O peso e o consumo alimentar foram monitorados
semanalmente. Foram calculados o Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) e o
Coeficiente de Eficiéncia Caldrica (CEC), que representam a relagdo entre o ganho
de peso total (g) com o consumo de dieta total (g) e com o consumo caldrico total
(kcal) ingerido pelos animais, respectivamente.

Ao final do tempo experimental os animais foram anestesiados utilizando
Xilazina (15 mg / kg) e Cetamina (60 mg / kg), administrados por via intraperitoneal.
Apds, o sangue foi coletado por pungdo cardiaca, centrifugado (THERMO
SCIENTIFIC®, modelo Heraeus Megafuge 16R) a 3.000 g por 10 minutos a 4 °C para
obtencao do soro e armazenado no freezer (THERMO SCIENTIFIC®, modelo 8924)
a -80 °C.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Campus de
Alegre — CEUA - ALEGRE, da Universidade Federal do Espirito Santo, protocolo
numero 013 /2018 (Anexo A).

4.2.7.1 Dietas experimentais

As dietas experimentais (Tabela 1) foram elaboradas com base na composigao
da dieta AIN-93G (REEVES, 1997). As dietas forneceram 50% (250 mg) das
necessidades diarias de Ca dos animais e o conteudo de linhaga nas dietas foi de
10%. ApOs o preparo, as dietas foram acondicionadas em embalagens laminadas,
rotuladas e armazenadas em BOD (CLIMATEC®) a 5 £+ 2 °C.

71



Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais de biodisponibilidade de calcio (g /
100 g)

Ingredientes (g / 100 g) CT LD LDG LM LMG
Linhaca Dourada - 10.0 - - -
Linhaca Dourada Germinada - - 10.0 - -
Linhagca Marrom - - - 10.0 -—-
Linhaca Marrom Germinada - - - - 10.0
Albumina’ (DIM®) 2574 23.68 23.54 23.75 23.56
Amido Dextrinizado (PRAG Solugdes) 13.2 13.2 132 132 13.2
Sacarose (UNIAO®) 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Oleo de Soja? (SOYA®) 7.0 375 325 369 3.28
Fibras®” (PRAG Solugdes) 5.0 215 215 222 222
Mix de Minerais sem Ca (PRAG Solucgdes) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Carbonato de Ca (CaCOs)* (PRAG 0.62 0.57 056 057 0.58
Solugdes)

Mix de Vitaminas (PRAG Solugdes) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
L-cistina (ISOFAR®) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Bitartarato de Colina (SIGMA®) 0.25 025 025 025 0.25
Amido de Milho® (ANCHIETA®) 34.0 31.60 3225 3152 32.11
Valor energético total (kcal) 3923 397.2 394.7 396.6 394.5

CT: Controle, LD: Linhaga Dourada, LDG: Linhaga Dourada Germinada, LM: Linhaga Marrom, LMG:
Linhaga Marrom Germinada.

' quantidade ajustada de acordo com a composi¢do da linhaga para fornecer 20% de proteinas.
Albumina: 77,7g de PTN / 100g.

2quantidade ajustada de acordo com a composigdo da linhaga para fornecer 7% de lipidios.

3 quantidade ajustada de acordo com a composigao da linhaga para fornecer 5% de fibras.
4quantidade ajustada de acordo com a composic¢éo da linhaga, sendo ofertado 50% das necessidades
diaria dos animais. CaCOs: 40g de Ca / 100g de CaCOs,

5 quantidade suficiente para completar 100g.

"Valores de fibras baseado na literatura (AGUILAR et al., 2017).

4.2.7.2 Biodisponibilidade de calcio

Os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas individuais de acgo
inoxidavel e as fezes e urina foram coletadas separadamente por um periodo de 5
dias na 6% semana do ensaio biolégico. Nesse periodo o consumo alimentar foi
padronizado para 20 g/ dia / animal para todos os grupos, a fim de minimizar possiveis

erros.

72



O volume total da urina coletada foi centrifugado (THERMO SCIENTIFIC®,
modelo Heraeus Megafuge 16R) por 15 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante
armazenado no freezer (CONSUL®) a -20 °C. O conteudo total de fezes coletadas foi
peneirado e seco em estufa (BIOPAR®) a 105 °C por 24 h. Apds, foram pesadas em
balanga de precisdo (SHIMADZU®, modelo AUY 220), trituradas em moedor semi
industrial (ARBEL®) e armazenadas no freezer (CONSUL®) a -20 °C (THERMO
SCIENTIFIC®, modelo 8924). O Ca das fezes e do sobrenadante da urina foram
analisados como descrito anteriormente (item 4.2.4.2). O conteudo de Ca ingerido foi
determinado a partir do consumo de dieta dos animais no periodo de avaliagédo
multiplicado pelo teor de Ca de cada dieta.

Foi determinado o balango de Ca (Balango = Ca ingerido — Ca fecal — Ca

urinario) e a porcentagem de retencao do Ca (Equacéao 2).

Equacéo 2. Calculo da retencgéo de Ca

% de retencdo = consumo de Ca (mg) - Ca urinario (mg) - Ca fecal (mg) x 100

consumo de Ca (mg)

4.2.7.3 Analises bioquimicas

Foram realizadas analise plasmatica de Ca (BIOCLIN® Calcio Arsenazo llI),
fésforo (BIOCLIN® Fésforo UV), creatinina (BIOCLIN® Creatinina Cinética) e
fosfatase alcalina (BIOCLIN® Fosfatase Alcalina Cinética) seguindo as instrugdes de
uso da fabricante do kit e com leitura em analisador quimico (MINDRAY®, modelo B5-
200E).

4.2.7.4 Analises dos fémures

Apds a eutanasia dos animais, os fémures foram removidos, pesados em
balanga de precisdo (SHIMADZU®, modelo AUY 220), medidos o seu comprimento e
didmetro com o auxilio de um paquimetro (DISMA®) e armazenados no freezer
(CONSUL®) a -20 °C. Os fémures foram dissolvidos em acido nitrico por 16 horas
(BOULBAROUD et al., 2008), sendo o Ca analisado como descrito anteriormente
(item 4.2.4.2).

A partir dos valores obtidos, foram calculados a porcentagem de Ca 6sseo

(Equacéo 3) e de retengao 6ssea (Equacgao 4).
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Equacéao 3. Calculo da porcentagem de Ca 6sseo

% de Ca 6sseo = quantidade de calcio do fémur (mg) x 100

peso do fémur (mg)

Equacéo 4. Calculo da porcentagem de retencéo éssea

% de retencao 6ssea = quantidade de calcio do fémur (mg) x 100

Ca total ingerido (mg)

4.2.8 Estudo in vivo da qualidade proteica

Foram utilizados 48 ratos machos Wistar, recém desmamados, com peso
médio de 50 gramas, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude
- UFES. Os animais foram mantidos em aclimatacdo por 5 dias. Apds, foram
distribuidos em seis grupos (n = 8 animais por grupo), a saber: Controle (CT),
Aproteico (AP), Linhaga Dourada (LD), Linhaga Dourada Germinada (LDG), Linhaga
Marrom (LM) e Linhaga Marrom Germinada (LMG). O tempo experimental total foi de
2 semanas. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com ambiente
controlado, sendo fotoperiodo de 12 horas e temperatura média de 23 £ 2 °C. Os
animais receberam agua ultrapura e racao ad libitum. O peso e o consumo alimentar

foram monitorados semanalmente.

4.2.8.1 Dietas experimentais

As dietas experimentais (Tabela 2) foram elaboradas com base na composicao
da dieta AIN-93G (REEVES, 1997). O conteudo de linhaga nas dietas foi ajustado para
fornecer 9,5% de proteinas (4,75% provindos da linhaga e 4,75% da caseina). Apds o
preparo, as dietas foram acondicionadas em embalagens laminadas rotuladas e

armazenadas a 5 + 2° C até a administragao para os animais.
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Tabela 2 - Composigao das dietas experimentais de qualidade proteica (g / 100 g)

Ingredientes (g / 100 g) CT AP LD LDG LM LMG
Linhaga Dourada - - 22.97 - - -—-
Linhaca Dourada Germinada - - - 21.59 - -
Linhaca Marrom - - - - 23.76 -
Linhaca Marrom Germinada - - - - - 21.79
Caseina' (PRAG Solugdes) 11.18 - 5.6 5.6 5.6 5.6
Amido Dextrinizado (PRAG 13.2 13.2 13.2 13.2 13.2 13.2
Solugdes)

Sacarose (UNIAO®) 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Oleo de Soja? (SOYA®) 7.0 7.0 --- - - -
Fibras?” (PRAG Solugdes) 5.0 5.0 --- - - -—-
Mix de Minerais (PRAG 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Solugdes)

Mix de Vitaminas (PRAG 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Solugdes)

L-cistina (ISOFAR®) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Bitartarato de Colina 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
(SIGMA®)

Amido de Milho® (MAIZENA®) 48.57 59.75 4318 4456 4239 44.36
Valor energético total (kcal) 392.71 391.48 407.00 405.36 410.72 408.14

CT: Controle, AP: Aproteico, LD: Linhaga Dourada, LDG: Linhaga Dourada Germinada, LM: Linhaga
Marrom, LMG: Linhaga Marrom Germinada.

Tquantidade ajustada de acordo com a composigao da linhaga para fornecer no total 9,5% de proteinas.
Caseina: 85g de PTN / 100g.

2sem adigao nos grupos linhaga, devido a quantidade de linhaga oferecida ter fornecido a porcentagem

recomendada para a dieta de lipidio e fibras. "Valores de fibras baseado na literatura (AGUILAR et al.,
2017).
3 quantidade suficiente para completar 100g.

4.2.8.2 Determinacgao da qualidade proteica

Os animais foram alocados em gaiolas individuais de ago inoxidavel e as fezes
correspondentes ao periodo de consumo de dieta entre o 8° e 0 12° dias foram
coletadas e armazenadas em freezer (CONSUL®) a -20 °C para posterior
determinacao do nitrogénio fecal.

As fezes foram secas em estufa com circulacao de ar, resfriadas, trituradas em
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moedor semi industrial (ARBEL®) e pesadas em balanca de precisao (SHIMADZU®,
modelo AUY 220). Posteriormente, foram submetidas a digestdo e destilagdo pelo
meétodo Kjeldhal (AOAC, 2005), utilizando-se um destilador de nitrogénio (TECNAL®,
modelo TE-036 / 1) para a determinagao do teor de nitrogénio total.

A qualidade proteica foi avaliada pelos métodos de Coeficiente de Eficiéncia
Proteica (PER), Quociente de Eficiéncia Liquida da Proteina (NPR), Digestibilidade
Verdadeira (DV), e PER e NPR relativos, por meio das Equagbes 5, 6, 7 e 8,

respectivamente.

Equacéao 5. Calculo do PER
PER = ganho de peso (q)

proteina ingerida (g)

Equacéao 6. Calculo do NPR
NPR = ganho de peso (q) + média de perda de peso do grupo AP (q)

proteina ingerida (g)

Equacéao 7. Calculo da DV
DV = NI — (NF — NFK) x 100
NI

Equacéo 8. Calculo do PER e NPR relativos
PR ou NPR = grupo teste x 100

grupo controle

Em que:
NI = nitrogénio ingerido pelo grupo testado
NF = nitrogénio fecal do grupo testado

NFK = nitrogénio fecal do grupo aproteico

4.2.9 Andlise estatistica dos dados
Para avaliar a normalidade dos dados foi realizado o teste de Kolmogorov-

Smirnov. Apés, foi empregado a Analise de Variancia (ANOVA) “two-way” para os
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dados de caracterizagao fisico-quimica, fatores antinutricionais e estudo in vitro de
bioacessibilidade de calcio, sendo que em casos de interagado aplicou-se o teste de
Tukey. Para os estudos in vivo foi aplicado a ANOVA “one-way”, acompanhada pelo
teste de Tukey. Os resultados foram expressos em média + desvio padrao. O valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As analises foram realizadas
com auxilio do programa GraphPad Prism 5 (GRAPHPAD SOFTWARE INC.®).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Germinagao das linhagas

O processo de germinagao das linhagas foi realizado por um periodo de 48
horas (Figura 1). Estudos sugerem que o tempo utilizado apresenta boa
homogeneidade de germinagéo das sementes, podendo ser utilizado como referéncia
para processos de germinagdo (URBANO et al., 2005; VILLENEUVE et al., 2015).
Observa-se que, apesar de o tempo de germinacao para ambas as linhagas terem
sido 0 mesmo, a variedade marrom apresentou uma radicula maior que a dourada.
Essa diferengca pode estar relacionada a climatizagdo das linhagas, visto que a
marrom se adapta melhor ao clima quente e umido do Brasil ao passo que, a dourada

desenvolve-se melhor em regides de clima frio.

Figura 1. Registros digitais das linhagas dourada (A) e marrom (B) ao final do processo de germinagao
de 48 horas.
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4.3.2 Caracterizagao fisico-quimica das farinhas

O processo de germinacédo influenciou no aumento da concentragcado de
proteinas, lipidios e cinzas (p < 0,05). Ainda, na concentragcdo de proteinas houve
influéncia da variedade da linhaca e no teor de cinzas ocorreu uma interacéo entre a
variedade e a germinacéao (p < 0,05). Na concentragao de carboidratos, a germinagao
reduziu significativamente esses teores nas linhagas (p < 0,05). Para a concentragao
de Ca nao houve influéncia da germinagéao (p > 0,05), porém a variedade dourada foi
significativamente superior nessa concentragdo em relagdo ao linhaga marrom (p <
0,05) (Tabela 3).

Nesse sentido, sugere-se que a germinagao seja capaz de mobilizar as
reservas das sementes para aumentar sua atividade metabdlica e proporcionar o
desenvolvimento da planta, o que culmina em modificagbes quimicas nas
macromoléculas. Herchi et al. (2015) verificaram um aumento de 16% no teor de
proteinas, o que foi atribuido a sintese de lipidios e carboidratos no desenvolvimento
inicial das sementes. Modificacdo similar no aumento de proteinas também foi
observado em outro estudo, provavelmente devido a sintese de enzimas hidroliticas
durante os eventos da germinagao (KAJLA; SHARMA; SOOD, 2017).

Diferentemente do presente estudo, Villeneuve et al. (2015) nao observaram
aumento do conteudo total de lipidios e de proteinas em linhagas germinadas. Kim et
al. (2012) observaram aumento de lipidios, acido linoleico e oleico em arroz
germinado, enquanto Moongngarm e Saetung (2010) encontraram valores sem
diferenca estatistica nesses teores quando sementes de arroz passaram por esse
mesmo processo e foram comparados com as sementes ndo germinadas. Enquanto
isso, outros estudos relataram que a germinagao reduziu o conteudo de lipidios (JAN;
SAXENA; SINGH, 2016; WANASUNDARA; WANASUNDARA; SHAHIDI, 1999), fato
esse que pode ser devido a hidrdlise e utilizagao de lipidios como fonte de energia
para reagdes bioquimicas durante a germinagao (JAN; SAXENA; SINGH, 2016;
MOONGNGARM & SAETUNG, 2010). De modo geral, as discrepancias observadas
entre esses estudos podem estar relacionadas a diferengas no tempo de germinagao
e nos diferentes cultivares utilizados nos estudos, sendo necessario estudar o melhor

tempo de germinacao para cada alimento.
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Tabela 3 - Composigao centesimal da farinha de linhaga dourada e marrom germinada e ndo germinada em base seca.

Dourada Marrom p
Composicao em 100 g Nao Germinada Nao Germinada Var Ger Int
germinada germinada
Carboidratos (g) 38.86 + 1.19 33.85+1.97 39.31+£ 0.44 34.23 £ 0.36 0.5646 <0.0001 0.9625
Proteinas (g) 22.35+0.38 23.10+£0.43 21.52+0.42 22.85+0.11 0.0319 0.0011  0.2082
Lipidios (g) 35.18 £ 0.81 39.39 £ 1.95 35.66 + 0.14 39.08 £ 0.26 0.8936 0.0003 0.5359
Cinzas (g) 3.61 £ 0.05%¢ 3.65+0.03° 3.51 £ 0.05¢ 3.84 £ 0.032 0.0981 <0.0001 0.0003
Calcio (mg) 248.3 + 5.67 265.6 + 12.99 212.8 +26.29 211.6 £ 3.20 0.0009 0.3781 0.3170

Var: variedade da linhaga; Ger: germinagéo; Int: interagdo entre variedade x germinagéo. Valores apresentados com média + desvio padrdo. p: valores da
ANOVA “two-way’. Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0.05) pelo teste de Tukey.
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O processo de germinagao pode diminuir o teor de amido da semente, devido
a sua transformagao em glicidios, que sao utilizados em grande parte na respiragao,
para a producao de energia, bem como na sintese de outras moléculas complexas
(SINGH; SHARMA; SINGH, 2017). Além disso, a germinagao facilita a decomposi¢ao
enzimatica de carboidratos em agucares simples por meio da ativagao de enzimas
endbégenas, como a a-amilase, fornecendo energia para o desenvolvimento da
semente (ZHANG, Ge et al., 2015).

A diferenca no teor de minerais de sementes apds a germinagao, pode estar
relacionada a despropor¢ao na composigao entre as proprias sementes, no tempo de
germinagao, no conteudo de fatores antinutricionais, na ativacdo de enzimas
enddgenas, na extensao da ligacdo de minerais dentro da matriz ou na interagéo
desses fatores (PAJAK et al., 2019). Kajla, Sharma e Sood (2017) verificaram redugéo
significativa na concentragao dos principais minerais, entre eles o Ca, mas em
contrapartida, Sandhu, Kaur e Bhise (2017) observaram um aumento de 47% no teor
de Ca da linhaga apds a germinagéo.

O aumento no conteudo mineral de sementes germinadas pode ser devido a
perda de matéria seca que é ocasionada pelas alteragdes no metabolismo dessas
sementes, atribuido isso, ha entdo, uma melhor extragao mineral (SUNG et al., 2005).
Além disso, um aumento no teor de minerais é frequentemente observado como
resultado da hidrélise do fitato devido ao aumento da atividade enzimatica da fitase
durante a germinacdo (SHARMA; SAXENA; RIAR, 2016). Para mais, a absorgéo de
certos minerais do meio de crescimento também poderia ser parcialmente
responsavel pelo aumento destes durante a germinagdo (SUNG et al., 2005). Por
outro lado, as perdas de minerais, podem ser atribuidas a lixiviagao, ocasionadas pelo

processo de embebigédo antes da germinacdo (RAHMA et al., 2015).

4.3.3 Fatores antinutricionais

O teor de tanino das linhagas ndo se diferenciou apds a germinagéo, assim
como nao apresentou influéncia da variedade (p > 0,05). Por outro lado, os teores de
fitato e oxalato reduziram apds o processo de germinagao (p < 0,05), mas também
sem influéncia da variedade (Tabela 4).
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Tabela 4 - Fatores antinutricionais da farinha de linhaga dourada e marrom germinada e ndo germinada em base seca.

Dourada Marrom p
Composicao em 100 g
Nao germinada Germinada Nao germinada Germinada Var Ger Int
Tanino (EC) 79.97 £ 3.49 78.81£0.77 81.82 £ 2.61 79.24 + 4.58 0.5528 0.3384 0.7110
Fitato (mg) 143543 £84.70 1140.57 £75.09 1296.38 £57.91 1134.23+£21.43 0.0866 0.0003 0.1125
Oxalato (mg) 293.27 £ 6.51 252.85 + 16.11 307.87 £ 8.04 258.20 £ 15.39 0.1971 0.0002 0.5327

EC: Equivalente de Catequina. Var: variedade da linhaga; Ger: germinacgao; Int: interacdo entre variedade x germinagéo. Valores apresentados com média +
desvio padrao. p: valores da ANOVA “two-way”.

Tabela 5 - Razbées molares de fitato e oxalato com o calcio da farinha de linhaca dourada e marrom germinada e ndo germinada em

base seca.
Dourada Marrom p
Nao germinada Germinada Nao germinada Germinada Var Ger Int
Razao molar fitato:calcio 5.35+0.28° 4.09 £ 0.252 5.66 + 0.26° 5.11 £ 0.08° 0.0009 0.0001 0.0200
Razao molar oxalato:calcio 1.09 £ 0.03 0.91 £ 0.06 1.34 £ 0.03 1.16 £ 0.06 <0.0001 0.0001 0.9047

Var: variedade da linhaga; Ger: germinacgéo; Int: interagdo entre variedade x germinacgéo. Valores apresentados com média + desvio padrdo. p: valores da
ANOVA “two-way’”. Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0.05) pelo teste de Tukey.
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A agao antinutricional de tanino e fitato esta baseada na capacidade de formar
complexos insoluveis com minerais, proteinas e amidos biologicamente indisponiveis
para seres humanos em condigdes fisioldgicas normais, enquanto o teor de oxalato é
de importancia nutricional devido a interferéncia principalmente na biodisponibilidade
do Ca. (AMAROWICZ; DYKES; PEGG, 2008). Entretanto, o fitato quando em baixas
concentragcbes, apresenta também efeitos positivos sobre a saude, como acéo
protetora frente ao cancer e reducdo do risco de enfermidades cardiovasculares
(RAMIREZ-CARDENASI; LEONEL; COSTA, 2008).

Resultados diferentes aos do presente estudo foram observados por Oloyo
(2004), que ao quantificar o teor de tanino em leguminosas observaram reducao de
82% apos 48 horas, enquanto Ahmed et al. (2006), encontraram aumento de 51% no
conteudo de tanino apo6s 36 horas de germinagao. Segundo o autor, esse aumento no
conteudo de tanino durante o processo germinativo, deve-se a solubilizagdo de tanino
insoluvel, que pode ter causado migragao do tanino do tegumento para o nucleo da
semente.

Outros estudos relataram que a atividade de enzimas quelantes de fitato,
oxalato e tanino aumentaram durante o processo germinativo de sementes, ao passo
que esses fatores diminuiram como resultado da germinacdo (BETSCHE &
FRETZDORFF, 2005; EGLI et al., 2002; KAJLA; SHARMA; SOOD, 2017; KHATTAK
et al., 2007; SHIMELIS & RAKSHIT, 2007). Enquanto Hemalatha, Platel e Srinivasan
(2007) nao encontraram reducgao significativa no teor de fitato apds a germinacéao.

A funcao biolégica da enzima fitase em sementes esta relacionada com a
liberacdo do fésforo inorgénico e organico a partir do fitato hidrolisado e na
disponibilidade de Ca, proteinas, magnésio e lipidios. Desta forma, a desfosforilagéo
do fitato torna-se pré-requisito para melhoria do valor nutricional do gréao, favorecendo
0 aumento de nutrientes que estavam complexados a molécula do acido fitico
(SHIMELIS & RAKSHIT, 2007).

Diversos autores (SHIMELIS & RAKSHIT, 2007; VIDAL-VALVERDE et al.,
2002) indicam que embora o teor de acido fitico diminua durante processo
germinativo, o aumento da atividade dessas enzimas dependera das condi¢cdes da
germinacgao estudadas, bem como o tipo e tempo de embebicao realizado anterior ao

processo de germinagao. Assim, com essa grande variagao nos teores de acido fitico,
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entende-se que as condi¢gbes de germinagao os quais as sementes sido submetidas,
tém papel fundamental na composigao do produto final.

Willians e Taylor (1985) verificaram que a hidrélise de fitato pela fitase
bacteriana do intestino grosso é a principal responsavel pela quebra de fitato, quando
os ratos sdo alimentados com dietas sem fitase. Assim, a fitase intestinal pode
aumentar a biodisponibilidade de Ca e as diferengas nos teores de fitato entre dietas
e a razao fitato:calcio, como as aqui observadas, podem nao ser suficiente para afetar
a absor¢ao de Ca em ratos.

A partir dos valores obtidos de fitato, oxalato e Ca presente nas linhagas,
calculou-se também as razdes molares fitato:calcio e oxalato:calcio (Tabela 5). A
reducdo encontrada nos teores de fitato e oxalato das linhagcas ap6s a germinagao
influenciaram diretamente nas razdes molares com o Ca. A germinagdo promoveu
reducao significativa das razbes molares fitato:calcio e oxalato:calcio, sendo que na
linhaca marrom essas relagdes foram superiores a variedade dourada (p < 0,05).
Ainda, na razao fitato:calcio houve uma interacéo entre a variedade da linhaga com a
germinagdo, em que a razdo molar foi maior para a linhaga marrom e apds a
germinacgao a linhaca dourada, que apresentava valor de razdo molar estatisticamente
idéntico a outra variedade, reduziu, diferenciando-se da linhaga marrom (p < 0,05).
Mas, apesar de ter ocorrido uma diminuicdo nas razdes molares de oxalato e fitato

com o Ca apéds a germinacéo, esses valores ainda podem ser considerados elevados.

4.3.4 Estudo in vitro da bioacessibilidade de calcio

O teor de Ca das amostras apds a simulagdo do processo de digestao
gastrointestinal in vitro foi analisado (Figura 2).

Verifica-se que a germinagdo aumentou a bioacessibilidade de Ca em relagao
as contrapartes nao germinadas (p < 0,05), sendo que a variedade também influenciou
significativamente no resultado (p < 0,05), em que a linhaga dourada foi superior em
relacdo a variedade marrom.

Na avaliacdo do Ca residual, o resultado para a linhaga dourada foi inverso ao
do Ca bioacessivel, apresentando diferenca significativa entre a ndo germinada e a
germinada (p < 0,05). Por outro lado, na linhaga marrom apesar de ter havido uma
diminuicdo nesses valores, ndo houve diferenga estatistica (p > 0,05). A porcentagem

de recuperacado do Ca apresentou-se estatisticamente igual nas quatro farinhas (p >
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0,05), encontrando-se todas acima dos 90%, demostrando uma regularidade entre as

amostras e uma eficacia nas analises realizadas.
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Figura 2. Porcentagem de Ca bioacessivel das farinhas de linhaca dourada e marrom germinada e nao
germinada apds o processo de digestao in vitro.

LD: Linhaga Dourada, LDG: Linhaga Dourada Germinada, LM: Linhaga Marrom, LMG: Linhaga Marrom
Germinada. Var: variedade da Linhaga; Ger: germinagao; Int: interagédo entre variedade x germinagao.
Dados expressos em média e desvio padréo. p: valores da ANOVA “two-way”.

A bioacessibilidade tem sido definida como a fragao que € liberada do alimento
no trato gastrointestinal, a qual esta disponivel para absor¢éo e utilizagdo pelo
organismo (FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009;
TAKO; BAR; GLAHN, 2016). Desse modo, a metodologia de digestao in vitro simulada
tem sido utilizada com o objetivo de apresentar informagdes preliminares sobre a
estimativa da biodisponibilidade de determinados nutrientes devido a sua correlagao
positiva com os experimentos utilizando modelos in vivo (HARO-VICENTE;
MARTINEZ-GRACIA; ROS, 2006).

Outros estudos também evidenciaram aumento da bioacessibilidade de Ca
apo6s o processo germinativo, como é o caso do milheto e do trigo (PLATEL; EIPESON;
SRINIVASAN, 2010), de sementes de feno grego (AFIFY et al., 2012), de feijao verde,
feijao caupi, lentilha e grédo de bico (GHAVIDEL & PRAKASH, 2007).

O efeito benéfico da germinacdo na bioacessibilidade do Ca, pode
provavelmente ser atribuido a diminuicdo do conteudo de fitato e oxalato como
resultado da germinagéo. Entre os inibidores da bioacessibilidade mineral inerente as
sementes, o fitato e oxalato tem sido observado como dominante em relacao as fibras
ou ao tanino (PLATEL; EIPESON; SRINIVASAN, 2010). O fitato em alimentos vegetais
forma complexos com minerais essenciais, tornando-os biologicamente indisponiveis

para absorgdo, mas a atividade de fitase aumenta na germinacdo, causando
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catabolismo de &acido fitico e polifendis, melhorando a bioacessibilidade mineral
(HOODA & JOOD, 2003). Ghavidel e Prakash (2007) observaram correlagao negativa
entre a bioacessibilidade de Ca e o teor de fitato em diferentes tipos de leguminosas

germinadas por 24 horas.

4.3.5 Estudo in vivo da biodisponibilidade de calcio

4.3.5.1 Consumo alimentar, peso dos animais e coeficiente de eficiéncia
alimentar e calérica

O consumo alimentar semanal, consumo alimentar per capita diario, consumo
caldrico per capita diario, consumo de Ca per capita diario, peso semanal dos animais,
ganho de peso total dos animais, CEA e CEC nao apresentaram diferenga estatistica
entre os grupos (p > 0,05) (Figura 3). As dietas fornecidas eram isocaléricas, o que
contribuiu para um consumo e ganho de peso adequado e sem diferenca entre os
grupos.

Analisando o consumo alimentar semanal, uma pequena queda é observada
na ultima semana. Essa queda é devido a padronizagdo na quantidade da dieta
fornecida aos animais, que até quarta semana foram fornecidas ad libitum, e da quarta
até a sexta semana foi controlada, sendo fornecido uma média de dieta calculada a
partir das semanas anteriores, no intuito de minimizar erros na avaliagao do balancgo

de Ca. Essa redugao nao apresentou diferenca significativa para os grupos (p > 0,05).
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Figura 3. Consumo alimentar semanal (A), consumo alimentar per capita diario (B), consumo caldrico
per capita diario (C), consumo de Ca per capita diario (D), peso semanal dos animais (E), ganho de
peso total dos animais (F), CEA (G) e CEC (H) do experimento in vivo.

CEA: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar, CEC: Coeficiente de Eficiéncia Caldrica. Ca: Calcio. LD:
Linhagca Dourada, LDG: Linhaga Dourada Germinada, LM: Linhaga Marrom, LMG: Linhaga Marrom
Germinada. Dados expressos em meédia e desvio padrao. Letras diferentes significam diferenca
estatistica (p < 0,05) pelo teste ANOVA “one-way” acompanhada pelo teste de Tukey.
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4.3.5.2 Balango de caicio
O consumo de dieta e de Ca durante o balango nao diferiu entre os grupos (p

> 0,05), mostrando que todos os animais consumiram quantidades semelhantes de
dieta e evidenciando que este fator teve uma correlagao positiva com o estudo, nédo
sendo um interferente para com os resultados finais do balango. O Ca urinario e o Ca
fecal, também nao apresentaram diferenga estatistica entre os grupos (p > 0,05),
comportando-se todos de maneira semelhante e equiparando-se como O grupo
controle (Figura 4).

Em relacéo ao balango de Ca / dia, a linhaga marrom germinada apresentou-
se estatisticamente inferior ao grupo controle (p < 0,05), entretanto os outros grupos
nao se diferenciaram do grupo controle (p > 0,05). Ja a porcentagem de retencéo do
Ca da dieta, nao apresentou diferenga significativa entre nenhum dos grupos (p >
0,05), estando todos acima dos 90% de retencéo.

Embora a linhaga seja uma boa fonte de Ca, o consumo ndo garante sua
liberagao, visto que os fatores antinutricionais em sementes podem reduzir a absorg¢ao
de minerais. A maioria do Ca dos alimentos esta na forma de complexos com outros
constituintes dietéticos, que devem ser quebrados e o Ca ser liberado em uma forma
soluvel e ionizada, antes de ser absorvido. No trato gastrointestinal os constituintes
dos alimentos s&o liberados, como glicose, acidos graxos, fosfato e oxalato, que
podem se ligar ao Ca soluvel, resultando em formagao de complexo com diferentes
graus de solubilidade (EKBOTE et al., 2011).

Existe uma sequéncia de fatores que podem interferir na biodisponibilidade do
Ca, incluindo a forma quimica do mineral, a ligagdo molecular, a quantidade ingerida
e o estado nutricional do individuo. Além desses, diversos componentes presentes na
matriz do alimento podem influenciar consideravelmente a utilizacdo do Ca pelo
organismo (CASHMAN, 2002). De uma forma geral, em humanos a quantidade de Ca
absorvido depende de uma variedade de fatores, incluindo o comprimento do
segmento intestinal, tempo de permanéncia do quimo em um determinado segmento
do intestino, a sua concentragao no lumen intestinal e a biodisponibilidade do mineral
no alimento (KAUSHIK et al., 2014). A eficiéncia absortiva, geralmente, varia
inversamente com a ingestao, mas a quantidade absoluta absorvida aumenta com a

ingestdo. Além disso, quando as demandas do mineral se encontram aumentadas,
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como durante a gravidez, a lactacdo e o crescimento do esqueleto, a eficiéncia do

transporte de Ca encontra-se aumentada (AHEARN et al., 2011).
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Figura 4. Consumo de dieta / dia (A), consumo de Ca / dia (B), Ca urinario / dia (C), Ca fecal / dia (D),
balanco de Ca / dia (E) e porcentagem de retencdo do Ca (F) do experimento in vivo.

Ca: Célcio. LD: Linhaga Dourada, LDG: Linhaga Dourada Germinada, LM: Linhaga Marrom, LMG:
Linhagca Marrom Germinada. Dados expressos em média e desvio padréo. Letras diferentes significam
diferenca estatistica (p < 0,05) pelo teste ANOVA “one-way” acompanhada pelo teste de Tukey.

No presente estudo, a absorgéo de Ca foi similar entre as variedades de linhacga
e suas respectivas germinagdes. Provavelmente, a redugdo nos niveis de fitato e

oxalato, embora significativa, ndo tenha sido suficiente para afetar a absorgéo de Ca.
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Os resultados obtidos neste trabalho sdo similares ao do estudo de Mason et al.
(1993), no qual niveis diferentes de fitato (0,74 e 1,7%) em isolado proteico de soja
nao influenciaram a absor¢cdo de Ca em ratos recém-desmamados e adultos.

Durante a digestédo, o Ca é descomplexado na dieta e liberado em uma forma
soluvel e provavelmente ionizada para a absor¢ao. Para que isso ocorra € necessario
a atuacao de enzimas digestivas e um pH relativamente acido. Entretanto, complexos
de baixo peso molecular, como o oxalato de Ca e o carbonato de Ca, podem ser
absorvidos intactos (FREDLUND et al., 2003).

Ainda, a reducéo das razdes molares de fitato e oxalato com o Ca entre as
linhacas ndo germinadas e germinadas, parece ter sido suficiente para aumentar a
bioacessibilidade de Ca, mas apesar dessa redugao, a razao molar tanto de fitato
quanto de oxalato ainda sido consideradas elevadas, podendo n&o permitir a melhora
da absor¢ao do Ca. Weaver et al. (1993), utilizando diferentes variedades de feijao,
observaram que o feijdo carioca, que possuia maior relacdo oxalato:célcio e
fitato:calcio, ndo reduziu a absorgao de Ca em humanos em relagao as variedades de
feijdao branca e vermelha, que apresentaram menor razdo molar.

Este estudo, apesar de ter sido realizado com animais, tentou-se basear em
referéncias para humanos, e sabe-se que a média do consumo de Ca da populagao
fica em torno de 50% das necessidades diarias (EKBOTE et al., 2011), por isso,
escolheu-se trabalhar com essa quantidade em vez de 100% das necessidades.

Além disso, a utilizacido de uma dieta fornecendo 50% das necessidade dos
animais é suportada pelo fato de que a deficiéncia do Ca dietético pode reduzir a sua
quantidade absorvida no intestino, levando a menores niveis sanguineos, e com isso,
o reduzido nivel de Ca circulante estimula a liberacdo de paratorménio (PTH) para
restaurar seus niveis no sangue que, por sua vez, atua diminuindo a excregao urinaria
de Ca, além de elevar sua absorcao intestinal e mobilizacdo 6ssea (ZHANG et al.,
2008).

Em um estudo avaliando a ingestdo de Ca em 50 e 100% das necessidades
diarias dos animais, constatou-se que os niveis da excre¢cao de Ca urinario e fecal nos
animais que consumiram baixos teores de Ca foram menores quando comparados
aos animais com 100% das necessidades atingidas (COUDRAY et al., 2005). Essa
menor perda de Ca poderia ser um mecanismo protetor do organismo, a fim de poupar

os niveis de Ca séricos para suas fungdes fisioldgicas.
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A biodisponibilidade de Ca foi avaliada em 11 alimentos de origem vegetal ou
animal, utilizando-se ratos como modelo experimental. A biodisponibilidade de Ca foi
encontrada como sendo mais alta em peixes e queijos fermentados, mas a
germinacgao de feijao-fava também aumentou a biodisponibilidade do Ca para um valor
comparavel ao de alguns produtos de origem animal, demonstrando que o processo
de germinacéao esta associado a um aumento na biodisponibilidade mineral (GHANEM
& HUSSEIN, 1999). A esse respeito, a germinagao do feijdo-mungu e do feijao-caupi
foi responsavel por consideravel degradacao e redugao no conteudo de acido fitico,
sendo que tais mudangas bioquimicas no conteudo das sementes foram sugeridas
como responsaveis em melhorar a biodisponibilidade do Ca (KUMAR et al., 1978).

Por isso, deve-se levar em consideragao que a biodisponibilidade de minerais
nos alimentos depende de varios condi¢des, tais como o tipo de matriz alimentar, o
tipo de processamento utilizado, a ativagdo de enzimas endogenas, a extensao da
ligacdo de minerais dentro da matriz, a quantidade de fatores antinutricionais
presentes no alimento ou uma interagdo desses fatores (HAILESLASSIE; HENRY;
TYLER, 2016; PAJAK et al., 2019).

Desta forma, o metabolismo do Ca mostra-se de elevada complexidade, sendo
necessario o conhecimento das interagdes entre os fatores que afetam a
biodisponibilidade e os mecanismos envolvidos na absorg¢ao do Ca, para que se possa
permitir o desenvolvimento de estratégias que visem um melhor aproveitamento do

mineral pelo organismo.

4.3.5.3 Analises bioquimicas

A respeito da avaliacdo das analises bioquimicas (Figura 5), ndo foram
observadas diferengcas estatisticas entre as variedades germinadas e nao
germinadas, tampouco em relagdo ao controle nesse tempo de intervengao de 6
semanas (p > 0,05), estando todos em niveis considerados normais.

O nivel sérico normal de Ca permanece rigorosamente controlado, oscilando
nao mais que 5% durante as 24 h do dia (COUDRAY et al., 2005). Sua manutencéo &
regulada por um sistema de fatores controladores e mecanismos de feedback,
envolvendo a interacdo de horménios calciotrépicos (PTH, vitamina D [1,25(OH)2D3]
e calcitonina) com 6rgados como o intestino, os rins e 0 0sso. O PTH e a 1,25(0OH)2D3

sdo secretados quando a concentracdo plasmatica de Ca se encontra diminuida
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(CASHMAN, 2002). A secrecao do PTH parece ser regulada por um receptor sensivel
ao Ca, que também esta envolvido no controle da absorcdo de Ca ao longo do trato
gastrintestinal (COUDRAY et al.,, 2005). Quando tal concentracdo se eleva em
resposta a absorcdo aumentada de Ca, a reabsor¢cdo tubular aumentada e a
reabsorcdo 0ssea, o limiar de excrecao renal altera-se e o Ca extra € excretado na
urina. Outro mecanismo que € ativado quando a concentracdo plasmatica de Ca se
encontra aumentada é a liberacdo, pela tireoide, da calcitonina, que retarda a
reabsor¢ao osteoclastica, diminuindo a liberagédo 6ssea de Ca (CASHMAN, 2002).
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Figura 5. Calcio plasmatico (A), fosforo plasmatico (B), creatinina plasmatica (C) e fosfatase alcalina
(D) dos animais.

LD: Linhaga Dourada, LDG: Linhaga Dourada Germinada, LM: Linhaga Marrom, LMG: Linhaga Marrom
Germinada. Dados expressos em média e desvio padrdo. Letras diferentes significam diferenca
estatistica (p < 0,05) pelo teste ANOVA “one-way” acompanhada pelo teste de Tukey.

Os indicadores que refletem o estado nutricional referente ao Ca estao
intimamente relacionados a sua concentracao no esqueleto. O Ca € um dos principais
constituintes da matriz 6ssea mineralizada formando, juntamente com o fésforo, os
cristais de hidroxiapatita sendo, deste modo, fundamental para a manutencdo de um

tecido 0sseo saudavel e resistente. Através da remodelacéo 6ssea, estes ions sofrem
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um processo de solubilizacdo durante a reabsorcdo, sendo transferidos para a
circulacao e retornando ao estado sélido (KAUSHIK et al., 2014).

Grande importancia se da aos disturbios do calcio e fosforo por suas
implicagcbes na elevada morbidade e na mortalidade de pacientes com doencga renal
cronica. O hiperparatireoidismo secundario ocorre precocemente no curso da
insuficiéncia renal cronica, devido, principalmente, a retencao de fosforo, hipocalcemia
e niveis baixos de calcitriol. Estas alteragdes, associadas a resisténcia 0ssea e a agao
do PTH, levam a hipertrofia e hiperplasia da glandula paratireoide (JUNIOR et al.,
2004).

As alteragdes do metabolismo do calcio e fésforo ndo sao frequentes nas fases
iniciais da doenca renal crénica. Ja em fases mais avangadas da insuficiéncia renal,
quando a creatinina sérica comega a se elevar, niveis elevados da fosforemia passam
a ser observados. A hipocalcemia ocorre somente quando a depuragéo da creatinina
€ muito baixa, ja nos niveis de PTH, ha uma elevagao progressiva a medida em que
a depuracao de creatinina é reduzida, evidenciando o hiperparatireoidismo em fases
precoces de disfuncao renal (BARRY et al., 2014).

A creatinina, sintetizada principalmente no figado e nos rins, € produzida e
excretada em um ritmo constante independente da dieta, grau de hidratacdo e
metabolismo proteico. Os dados bioquimicos proporcionam indices seguros quanto a
capacidade renal de excretar, reabsorver e secretar a creatinina. A creatinina esta
elevada na insuficiéncia renal aguda e cronica, na obstrugdo do trato urinario e na
insuficiéncia cardica congestiva. Niveis diminuidos podem ser observados na
desnutricdo e doenca renal severa (AGARWAL et al., 2011).

O mecanismo pelo qual a suplementacido de calcio aumenta a creatinina no
sangue é desconhecido, mas pode ser devido a um efeito sobre a fungao renal. Algum
do efeito pode ser devido ao aumento muito modesto do calcio no sangue devido a
suplementacao de calcio, possivelmente através de um mecanismo hemodinamico
(BOLLAND et al., 2008). Outros mecanismos potenciais incluem vasoconstricao leve
devido ao aumento da calciuria ou indugéo de natriurese por calcio, o que poderia
causar leve desidratagao, ou possivelmente aumento da calcificagdo dos glomérulos.
Tem sido sugerido que a glomeruloesclerose e a aterosclerose compartilham
mecanismos comuns e 0 aumento da calcificagao vascular tem sido sugerido como

um possivel mecanismo para um aumento de eventos cardiovasculares com
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suplementagcédo de calcio. Alternativamente, a suplementagdo de calcio pode
aumentar a carga de creatinina ou alterar o manejo renal da creatinina sem reduzir a
filtracdo glomerular (BARRY et al., 2014).

A fosfatase alcalina € um marcador bioquimico circulante de renovacao dssea
que eleva com o aumento da atividade 6ssea e reflete a atividade dos osteoblastos.
Além de estar presente nos 0ssos e constituir doengas Osseas associadas a
hiperatividade osteoblastica, a fosfatase encontra-se em altas concentragbes no
figado e no intestino, constituindo um util indicador de doengas hepaticas (DABAJA et
al., 2015).

Isoenzimas de fosfatase alcalina sdo produzidas por pelo menos quatro genes
diferentes. A medida laboratorial tipica da fosfatase ndo distingue entre as diferentes
isoenzimas, mas é uma reflexdo altamente sensivel da renovagéo Ossea, ja que a
maior parte da fosfatase no soro é produzida a partir da remodelagao 6ssea e do
figado (BRUN; BRANCE; RIGALLI, 2012).

Quando diminuida, pode representar hipotireoidismo, retardo do crescimento
na fase inicial de vida, hipofosfatasia e desnutricdo grave. Enquanto altos niveis de
creatinina podem ser observados em doencas hepaticas, metastase 0Ossea,
hipertireoidismo, raquitismo e doenga de Paget (LIM et al., 2015). No entanto, a
atividade da fosfatase alcalina sérica € a soma de trés isoformas (osso, figado,
intestino). Portanto, os niveis séricos elevados ndo sdo necessariamente um sinal de
um defeito de mineralizacdo, mas também podem ser devidos a uma alta taxa de
crescimento ou a um disturbio da funcéo hepatica (HUNG et al., 2011).

Além disso, foi sugerido que a fosfatase alcalina desempenha um papel
fundamental no metabolismo mineral e pode ser um marcador molecular de
calcificacéo vascular. De fato, a fosfatase € uma enzima metalo ligada a membrana
que catalisa a hidrélise do pirofosfato organico, um inibidor da calcificagdo vascular.
Assim, o papel da fosfatase tem sido destacado em termos de seus efeitos sobre a
doenca vascular (PARK et al., 2013).

Apesar de parte da fonte de Ca das dietas serem diferente entre os grupos, a
quantidade final fornecida foi a mesma, e possivelmente, devido a esse fator, a
absorcdo mineral se comportou de maneira semelhante. Mas os resultados
encontrados podem ser considerados positivos quando comparados com o controle,

uma vez que o Ca disponivel para o grupo controle era composto 100% de carbonato
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de Ca, que é a forma preferida quando utilizada como suplemento por causa de seu
peso molecular relativamente baixo. Os demais grupos possuiam uma parte do Ca da
dieta proveniente da linhaga, que juntamente trazia consigo fatores antinutricionais,
que podem contribuir para uma diminuicdo na biodisponibilidade de Ca, mas que
nesse caso, nao foi capaz de interferir, ndo diferenciando os demais grupos do

controle.

4.3.5.4 Analises dos fémures

Na avaliacdo morfolégica dos fémures (distancia entre as epifises, largura da
diafise e peso) nao foram evidenciadas diferengas estatisticas entre as linhagas, bem
como em relagdo ao controle nesse tempo de intervengédo de 6 semanas (p > 0,05).
De forma semelhante, a relagcdo mg de Ca / peso total do fémur, concentragao de Ca
no fémur e o percentual de retencéo éssea nao variou entre os tratamentos (p > 0,05)
(Figura 6).

Dentre os fatores de risco que interferem no metabolismo 6sseo, a nutricao
exerce um papel preponderante (BALLABRIGA, 2000). Tem sido sugerido que parte
da variacdo da massa 0ssea € predeterminada por meio da alimentagdo, como a baixa
ingestao de Ca ou condi¢des que alterem a sua absorgao intestinal, como a presenca
de fatores antinutricionais (CASHMAN, 2002). Por isso, processos como a
germinagdo, que alteram a composicdo do alimento, podendo melhorar a
bioacessibilidade e a biodisponibilidade de nutrientes como o Ca, podem exercer
efeitos benéficos sobre a matriz 6ssea. Mas além desses fatores negativos, existem
os fatores que estimulam a absorcdo de Ca e assim contribuem positivamente para
com o metabolismo ésseo.

De todos os nutrientes que participam da biossintese e manutencao 6ssea, o
Ca é um dos mais discutidos e estudados porque € um dos minerais mais deficientes
na nossa dieta habitual (EKBOTE et al., 2011). A linhaga, mesmo que ndo germinada,
se mostra como uma boa fonte de Ca, e uma adequada ingestdo e absorgao desse
mineral, asseguram uma mineralizagdo durante periodos de rapido crescimento e
mantém a massa e a densidade 6ssea durante periodos criticos do desenvolvimento
(BALLABRIGA, 2000).
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Figura 6. Distancia entre as epifises (A), largura da diafise (B), peso do fémur (C), relacdo mg de Ca /
peso total do fémur (D), concentragdo de Ca no fémur (E) e percentual de retencéo 6ssea (F) do fémur
dos animais.

Ca: Calcio. LD: Linhaga Dourada, LDG: Linhaga Dourada Germinada, LM: Linhagca Marrom, LMG:
Linhaga Marrom Germinada. Dados expressos em média e desvio padrdo. Letras diferentes significam
diferencga estatistica (p < 0,05) pelo teste ANOVA “one-way” acompanhada pelo teste de Tukey.

Ainda, a linhaga contém altas concentragdes de acido alfa-linolénico (ALA)
(16% na marrom e 13% na dourada) (AGUILAR et al., 2017). Os acidos graxos da
série dmega 3 reduzem a osteoclastogénese, bem como a maturagdo dos
osteoclastos, contribuindo para diminuicdo da reabsor¢cédo éssea por regulagao

negativa do ativador do receptor do fator nuclear . Para os osteoblastos, o ALA
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preserva a massa Ossea aumentando a expressao dos principais fatores de
transcricdo, como a osteocalcina, que promovem a maturagdo dos osteoblastos
maduros (DA COSTA et al.,, 2012; NAKANISHI & TSUKAMOTO, 2015; WEISS;
BARRETT-CONNOR; MUHLEN, 2005).

Além do ALA, a linhaga possui uma alta concentracdo de lignanas,
principalmente como diglucosideo secoisolariciresinol (SDG), que é o precursor das
formas ativas do enterodiol (ED) e enterolactona (EL) (TOURE & XUEMING, 2010). A
similaridade estrutural de ED e EL com a forma mais predominante e ativa de
estrogénio no corpo, o estradiol, permite que essas lignanas se liguem a receptores
de estrogénio e exercam efeitos estrogénicos ou antiestrogénicos fracos (CARREAU
et al., 2008), portanto, a suplementacdo de SDG estimula a osteogénese em ambos
0s sexos na idade adulta e pode ser responsavel pela maioria dos efeitos da linhaca
no metabolismo Osseo, especialmente aqueles relacionados as agdes de
fitoestrogenos, mimetizando os efeitos do estrogénio nos parametros Osseos
(FIGUEIREDO et al., 2017).

O fitoestrogeno pode ter efeitos bifasicos, dependendo da dose. A daidzeina,
por exemplo, que € um dos principais fitoestrogenos da soja, teve efeito bifasico na
osteogénese, que em concentracbes mais baixas a estimulou, ao passo que em
concentragcdes mais altas, mostrou efeito oposto (DANG & LOWIK, 2004). Além disso,
o ED e EL também possuem efeitos bifasicos na diferenciagdo de células
osteoblasticas, quando em doses menores, podem aumentar a viabilidade celular, a
atividade da fosfatase alcalina, o nivel transcricional de osteonectina e o colageno tipo
| (FENG; SHI; YE, 2008).

Sacco et al. (2014) demonstraram que a suplementacdo com linhaga
combinada com baixa dose de estrogénio em ratas ovariectomizadas melhora a
microarquitetura 6ssea e protege o tecido ésseo, devido a redugao do turnover ésseo.
Além disso, Figueiredo et al. (2017) observaram que a ingestédo de lignana da linhaga
fornecida pra ratas durante a lactagdo, melhorou os parametros 6sseos da prole na
idade adulta em machos e fémeas, sugerindo que o SDG dietético pode
potencialmente beneficiar o desenvolvimento ésseo. Enquanto Da Costa et al. 92016),
demonstraram que filhotes machos desmamados, cujas méaes foram tratadas com

dieta contendo linhaca durante a lactacdo, apresentaram aumento do conteudo
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mineral 6sseo e da area 6ssea, maiores concentragdes séricas de osteoprotegerina e
osteocalcina.

Portanto, mesmo as linhagas ndo passando pelo processo de germinagéo,
naturalmente ja possuem alto teor de compostos capazes de influenciar o
metabolismo 6sseo, desse modo, os resultados sem diferenga estatistica que foram
encontrados nesse estudo, podem estar relacionados a composi¢éo da linhaga, tanto
para a germinada quanto para a ndo germinada.

Destaca-se que a literatura cientifica é carente em estudos que avaliaram o
efeito das linhagas sobre o metabolismo 6sseo. No estudo de Aguilar et al. (2017) a
suplementagao com linhaga, independente da variedade, nao teve efeito significativo
sobre os biomarcadores de formagao 6ssea e reabsorcdo em mulheres com excesso
de peso na perimenopausa. Por outro lado, Ribeiro et al. (2017) mostraram que a
farinha de linhaga contribuiu para o processo de mineralizagdo 6ssea em ratos,
melhorando as propriedades biomecanicas do fémur e contribuindo com a melhoria

da saude 6ssea.

4.3.6 Qualidade proteica

A digestibilidade proteica, que se refere ao percentual da proteinas ingerida e
efetivamente absorvida pelo trato gastrintestinal, das proteinas vegetais sao limitadas
por fatores exdgenos e enddgenos. Os fatores exdgenos incluem as interagdes das
proteinas com polifendis, fitato, carboidratos, lipidios, lectinas e inibidores de
proteases. Os fatores enddégenos se referem as caracteristicas estruturais das
proteinas, como estrutura terciaria e quaternaria, sendo que a estrutura terciaria das
proteinas vegetais € mais complexa que a estrutura de proteinas animais, o que faz
com que a sua digestibilidade seja limitada (DUODU et al., 2003).

Com isso, as proteinas de vegetais podem nao ser capazes de liberar
totalmente os peptideos com beneficios fisiolégicos quando consumidas como
sementes cruas. No entanto, a limitada digestibilidade dessas proteinas € melhorada
significativamente por meio de métodos nao térmicos, como a germinagao, que pode
ser aplicada em produtos alimenticios, aumentando a digestibilidade e preservando a
qualidade de outros compostos presente no alimento (ESTRADA-GIRON;
SWANSON; BARBOSA-CANOVAS, 2005; MARAMBE; SHAND; WANASUNDARA,
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2013). Ghavidel e Prakash (2007) observaram efeito significativo e diretamente
proporcional entre germinagao e digestibilidade proteica de lentilhas e grao de bico.

Na analise da qualidade proteica, o PER ndo apresentou diferenga estatistica
entre os grupos (p > 0,05), equiparando os grupos linhagas ao grupo controle. A
germinagao reduziu os valores de NPR, de PER relativo e de NPR relativo das
linhacas (p < 0,05), por outro lado, a germinagao néao influenciou na DV da linhaga
dourada (p < 0,05), entretanto a germinagao da linhaga marrom aumentou a sua DV
(p = 0,05), mas as duas variedades tanto ndo germinada quanto germinada, foram
inferiores ao grupo controle (Figura 7).

A menor qualidade das proteinas poderia ser provocada pela presenta de fitato,
que se ligam as proteinas diminuindo a suscetibilidade & protedlise (RAMIREZ-
CARDENASI; LEONEL; COSTA, 2008), mesmo nas linhagas germinadas, que apesar
da redugcdo em comparagdo com as mesmas nao germinadas, ainda apresentavam
uma concentragao elevada desse antinutriente. Considerando que enzimas digestivas
(proteoliticas e amiloliticas) também s&o proteinas, o fitato podem afetar
potencialmente em forma adversa a atividade enzimatica por ligacéo direta (o que
provoca a inativacdo) ou pela precipitacdo das enzimas. Em qualquer situagao, a
reducao ou perda destas, pode provocar a diminuigdo da quantidade disponivel para
digestdo de proteinas e amido (RAMIREZ-CARDENASI; LEONEL; COSTA, 2008).

De uma maneira geral, as sementes apresentam digestibilidade proteica
relativamente baixa, devido as caracteristicas estruturais de suas proteinas e a
presenca de fatores antinutricionais (WANG et al., 2008). Ainda, alguns componentes
presentes na linhaga, como os lipidios, podem contribuir para uma menor
digestibilidade proteica, devido a formagédo de lipossomas (WICKHAM; FAULKS;
MILLS, 2009). Estudos in vitro sugerem que a menor digestibilidade proteica de
sementes ocorre devido a presenca de globulinas, que séo as principais proteinas de
reserva destas sementes, e sao bastante resistentes ao ataque de enzimas
proteoliticas de mamiferos (LI-CHAN & MA, 2002; OOMAH & MAZZA, 1998).

98



44 54
a a a a a
a 1
o 4 = i b
B 5 — e
o e &Z% o %
§ - : -
. e 2- e
. i ‘ el
e 14 haae %
%,
0 ] 0 e
cT LD LDG LM  LMG CT LD LDG LM LMG
C D
150- 150-
S a @ S a 2 8
= 100- — b =~ 100- b b
g E i
ks < Camalalald @V
> S e
x 501 x 501 e
L g e B
i
0 0
cT LD LDG LM  LMG cT LD LDG LM  LMG
E
150
a b b c b
AlOO- I
S Remnetei
=
(@) .-.-.-.-.-:::::
50_ LN
Cepegeea
e
0 e

CT LD LDG LM LMG

Figura 7. PER (A), NPR (B), PER relativo (C), NPR relativo (D) e DV (E) da andlise de qualidade
proteica.

PER: Coeficiente de Eficiéncia Proteica, NPR: Quociente de Eficiéncia Liquida da Proteina, DV:
Digestibilidade Verdadeira. LD: Linhaga Dourada, LDG: Linhaga Dourada Germinada, LM: Linhaca
Marrom, LMG: Linhaga Marrom Germinada. Dados expressos em média e desvio padrdo. Letras
diferentes significam diferenca estatistica (p < 0,05) pelo teste ANOVA “one-way” acompanhada pelo
teste de Tukey.
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4.4 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que a germinagao por 48 horas promoveu melhorias na
qualidade nutricional das linhagas. A germinacéo contribuiu para aumentar a
concentracao de lipidios e de proteinas e redug¢ao nos niveis de carboidratos, fitato e
oxalato das linhagas. A variedade dourada apresentou maior teor de proteinas e de
calcio, bem como menores razbes molares de fitato:calcio e oxalato:calcio.

A bioacessibilidade in vitro de célcio das linhagas germinadas foi superior em
comparagao as contrapartes ndo germinadas, sendo que a variedade dourada
apresentou maior bioacessibilidade desse mineral, em relacdo a variedade marrom. A
biodisponibilidade in vivo de calcio ndo promoveu alteragdes significativas nos
marcadores metabdlicos, na morfologia e na retengdo de calcio dos fémures, mas
também nao diferiram do controle. Ainda, a germinagéo nao foi efetiva em melhorar a
qualidade proteica, necessitando de estudos adicionais.

Os beneficios nutricionais promovidos pelo processo germinativo podem levar
ao aumento do consumo e da versatilidade dessa semente. Destaca-se que a linhaga
marrom possui um menor custo no mercado brasileiro e na maior parte das analises
comportou-se de maneira semelhante a variedade dourada, sendo uma boa
alternativa para a alimentagdo humana.

Ressalta-se que a literatura cientifica carece de estudos sobre a
biodisponibilidade de nutrientes da linhaga germinada. Assim, mais estudos devem
ser encorajados, em especial aplicando-se técnicas de processamento que
possibilitem a melhoria da qualidade nutricional do alimento ou mesmo modulando o

tempo de germinacgao e tempo experimental com os animais.
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5. CONCLUSAO GERAL

Diversos estudos mostram que a germinagao € um método nao térmico eficaz
a ser utilizado quando se objetiva melhorar o valor nutricional de sementes. Esse
método é capaz de reduzir os niveis de fatores antinutricionais, como fitato, tanino e
oxalato, bem como aumentar os valores de minerais, vitaminas e compostos bioativos,
melhorando a capacidade antioxidante dessas sementes.

Na linhaga, a germinacdo foi capaz de melhorar os teores de lipidios e
proteinas. Além disso, a germinagao reduziu o teor de carboidratos e os niveis dos
principais fatores antinutricionais de ambas as sementes, com foco no teor de fitato e
oxalato.

Nas linhacas germinadas, a bioacessibilidade in vitro de calcio apresentou
valores superiores em comparagao com as mesmas nao germinadas. Por outro lado,
na biodisponibilidade in vivo os parametros avaliados nao diferiram do controle, o que
sugere que a linhaga pode ser uma boa fonte de calcio.

A germinacdo pode ser aplicada aos mais diversos tipos de cereais,
pseudocereais e leguminosas a fim de melhorar sua composigao fitoquimica e fungoes
bioldgicas. Com isso, a germinagao pode contribuir de forma positiva para a nutricao
e saude humana.

O interesse nutricional e comercial de sementes germinadas vem crescendo,
porém, algumas informag¢des sobre a bioacessibilidade e biodisponibilidade de
nutrientes dessas sementes germinadas ainda s&o escassas. Assim, mais estudos
devem ser encorajados para verificar alteragdbes na composigdo nutricional de

sementes, bem como para avaliar seus beneficios na saude humana.
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6. ANEXO A

XY Unigvraicladu Federal
e doEspirito Santo

CERTIFICADO

Cartificamas que » propasts intitulsds “Estuda in vitro e in vive da influéncia da germinagdo das linhogas marrom e dourada (Linun usitatissimun L) nas caractensticas fisico-quimicas,
na qualidede proteica, no metabolismo dsseo e em marcodores inflamatdrios e de estresse oxidativo”

Registrads sob o n.2 013/2018, sob 8 responsehilideds de Dr. André Gustave Vasooncelos Costa, qus envohve 8 produgic, menutencic ou utiizagdo de snimais pertencentes so fils Chordats, subfile
Wertebrata (exceto humanos), pars fins de pesguisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11. 734, de B de outubro de 2008, do Deoreto nU 167 6.859, de 15 de julho de 2009, & com as
naormas editadas pelo Conselha Nacional de Controle g Experimentacio Arimal [CONCEA], e foi sprovads pela OOMISSAD DE ETICA MO USO DE ANIMAIS — CAMPUS DE ALEGRE [CEUA-ALEGRE) do Cantro

de Cigncias Exntes, Natursis & ds Selde de Universidede Federal do Espirito Sarto [Ufes), em reuniso ne diz 16 de abril de 2019,

Vigencia da sutorizagaa: abril /2019 a abril /2020 Finalidade: Pesquisa

Especie|s): RaOtius norvegicus

Linhagem[ns)fraga|s): Wistar

Peso: 50-60 gramas Idade: 21 dias Sexo: Machos
Numero de animais: 88

Origemn: Biotério Central da Ufes, campus Maruipe, Vitdria - ES.

Al=pre-ES,

Prof. Dr. Lecnarda Offesira Trivilin

Coordenador da CELA-ALEGRE
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