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Resumo

SILVA, Scharlise Diovanella Schneider da. Teor de biocompostos em germinados
de linhaca (Linum usitatissimum L.) e pain¢o (Panicum miliaceum L.). 2014. 96f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Vegetais germinados podem ser consumidos frescos em qualquer época do ano,
este processo pode melhorar a palatabilidade, o valor nutricional além de alterar o
teor dos compostos bioativos em germinados e/ou brotos. Alguns fatores podem
influenciar na composicao destes produtos, tais como tempo de germinagao, espécie
e variedade da planta. Portanto, objetivou-se investigar as modificacdes no perfil de
compostos minoritarios, especialmente de interesse biolégico, resultantes do
processo de germinacao de linhaca e painco, ao longo do tempo. O experimento foi
instalado na Estacdo Experimental Terras Baixas da Embrapa Clima Temperado, no
Municipio de Capao do Ledo, RS. As sementes de linhaca e pain¢o foram adquiridas
de produtores comerciais no Estado do RS e distribuidas uniformemente em caixas
tipo gerbox contendo duas folhas de papel germitest umedecidos com agua
destilada (equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco). Em seguida, as caixas
foram acondicionadas em germinador regulado com temperatura constante de 21 °C
(x2) para a linhaca e 25 °C (+2) para o painco, umidade relativa do ar de 80 % (£5) e
luminosidade de 24 horas. As coletas dos germinados foram efetuadas 24, 48, 72,
96 e 120 horas apds a germinacao, além da testemunha, sem germinar (0 hora). Foi
considerada a emergéncia da radicula como indicador da germinacédo e forma de
padronizar a coleta. O trabalho esté estruturado em dois artigos, sendo: ARTIGO 1 —
Neste estudo objetivou-se avaliar a composicao centesimal e o perfil de &cidos
graxos nas sementes e os teores de clorofilas, carotenoides, fenois e a capacidade
antioxidante nos germinados de linhaca e painco em diferentes tempos de
germinacao. Para isso, foi realizado um experimento em delineamento experimental
completamente casualizado, arranjado em esquema bifatorial, com trés repeticdes.
Ao fator A foi atribuido o tipo de semente (linhaca e pain¢o) e ao fator B, os tempos
de germinacéo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a germinacao). A semente de
linhaca apresentou maior percentual de lipidios em comparacdo com a semente de
paingo. O acido graxo majoritario na linhaga foi o linolénico, enquanto que os acidos
palmitico, palmitoleico, linoleico e araquidico foram os principais no pain¢o. Houve
diferenca entre linhaga e pain¢o, em clorofilas, carotenoides totais, fenois totais e
capacidade antioxidante nos tempos 72, 96 e 120 horas ap0s a germinacao.
ARTIGO 2 - Objetivou-se avaliar a composicao centesimal e o perfil de acidos
graxos nas sementes e os teores de clorofilas, carotenoides, fendis e a capacidade



antioxidante, presentes em germinados de Panicum miliaceum L. ao longo da
germinacdo, em duas safras consecutivas. Para isso, foi realizado um experimento
em delineamento experimental completamente casualizado, arranjado em esquema
bifatorial, com trés repeti¢cdes. Ao fator A foi atribuido a safra (2012/13 e 2013/14) e
ao fator B, os tempos de germinacdo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apoOs a
germinacdo). Os resultados demonstraram que a composicdo centesimal da
semente varia em funcéo da safra. O acido graxo majoritario na semente de painco
foi o linoleico, no entanto, foram encontradas diferencgas significativas nos teores de
acidos graxos entre as safras, o que decorre das condicbes climaticas
caracteristicas de cada ano. Houve aumento nos teores de carotenoides totais,
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante em funcdo do tempo de
germinacao para ambas as safras. As sementes germinadas de linhaga e painco
contém diversos compostos que podem ser benéficos a saude, como alguns
carotenoides, compostos fendlicos, o que potencializa a capacidade antioxidante das
mesmas. Portanto, o consumo de germinados de linhaca e painco pode ser uma boa
alternativa para aumentar o fornecimento destes compostos na dieta humana.

Palavras-Chave: compostos bioativos; capacidade antioxidante; brotos; safras.



Abstract

SILVA, Scharlise Diovanella Schneider da. Biocompounds content in germinated
flaxseed (Linum usitatissimum L.) and millet (Panicum miliaceum L.) 2014. 96f.
Dissertation (MSc) — Programa de Pés-Graduagdo em Nutricdo e Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Sprouted vegetables can be eaten fresh at any time of year, this process can
improve palatability, nutritional value and alters the content of bioactive compounds
in germinated and / or shoots. Several factors can influence the composition of these
products, such as time of germination, species and variety of the plant. Therefore,
this study aimed to investigate the changes in the profile of minor compounds,
especially biological, interest resulting from germination of flaxseed and millet
process over time. The experiment was conducted at the Experimental Station
Lowlands Embrapa Temperate Climate in the City of Capon Lion, RS. The flaxseed
and millet were acquired from commercial producers in the state of RS and evenly
distributed in boxes type gerbox containing two sheets of paper germitest moistened
with distilled water (equivalent to 2.5 times the mass of dry paper). Then the boxes
were placed in a germination chamber set at a constant temperature of 21 ° C (x 2)
for flaxseed and 25 ° C (z 2) for millet, relative humidity of 80% (+ 5) and 24 hours of
light . The collections were made from sprouted 24, 48, 72, 96 and 120 hours after
germination, and a control without germinate (0O hours). Was considered the
emergence of the radicle and germination as an indicator of the way to standardize
the collection. The paper is structured in two articles, namely: ARTICLE 1 -In this
study aimed to evaluate the proximate composition and fatty acid profile of the seed
and the contents of chlorophylls, carotenoids, phenolics and antioxidant capacity in
sprouted flaxseed and millet in different times of germination. For this, an experiment
in a completely randomized experimental design, arranged in a factorial scheme with
three replications was conducted. The factor was attributed to the type of seed
(linseed and millet) and factor B, the germination time (0, 24, 48, 72, 96 and 120
hours after germination). Flaxseed had a higher percentage of lipids compared to the
seed of millet. The major fatty acids in linseed was linolenic, whereas palmitic,
palmitoleic, linolenic and arachidic were the main millet. Was no difference between
flaxseed and millet in chlorophylls, carotenoids, phenolic compounds and antioxidant
capacity at times 72, 96 and 120 hours after germination. ARTICLE 2 - This study
aimed to evaluate the proximate composition and fatty acid profile of the seed and
the contents of chlorophylls, carotenoids, phenolics and antioxidant capacity present
in Panicum miliaceum L. sprouted along the germination in two consecutive harvests.



For this, an experiment in a completely randomized experimental design, arranged in
a factorial scheme with three replications was conducted. The factor was attributed to
the (2012/13 and 2013/14) and the crop factor B, the germination time (0, 24, 48, 72,
96 and 120 hours after germination). The results demonstrated that the chemical
composition of the seed varies according to the season. The major fatty acid in the
seed of millet was linoleic, however, significant differences were found in levels of
fatty acids between crops, which is climate conditions typical of each year. There
were increased levels of carotenoids, phenolic compounds and antioxidant capacity
as a function of germination time for both harvests. Germinated seeds and linseed
millet contain various compounds that can be beneficial to health, as some
carotenoids, phenolic compounds, which enhances the antioxidant capacity of same.
Therefore, the consumption of sprouted flax millet and can be a good alternative for
increasing the supply of these compounds in the human diet.

Keywords: bioactive compounds; antioxidant capacity; shoots; crops.
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1 Introducéo

O consumo regular de frutas e vegetais tem sido fortemente associado a
reducdo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas, tais como doencas
cardiovasculares, cancer, diabetes, doenca de Alzheimer e catarata (LIU, 2003).
Estes beneficios estdo associados a alguns compostos bioativos, os quais s&o
metabdlitos secundarios de plantas e exibem uma vasta gama de efeitos bioldgicos,
dentre eles a capacidade antioxidantes (LIU, 2004).

Uma alternativa para o consumo desses compostos sdo 0s germinados ou
brotos, alimentos de origem vegetal, geralmente consumidos na forma fresca. A
tecnologia de germinar sementes € econémica e eficaz, além disso, pode produzir e
quebrar macromoléculas, aumentar a digestibilidade e consequentemente, o0s
valores nutritivos (FERNANDEZ-OROZCO et al., 2008), sendo esta, uma técnica
antiga e muito utilizada por alguns povos.

A germinacéo inicia-se quando a semente seca comeca a absorver a agua e
se completa quando o eixo embrionario alonga. Neste ponto, as reservas dentro dos
tecidos de armazenamento da semente sao mobilizados para apoiar o crescimento
das plantulas (BEWLEY; HEMPEL; MCCORMICK; ZAMBRYSKI, 2001). A partir do
momento em que quebram a dorméncia das sementes, as respostas de protecao
ocorrem atraves da sintese de fendis e outros compostos (TAIZ; ZEIGER, 1998 ).

Existem diversos trabalhos publicados sobre germinados e/ou brotos, no
entanto a maioria sdo com feijado-mungo (FERNANDEZ-OROZCO et al., 2008), arroz
(MOONGNGARM; SAETUNG, 2010), brocolis (MARTINEZ-VILLALUENGA et al.,
2010), soja (de MEJIA et al., 2010). As sementes de linhagca e painco, por
apresentarem bom perfil nutricional aléem de compostos bioativos (OOMAH; MAZZA,
1993; MORRIS, 2001; OOMAH, 2001; USDA, 2013b), tornam-se novas opcoes
vegetais para producao de germinados e/ou brotos que podem ser usados na

alimentacao.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613010091#b0025
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609010747#bib2
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609010747#bib11
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643814001960#bib24
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643814001960#bib24
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643814001960#bib22
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Estudos demonstram valores mais elevados de bioativos como acido L-
ascorbico (HUANG; CAIl; XUO, 2014) e compostos fendlicos (VASILIJEVIC et al.,
2012; HUANG; CAIl; XUO, 2014) além do aumento da capacidade antioxidante
(DONKOR et al., 2012;HUANG; CAI; XUO, 2014) em germinados de gréos e
leguminosas em relagdo aos ndo germinados. Compostos como, isoflavonas de
forma aglicona e acido L-ascérbico podem ser encontrados em sementes
germinadas, e que geralmente sdo muito baixos em sementes ndao germinadas
(SEUNG; YU; HYUN, 2009). Adicionalmente, verificou-se que o tempo de
germinagdo também influencia no acimulo desses compostos (de MEJIA, 2010;
HUANG,; CAI; XUO, 2014).

Os efeitos das condi¢cBes de germinacéo (temperatura, luz, umidade e tempo
de germinacdo) nos compostos bioativos podem variar em funcéo de fatores como
espécies de plantas, variedades de sementes e diferentes cultivares (EGLI et al.,
2005; GLORIA et al., 2005; VASILJEVIC et al., 2012; WUEBKER et al., 2001).

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar as modificacées no perfil de
compostos minoritarios, especialmente de interesse bioldgico, desenvolvidas pelos

germinados de linhacga e pain¢o, ao longo do processo de germinagéao.
1.1 Objetivo geral

Investigar as modificacdes no perfil de compostos minoritarios, especialmente
de interesse biologico, desenvolvidas pelos germinados de linhaca e painco, ao

longo do tempo.

1.2. Objetivos especificos

- Determinar a composicao centesimal de sementes de linhaga e paingo.
- Identificar os acidos graxos que compde as sementes de linhaga e paingo.
- Estabelecer o tempo de germinagcao que propicia maior concentracao de

compostos de importancia nutricional/biolégica nos germinados de linhaca e paingo.

1.3 Hipétese

Sementes de linhaga e pain¢go quando submetidas a germinacdo aumentam a

sintese de compostos das vias dos fenilpropanoides, de carotenoides e do sistema


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613010091#b0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996909002816#bib16
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996909002816#bib16
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996909002816#bib17
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996909002816#bib48
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antioxidante, e essas alteracfes sdo maximizadas ao longo do processo de

germinacao.
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2 Revisado de literatura

A linhaca é a semente do linho (Linum usitatissimum L.), uma planta de cultivo
anual, que pertence a classe das Magnoliopsidas, a subclasse Rosidae e familia
Linaceae (USDA, 2013a). Entre as oleaginosas, o linho € uma cultura que ganhou
importancia dentro da cadeia agricola mundial, com aumento médio da producéo, de
18 % nos ultimos cinco anos. A producdo mundial em 2012 foi de 2 milhdes de
toneladas, em area cultivada de 2,7 milh6es de hectares. O Canada € o maior
produtor (489 mil toneladas), seguido pela Russia (369 mil toneladas) e China (350
mil toneladas), que juntos concentram 60 % da oferta mundial. Por sua vez, o Brasil
ocupa a décima segunda posicdo, com producao de 14 mil toneladas em area de 14
mil hectares (FAO, 2012). Quanto a distribuicdo por Estados, o Rio Grande do Sul é
0 Unico produtor, concentrando toda producéo (IBGE, 2010).

As cultivares de linho destinadas a producédo de fibra téxtil, denominadas de
Flax, possuem plantas mais altas e menos ramificadas que as cultivares oleaginosas
e sdo cultivadas em regides frias e temperadas do hemisfério norte, especialmente
nos paises da antiga Unido Soviética e leste da Europa. As cultivares de linho
oleaginoso, denominadas Linseed, apresentam menor estatura e desenvolvem mais
ramificacfes basais. Possuem sementes maiores e sdo cultivadas em areas mais
amplas, em regibes mais quentes, como Argentina, india, Austrélia, Estados Unidos
e Canad4, durante o verdo (FLOSS, 1983; TOMM, 2006).

Do ponto de vista de registro, ha dois tipos de linhos destinados a producéo
da semente oleaginosa comercial, o linho tradicional ou linhaga e o solin (OOMAH,;
MAZZA, 2000; TRUCOM, 2006). O solin € uma oleaginosa que foi desenvolvida nos
anos 1990, a partir do linho, utilizando técnicas de melhoramento genético, visando
reduzir o teor de &cido a-linolénico, que é de 50 % na linhaca, e menos de 5 % no
solin (TOMM, 2006). Desse modo, deu-se origem a um 6leo mais estavel, devido a
reducdo das reacdes de oxidacdo e polimerizacdo, tornando-o proprio para ser

utilizado tanto em saladas, quanto para cozinhar. Os padroes da Comissao
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Canadense de Gréos (Canadian Grain Commission) definem que as cultivares de
solin devem ter grdos com tegumento amarelo, para diferencia-los. No Brasil, tem
sido chamado de linhaca dourada, porém, ainda ndo ha registro de plantio em
escala significativa dessa cultivar no Pais (OOMAH; MAZZA, 2000; TOMM, 2006).

A maior parte de producdo mundial de grdos de linhaca esta voltada para
extracdo do 6leo, que visa abastecer as industrias de esmaltes, vernizes e tintas
(OOMAH; MAZZA, 1993; DAVIDSON, 1999; OOMAH, 2001). Entretanto, em funcéo
dos seus componentes benéficos, existe um grande interesse na adicdo da linhaca
em produtos alimenticios como macarrdo (MANTHEY; LEE; HALL, 2002), pao
(MUIR; WESTCOTT, 2000; POSSAMAI, 2005), cookies (HUSSAIN et al., 2006),
sorvetes (GOH; YE; DALE, 2006), e produtos organicos para o consumo humano
(COSKUNER; KARABABA, 2007). O 6leo de linhaca também tem sido utilizado na
alimentacdo humana, devido as suas propriedades tecnoldgicas e fisioldgicos
geralmente, atribuidos a presenga de altas quantidades de acido graxo a-linolénico
(C18:3, w-3) (OOMAH; DER; GODFREY, 2006) e vitamina E, os quais estdo
intimamente relacionados a reducdo do risco de doencas cronicas hao
transmissiveis (DAUN; BARTHET; CHORNICK; DUGUID, 2003), sendo
comercializado em cépsulas gelatinosas ou a granel (OOMAH; MAZZA, 2000).

A introducdo da linhaca na alimentacdo se justifica em funcdo da sua
composicdo (Tabela 1). Em relacdo as vitaminas, estdo presentes as vitaminas do
complexo B, tiamina (B1) com 0,12 mg 100g™ e piridoxina (B6) com 0,13 mg 100g™
de gréo (NEPA-UNICAMP, 2011) e, em maior quantidade a vitamina E, com valores
médios de a, y e d-tocoferol de 0,15; 21,50 e 0,56 mg 100g™, respectivamente,
dependendo da cultivar (OOMAH; KENASCHUK; MAZZA, 1997). Fazem parte ainda
da composicao do grdo os acidos fendlicos, os flavonoides e o acido fitico. Embora
em pequenas quantidades, essas substancias também sdo consideradas
importantes, devido aos efeitos benéficos a saude, reforcando as propriedades
funcionais da linhaca (OOMAH; MAZZA, 2000).
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Tabela 1. Composicao da linhaca por 100 gramas de parte comestivel

Composicéo Linhaca (g 100 g™)
Umidade 6,7
Lipidios 32,2

Poliinsaturados 25,3

Monoinsaturados 7,1

Saturados 4,2
Proteinas 14,1
Fibra alimentar 33,5
Carboidratos 43,3
Cinzas 3,7
Célcio 0,21100
Magnésio 0,34700
Manganes 0,0028100
Fosforo 0,61500
Ferro 0,0047000
Saodio 0,009000
Potassio 0,86900
Cobre 0,0010900
Zinco 0,0044000

Fonte: USDA, 2008; NEPA-UNICAMP, 2011.

Assim como o linho, o pain¢go (Panicum miliaceum L.) € uma planta de cultivo
anual, pertence a classe das Liliopsidas, a subclasse Commelinidae e familia
Poaceae (USDA, 2013a). O cultivo do painco é uma atividade com producéo
mundial de 25,6 milhdes de toneladas, em area cultivada de 31,2 milhes de
hectares. A india é o maior produtor (9,1 milhdes de toneladas), seguida por Niger
(7,6 milhdes de toneladas) e Nigéria (2,7 milhdes de toneladas). Por sua vez, a
producdo no Brasil ainda & muito restrita, ao ponto que néo ha registros nos 6rgaos
oficiais (IBGE, 2010; FAO, 2012).

No Brasil, a produgéo de painco deve-se a duas cultivares, AL Mogi e AL
Tibagi. Ambas sao do tipo chatinho e constituem-se nos primeiros paingos
oficialmente registrados no Ministério da Agricultura e Abastecimento. Elas possuem

ciclo de 65 a 80 dias e os graos sao achatados de coloracdo creme. O AL Mogi
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possui paniculas abertas, enquanto que, o AL Tibagi tem as paniculas fechadas
(MAPA, 2001).

O painco vem sendo cultivado em algumas regides do Estado de Séo Paulo e
Mato Grosso do Sul com a finalidade da exploracdo econbémica dos graos para
alimentacdo animal, principalmente de passaros em cativeiro, substituindo o alpiste
(SOUZA, 2001; ZANCANELLA; BONATTI; MARTUCCI, 2003). Ha alguns anos, o
painco passou a ser usado como espécie produtora de palha para o sistema de
plantio direto e adubo verde (LIMA, 2004; ZANCANELLA; BONATTI; MARTUCCI,
2006), por apresentar como vantagens o baixo custo e a rapidez de formagao
abundante de palha. Ha uma série de estudos que investigaram a aplicacdo do
painco como matéria prima (malte) na fabricacdo de cerveja (BAUER; WALKER,;
BOOER; 2005; ZARNKOW et al., 2005). O painco contém teores de amido
semelhante a outros graos (PARAMESWARAN; SADASIVAM, 1994; NUSS;
TANUMIHARDJO, 2010), e tem se mostrado como excelente substrato para
maltagem e fermentacdo (ZARNKOW et al., 2010). Com o objetivo de encontrar
NOVOS UsOos para o painco e expandir seu mercado, um potencial uso alternativo do
grdo é a producdo de etanol combustivel (TAYLOR; SCHOBER; BEAN, 2006;
ROSE; SANTRA, 2013).

A composicdo do grao de painco em 100 g esta descrita na Tabela 2. Quanto
as vitaminas, estao presentes as vitaminas do complexo B, tiamina (B1) com 0,421
mg 100g™, riboflavina (B2) com 0,290 mg 100g™, niacina (B3) com 4,7 mg 100g™*,
piridoxina (B6) com 0,384 mg 100g™ de grdo. Ainda apresenta vitamina E (a-
tocoferol) com 0,05 mg 100g™, vitamina K (filoquinona) com 0,9 ug 100g™ e folatos
com 85 ug 100g™ de gréio (USDA, 2013b).

Hé& alguns anos, os consumidores passaram a incluir os alimentos funcionais
na alimentacdo, na forma de germinados ou brotos. Esse consumo é bem difundido
e apreciado na China, Japao e Estados Unidos. No Brasil, a partir da década de 80,
vem se observando um crescimento da demanda por esse tipo de alimento
(DUQUE; SOUTO; ABBOUD, 1987; VIEIRA; NISHIHARA, 1992), ocorrendo
producdo e comercializacéo de brotos de alfafa, lentilha, trevo, girassol, entre outros.

As sementes germinadas e brotos sdo didaticamente diferenciados. A
semente germinada relaciona-se ao primeiro estadio pds-germinacdo e o broto
corresponde a um estadio mais avancado de desenvolvimento, com 8 a 10 cm de

altura e folhas definidas. Antes do inicio do brotamento, a semente & fonte de



23

proteina, carboidratos e, as vezes, gorduras, mas nado de vitaminas. Habitualmente,
os graos sao duros e de dificil digestdo. Entretanto, a germinacdo e o crescimento
do embrido promovem intensa atividade metabdlica, na qual ocorrem varias reacdes
guimicas, entre elas, a sintese das enzimas. Também ha consumo de grande parte
de carboidratos e gorduras reaproveitados na sintese de vitaminas, acucares,
proteinas e sais minerais, sendo, assim, de facil digestdo e assimilacdo (EGLI;
TEKRONY, 1997).

Tabela 2. Composicao do painco por 100 gramas de parte comestivel

Composicao Painco (g 100 g™
Umidade 8,7
Lipidios 4,2

Poliinsaturados 2,1

Monoinsaturados 0,8

Saturados 0,7
Proteinas 11
Fibra alimentar 8,5
Carboidratos 72,8
Célcio 0,0080000
Magnésio 0,11400
Fésforo 0,28500
Ferro 0,0030000
Sadio 0,0050000
Potassio 0,19500
Zinco 0,0017000

Fonte: USDA, 2013b.

Na germinacdo, o amido é transformado, por enzimas, em acucares mais
simples e as proteinas sdo degradadas em aminoacidos. Ha absorcdo de grandes
quantidades de &gua, sintetizam-se vitaminas e enzimas e ha& mobilizacdo de
minerais. Tal como 0 cozimento, a germinacao é uma espécie de pré-digestdo, mas
sem que ocorra perda de nutrientes. O mais elevado ponto de vitalidade no ciclo de
vida de uma planta ocorre quando esta € um broto, em que se tem os melhores
beneficios nutricionais (MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1989; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000).

No estaddio de semente germinada (dois a trés dias), 0 gérmen comeca a
transformar a reserva nutritiva dormente em alimento vivo para ser assimilado pela

nova planta. O proximo estadio € um broto (cinco a sete dias), com a planta
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apresentando raiz, haste e clorofila, com perda da casca e assimilagcdo de quase
toda reserva nutritiva da semente (MARCOS FILHO, 2005).

Nesse contexto, tem crescido o interesse pela producdo de germinados ou
brotos, a partir de sementes de varias espécies, que tenham alto valor nutritivo.
Dentre essas, pode-se incluir a linhaga e o paingo, para os quais, embora o Brasil
apresente condicbes favoraveis para cultivo, a producdo ainda € pequena e h&
poucos relatos na literatura do uso dessas duas espécies como germinados ou
brotos.

Os efeitos da germinacao sobre a composi¢cdo quimica, aspectos nutricionais
e caracteristicas sensoriais variam com as espeécies, cultivares vegetais e as
condicbes de germinacdo das sementes (ELLIS et al.,, 1986; ELLIS; BARRETT,
1994). A germinacdo ocorre mediante condicbes apropriadas, em que O eixo
embrionério retoma o desenvolvimento que tinha sido interrompido por ocasido da
maturacéo fisioldgica, com o subsequente rompimento do tegumento pela radicula
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Na fase inicial do processo, ocorre 0 reparo
metabdlico dos componentes celulares e do plasma citoplasmatico. As membranas
se reorganizam, restabelecendo a permeabilidade seletiva e evitando a exsudacao
excessiva de eletrolitos (ABDUL-BAKI, 1980).

A germinagdo proporciona melhor valor nutritivo pela maior digestibilidade
protéica e pelo quociente de eficiéncia protéica, além de reduzir os efeitos dos
fatores antinutricionais nas leguminosas. Em se tratando dos cereais, reduz o
contetdo de fitatos e tem-se observado, ainda, aumento da biodisponibilidade de
minerais e vitaminas, principalmente vitamina C (WANG; FIELDS, 1978;
VANDERSTOEP, 1981; BORDINGNON et al., 1995).

O ponto critico na germinacdo, em termos de acumulo de compostos
nutritivos e de fitoquimicos, é a duracdo desse processo, que pode ser horas ou
alguns dias, fator esse que é responsavel pela diferenciagdo de germinados ou
brotos. Quanto ao teor de polifendis, foram observadas reducdes de 35 a 42 % em
diversas espécies de pain¢co geminadas por seis dias (ABDELRAHAMAN et al.,
2007). Da mesma forma, também ocorreu uma reducdo de 21 % nos compostos
fendlicos totais em outras espécies de painco que foram embebidas durante 12
horas e germinaram a 25 °C, porém, os autores nao especificaram o tempo de
germinacao (TOWO; SVANBERG; NDOSSI, 2003).
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Contrariamente aos compostos fendlicos, para a vitamina C, ao testar o
tempo de germinacédo (2, 3, 4, 5 e 7 dias) em feijao-mungo (Vigna radiata cv.
Emmerald) observou-se que do segundo para o sétimo dia ocorreu acréscimo de
482 % no teor dessa vitamina. Esse comportamento também foi verificado para o a-
tocoferol, porém com acréscimo de 140 % (FERNANDEZ-OROZCO et al., 2008).
Também, constataram-se acréscimos nos teores de a-tocoferol em Lupinus albus L.
var. Multolupa, alterando de 0,29 para 3,91 mg 100 g™ de massa seca, do segundo
para o nono dia avaliado, respectivamente (FRIAS et al., 2005). Em germinados de
trigo, o pico maximo de acumulo de biocompostos ocorreu aos sete dias, tanto para
vitamina C, quanto para a-tocoferol e beta-caroteno (YANG; BASU; OORAIKUL,
2001).
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3 Projeto de Pesquisa

PRPPG — PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

TEOR DE BIOCOMPOSTOS EM GERMINADOS DE LINHACA (Linum
usitatissimum L.) E PAINCO (Panicum miliaceum L.)

Equipe: Orientador: Elizabete Helbig, Dra.
Comité de Orientacdo: Roberta Manica-Berto, Dra.
Rui Carlos Zambiazi, PhD.

Scharlise Diovanella Schneider da Silva

Pelotas, setembro de 2014
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1. CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Os alimentos de origem vegetal sédo excelentes fontes de nutrientes, fibras,
minerais e fitoquimicos, mas, infelizmente, frutas e legumes frescos sdo geralmente
sazonais e, portanto, fora de época tornam-se opcdes caras. Além disso, a maior
parte das culturas fora da estacdo de cultivo é produzida em condic¢des artificiais,
colhidas prematuramente, e, em seguida, exportadas para outras partes do mundo.
Todos esses fatores resultam em declinio do valor nutritivo das culturas, em termos
de opcbes na alimentacdo diaria. Uma excelente alternativa para os alimentos de
origem vegetal sdo os germinados ou brotos, que podem ser consumidos, na forma
fresca, em todas as épocas do ano (PAJAK et al., 2014).

O processo para obter os germinados ou brotos, inicia-se quando a semente
comeca a absorver agua, sendo completado quando se alonga o eixo embrionario.
Nesse ponto, as reservas das sementes sdo mobilizadas para apoiar o crescimento
dessa nova plantula (BEWLEY et al., 2001). A germinacao de sementes comestiveis
para produzir germinados ou brotos visa aumentar a palatabilidade e a
biodisponibilidade de certos compostos desses alimentos (DUENAS et al., 2009;
MARTINEZ-VILLALUENGA et al.,, 2010; HUNG; HATCHER; BARKER, 2011).
Diversos estudos relatam teores elevados de nutrientes e reduzidos de
antinutrientes em brotos, quando comparados com sementes ndo germinadas
(OLOYO, 2004; ZIELINSKI et al., 2005; MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2010).

As sementes comestiveis e brotos sdo fontes de antioxidantes, tais como,
acidos fendlicos, flavonoides e vitaminas (PASKO et al., 2009). Porém, a
composicdo desses antioxidantes nos brotos depende de muitos fatores, por
exemplo: condi¢des climéticas e agronémicas durante o crescimento, condi¢cdes de
armazenamento e também da variedade (CEVALLOS-CASALS; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2010). Outro fator determinante é o tempo de duracdo do processo de
germinacado, geralmente de 7 a 9 dias, sao suficientes para garantir o maximo de
acumulo de vitamina C e a-tocoferol (YANG et al., 2001; FRIAS et al.,, 2005;
FERNANDEZ-OROZCO et al., 2008).

No entanto, a maioria dos trabalhos publicados recentemente esta focada
principalmente nos estudos de germinados e/ou brotos tipicos, tais como trigo
(YANG et al., 2001), feijao-mungo e soja (FERNANDEZ-OROZCO et al., 2008), e
brécolis (MARTINEZ-VILLALUENGA et al, 2010), que j& estdo facilmente
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disponiveis no mercado. Os germinados de linhaca e paingo sdo novas opcdes
vegetais, que podem ser usados na alimentacao.

Nesse contexto, hipotetiza-se que a sintese de compostos fendlicos, de
carotenoides e do sistema antioxidante sofre alteracbes ao longo da fase de
germinacao. ldentificar o tempo 6timo de germinacédo, onde o nivel de antioxidantes
€ maximo, torna-se atrativo para o mercado de germinados comestiveis, com
melhores propriedades bioativas. Dessa forma, a realizacdo deste projeto de
pesquisa parte da necessidade de investigar tais questbes, além da composicao
centesimal e do perfil de acidos graxos de sementes de linhaga e painco. O
conhecimento destes parametros pode proporcionar significativo aporte para novas
opcOes em termos de germinados, e da mesma forma, permitird o desenvolvimento

de novas linhas de pesquisa com germinados.
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2. OBJETIVOS E METAS

Investigar as modificacdes no perfil de compostos minoritarios, especialmente
de interesse biologico, desenvolvidas pelos germinados de linhaca e painco, ao

longo do tempo.

2.1. Objetivos especificos

- Determinar a composicao centesimal de sementes de linhaca e painco.
- Identificar os acidos graxos que compdem as sementes de linhacga e paingo.
- Estabelecer o tempo de germinagdo que propicia maior concentracdo de

compostos de importancia nutricional/biolégica nos germinados de linhaca e paingo.

2.2. Metas a serem alcancadas

Promover conhecimento acerca das respostas da germinacdo de sementes
de linhaga e paingo, ao longo do tempo, permitindo a identificagdo de compostos
envolvidos nos processos fisiologicos e metabdlicos dos germinados.

Formacdo de recursos humanos capacitados para identificar e resolver

problemas relacionados a aspectos nutritivos de germinados.
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3. METODOLOGIA

O projeto de pesquisa prevé a conducdo de um estudo que sera desenvolvido
em laboratério na Universidade Federal de Pelotas-RS, Campus Porto e Campus
Capéo do Leéo, no periodo compreendido entre agosto de 2012 e junho de 2014.

Serdo adquiridas sementes de linhaca e paingo de produtores comerciais no
Rio Grande do Sul. As lavouras comerciais serdo georeferenciadas. Apos a
aquisicdo, as mesmas serdo acondicionadas em sacos plasticos opacos com
capacidade de 30 L mantidos em temperatura de 18 °C até o momento da realizacdo
das andlises. As sementes serdo pré-selecionadas para remocao das danificadas e
de materiais estranhos. Antes da instalacdo do experimento sera verificada a
gualidade das mesmas, a partir de testes de germinacao e vigor.

O teste de germinacdo sera conduzido com quatro repeticbes de 50
sementes, distribuidas em caixas gerbox sobre trés folhas de papel germitest,
umedecido com 2,5 vezes a sua massa com agua destilada, colocadas no
germinador regulado com temperatura constante de 25 °C (+2), umidade relativa do
ar de 80 % (5), com fotoperiodo de doze horas. As contagens serdo realizadas aos
trés e aos sete dias apds a semeadura, de acordo com o0s critérios estabelecidos
nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados serao
expressos em percentagem. O teste de vigor constituirA na determinacdo, em
percentagem, das plantulas normais aos cinco dias ap0s a instalacdo do teste de
germinacao (BRASIL, 2009).

O delineamento experimental utilizado serd completamente casualizado,
arranjado em esquema bifatorial, com trés repeticées. Ao fator A serd atribuido o tipo
de semente (linhacga e paingo) e ao fator B, os tempos de germinacéo (0, 24, 48, 72,
96 e 120 horas ap6s a germinac¢ao), de acordo com a Tabela 3. As sementes serao
distribuidas em rolos formados por trés folhas de papel germitest, umedecidos com
agua destilada (equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco). Posteriormente, 0s
rolos serdo transferidos para o germinador nas mesmas condi¢cOes estabelecidas no
teste de germinacéo. As coletas dos germinados serdo efetuadas 24, 48, 72, 96 e
120 horas apOs a germinagdo, considerando a emergéncia da radicula como
indicador da germinagdo, além da testemunha, sem germinar (0O hora). Tanto as
amostras de sementes de linhaca e de painco ndo germinadas (controle) quanto as

correspondentes aos diferentes tempos de germinacdo serdo liquidificadas até
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adquirirem aspecto de farinha e pasta, respectivamente, objetivando assim,

homogeneizar a amostra.

Tabela 1. Delineamento experimental para avaliar varidveis fisico-quimicas e fitoquimicas em
diferentes tempos de germinacédo de linhaca e painco

Variaveis independentes

Germinacao 25°C

Tratamentos Tempo (horas) Variaveis dependentes

0 24 48 72 96 120
Linhaca (Controle) TO X Umidade
Linhaca T1 X Cinzas
Linhaca T2 X Fibra Bruta
Linhaga T3 X Lipideos
Linhaca T4 X Proteina
Linhaca T5 X Carboidratos

Acidos Graxos

Painco (Controle) TO X Fenois Totais
Painco T1 X Clorofilas Totais
Paingo T2 X Carotenoides Totais
Painco T3 X Tocoferéis Individuais
Painco T4 X Acido L-ascoérbico
Painco T5 X Capacidade Antioxidante

12 tratamentos x 3 repeticBes = 36 amostras x 13 varidveis = 468 determinacdes (1.404 - tripl/936
dupl.).

Inicialmente, serd determinada a composicdo centesimal das sementes de
linhagca e painco, com a realizacdo das analises de umidade por método
gravimétrico; cinzas por gravimetria ap6s incineracdo da amostra; fibra bruta por
digestdo acida e alcalina; lipideos (extrato etéreo em Soxhlet); proteina em sistema
Micro-Kjedahl com utilizacdo do fator 5,30 para conversdo do nitrogénio em teor
protéico e carboidratos por diferenca, subtraindo de 100 a soma dos valores obtidos
de umidade, proteina, lipidios, cinzas e fibra bruta (AOAC, 1995; AOAC, 2005).

Também, sera determinado o perfil de 4cidos graxos de ambas as sementes
utilizadas, para isso sera realizada a extracdo de lipideos a frio conforme descrito
por Bligh e Dyer (1959). Ap0s a extracdo, a analise de acidos graxos sera realizada
segundo método descrito por Hartman e Lago (1973), adicionando a amostra 500 pL
de KOH 0,1 N em metanol, que permanecera em banho-maria a 60 °C por 2 horas.
Ap6s a amostra esfriar, sera adicionado na mesma 1,5 mL de H,SO4 1 mol L%, e
posteriormente serdo levadas novamente ao banho-maria (60 °C a 2 horas).
Igualmente, a amostra irA esfriar, e sera acrescentado 2 mL de hexano, com

posterior agitacdo dos tubos e coleta de 1 mL da fase de hexano, que contém o0s
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ésteres metilicos de acidos graxos. Sera injetado 1 pyL desta fase em cromatografo
gasoso-CG (Perkin Elmer Clarus500), provido com detector FID, coluna capilar
(Phenomenex) com fase liquida constituida de 5 % de fenil e 95 % de
dimetilpolisiloxano e com dimensdes 15 m x 0,32 mm x 0,1 uym. Os dados serao
adquiridos e processados com auxilio do softwareClarus 500. Sera utilizado
gradiente de temperatura, com temperatura inicial da coluna de 90 °C, mantida por 1
minuto; apds, passara para 160 °C com incremento linear de 12 °C min™, mantida
por 3,5 minutos; seguindo a 190 °C com incremento linear de 1,2 °C min™; e
finalmente a 230 °C com incremento linear de 15 °C min™, mantida por 15 minutos.
O injetor e o detector serdo mantidos na temperatura de 230 °C e 240 °C,
respectivamente. Serda utilizado o nitrogénio como gas de arraste a 1,5 mL m™. Os
acidos graxos serdo identificados por meio da comparacdo com 0s tempos de
retencdo dos padrfes e o teor de cada acido graxo nas amostras sera calculado de
acordo com a area de cada um dos picos obtidos nos cromatogramas, multiplicadas
por 100 e dividido pela area total de acidos graxos da amostra, sendo os resultados
expressos em percentagem.

As demais andlises descritas abaixo serdo realizadas para as amostras
referentes aos diferentes tempos de germinacgéao (TO, T1, T2, T3, T4 e T5) de linhaca
e paingo.

A determinacao do teor de fendis totais sera realizada de acordo com método
descrito por Singleton e Rossi (1965), com modificacfes. Para a etapa de extracdo
serdo pesados 2 g de amostra triturada, que serdo diluidos em 20 mL de metanol,
sendo colocados em banho-maria a 25 °C (3 horas). ApGs esse periodo, a amostra
sera filtrada com algodédo para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o
volume com metanol. Para a etapa de quantificacdo dos fendis sera retirado 1 mL do
extrato obtido, adicionado 10 mL de agua ultrapura e 0,5 mL de Folin-Ciocalteau 2N,
deixando-se reagir por 3 minutos, e apos serdo adicionados 1,5 mL de Na,CO3 20 %
(m/v), permanecendo no escuro por mais 2 horas. Sera realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotometro (Ultrospec 2100 Pro UV/Visivel - Pharmacia
Biotech) no comprimento de onda de 765 nm. Ser& elaborada curva padréo de acido
galico e os resultados serdo expressos em miligramas de equivalente de acido
galico (mg GAE) por grama de matéria fresca (MF).

O teor de clorofila serd determinado com amostras de 1 g maceradas em um

almofariz em presengca de 5 mL de acetona a 80 % (v/v). O material sera
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centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante transferido para baldo
volumétrico de 20 mL, completando-se esse volume com acetona a 80 % (v/v). Os
teores de clorofila a, b, totais (a+b) e de carotenoides totais serdo calculados pelo
uso das formulas de Lichtenthaler (1987) a partir da absorbancia da solucdo obtida
por espectrofotometria a 647, 663 e 470 nm. O conteldo de clorofilas sera
determinado pelas equacoes:

Chl totais = 7,15 (Aes3) + 18,71 (Asa7);

Chl ‘a’= 12,25 (Ases) — 2,79 (Asa7);

Chl ‘b= 21,50 (As47) — 5,10 (Ass3).

Os resultados ser&o expressos em mg g™ de MF.

A determinacdo de carotenoides totais sera realizada segundo o método
descrito por Rodriguez-Amaya (1999), com algumas adaptacfes. Sera pesado 5g de
amostra em seguida, sera adicionado 20 mL de acetona gelada, agitando-se o
conteddo por 10 minutos. O material sera filtrado em funil de buchner com papel
filtro, lavando a amostra com acetona até que o extrato fique incolor. O filtrado sera
transferido para um funil de separacéo, onde serd acrescentado 30 mL de éter de
petrleo e em torno de 100 mL de &gua destilada. A fase inferior devera ser
descartada até ocorrer a remocéo total da acetona. Em seguida, o extrato superior
devera ser transferido para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o
volume com éter de petréleo. A leitura serd realizada em espectrofotbmetro a 450
nm. O conteudo de carotenoides sera determinado pela equacao:

C=ABS x 50 mL x 10°/2.500 x 100 x P

Onde, C= concentracdo da amostra; ABS= absorbancia e P = peso da
amostra (g). Os resultados serdo expressos em mg de B-caroteno 100g™” amostra
fresca.

A extracdo de tocoferdis sera realizada segundo metodologia descrita por
Rodriguez-Amaya (1999), conforme descrito para carotendides. Apds a extracédo da
fase etérea, esta sera separada e centrifugada a 9000 rpm por 6 minutos, injetando
20 pL do sobrenadante no cromatégrafo. Os tocoferdis serdo separados e
quantificados utilizando o equipamento CLAE da Shimadzu, equipado com injetor
automatico, com detector de fluorescéncia, utilizando o comprimento de onda de 290
nm para excitagao e de 330 nm para a emissdo, com coluna de fase reversa RP-18
CLC-ODS (5 pm, 4,6 mm x 150 mm, Shimadzu) e coluna de guarda CLC-GODS (5

pum, 2 cm x 4 mm, Supelco). A separacédo sera realizada pelo sistema de eluigéo por
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gradiente, com fase movel constituida de metanol (solvente A): isopropanol (solvente
B): acetonitrila (solvente C), com fluxo de 1 mL min®. O gradiente iniciara com
proporcao de A:B:C de 40:50:10; sera alterado em 10 minutos para 65:30:5; apds 2
minutos, para 40:50:10, e mantido constante até 15 minutos (ZAMBIAZI, 1997). Os
picos serdo identificados por comparacdo com o tempo de retengéo dos padrdes e
quantificados por comparacao com as curvas de calibracdo externas, preparada com
os padrbes cromatograficos correspondentes ao a-, &- e y-tocoferol. O teor total de
tocoferois sera expresso em pg g de amostra fresca.

O teor do acido L-ascérbico (vitamina C) sera quantificado através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando sistema HPLC-Shimadzu,
equipado com injetor automatico e detector UV-visivel (254 nm). A separacdo sera
desenvolvida em coluna de fase reversa RP18 (5 um, 4,6 mm x 150 mm), tendo
como fase moével: (A) 0,1 % de acido acético e (B) 100 % de metanol, utilizando
como curva padrdo o &cido L-ascoérbico, adaptado de Vinci et al. (1995). Os
resultados seréo expressos em miligramas de acido L-ascorbico por 100 g de MF.

A capacidade antioxidante sera determinada através do método do sequestro
de radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) adaptado de Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995). As leituras serdo realizadas apés 30 minutos de reacdo a
23 °C em espectrofotbmetro na absorbancia de 517 nm. Sera preparada uma curva
padrdo com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) e os
resultados serdo expressos em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC) (ug TEAC g~ de MF).

Os dados obtidos serdo analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk, a homocedasticidade pelo teste de Hartley e a independéncia dos
residuos sera verificada graficamente. Posteriormente, serdo submetidos a analise
de variancia (p<0,05). Em caso de significancia estatistica, os efeitos dos tipos de
graos serao comparados pelo teste t (p<0,05) e dos tempos de germinagao por
modelos de regressdo (p<0,05). A presenga de correlacbes entre as variaveis
dependentes do estudo serd analisada através do coeficiente de correlacdo de
Pearson (p<0,0001) (SAS INSTITUTE, 2002).
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4. RESULTADOS E IMPACTOS ESPERADOS

Participacao por parte dos alunos de graduacdo do Congresso de Iniciacédo
Cientifica (CIC) da UFPel.

Publicacdo de um artigo em periédico Al.

A realizacéo deste projeto de pesquisa parte da necessidade de identificar o
tempo 6timo de germinacdo, onde o nivel de antioxidantes € maximo, além da
composicdo centesimal e do perfil de acidos graxos de sementes de linhaca e
painco. O conhecimento destes parametros pode proporcionar significativo aporte
para novas opgBes em termos de germinados, e da mesma forma, permitira o
desenvolvimento de novas linhas de pesquisa com germinados.

A proposta visa que sementes de linhaca e painco quando submetidas a
germinacdo aumentam a sintese de compostos das vias dos fenilpropanoides, de
carotenoides e do sistema antioxidante, e essas alteracdes sdo maximizadas ao

longo do processo de germinacao.



5. CRONOGRAMA DO PROJETO

36

Tabela 2. Cronograma de atividades a serem desenvolvidas durante a conducdo das diferentes

etapas desse projeto de pesquisa

Projeto

2013

2014

JASONDJF

MAMJJASONDJFMAMJ

Revisao
bibliografica

XX X X X X X X

X

X X X X X

Projeto
Qualificacao

Aquisicao das
sementes

Instalacdo do
experimento em
germinador

Coleta dos
germinados

Analise da
composicao
centesimal

Analise do peffil
de acidos graxos

Quantificacdo dos
fitoquimicos

Tabulacao dos
dados e analise
estatistica

X X X X

Redacéo da
dissertacéo,
artigo cientifico e
resumos

X X X X X X

Defesa da
Dissertacao
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6. OUTROS PROJETOS E FINANCIAMENTOS

Tabela 3. Orcamento do material de consumo

Material de consumo Valor Quantidade Valor
unitario (R$) total
Material para laboratorio (luvas, cubetas, i 1.500.00
ponteiras, microtubos, papel germitest) - U
Folin-Ciocalteau 2 N, Na,COs, celite, acido i - 600,00
metafosforico
Acetona p.a. 16,25 6 Lt 97,50
Alcool metilico p.a. 14,00 7 Lt 98,00
Eter de petroleo p.a. 35,00 6 Lt 210,00
Alcool metilico UV/HPLC 24,90 2 Lt 49,80
Hexano UV/HPLC 83,30 2 Lt 166,60
Hexano 99% p.a. 48,05 4Lt 192,20
Alcool isopropilico UV/HPLC 17,75 2 Lt 35,50
Acetonitrila UV/HPLC 62,00 2 Lt 124,00
Acido acético UV/HPLC 18,05 2 Lt 36,10
Sementes 140,00 - 140,00

Total 3.249,70
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4 Relatoério do trabalho de campo

Para a execuc¢do do projeto de pesquisa, apos testes realizados, verificou-se
a necessidade por substituir metodologias inicialmente indicadas no projeto.

Metodologia Inicial: A determinacdo do teor de fendis totais sera realizada
de acordo com método descrito por Singleton e Rossi (1965), com modificacdes.
Para a etapa de extracao serdo pesados 2 g de amostra triturada, que serdo diluidos
em 20 mL de metanol, sendo colocados em banho-maria a 25 °C (3 horas). Apés
esse periodo, a amostra sera filtrada com algodao para um baldo volumétrico de 50
mL, completando-se o volume com metanol. Para a etapa de quantificacdo dos
fendis sera retirado 1 mL do extrato obtido, adicionado 10 mL de agua ultrapura e
0,5 mL de Folin-Ciocalteau 2N, deixando-se reagir por 3 minutos, e ap0s serao
adicionados 1,5 mL de Na,CO3; 20 % (m/v), permanecendo no escuro por mais 2
horas. Sera realizada a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro (Ultrospec
2100 Pro UV/Visivel - Pharmacia Biotech) no comprimento de onda de 765 nm. Sera
elaborada curva padrdo de acido gélico e os resultados serdo expressos em
miligramas de equivalente de acido galico (mg GAE) por grama de matéria fresca
(MF).

Metodologia Final Utilizada: O teor de fendis totais foi determinado pelo
método Folin-Ciocalteau. A extracdo foi realizada segundo método descrito por
Khattak; Zeb; Bibi; Khalil; Khattak, (2007), com modificacdes. Para essa etapa, trés
gramas de amostra fresca maceradas em moinho de bola (Marconi, MA 350) foram
colocadas em tubos de falcon de 50 mL e diluidas em 20 mL de metanol, sob
agitacdo por 20 minutos. Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 7.000
rpm durante 15 minutos. Para a etapa de reacdo dos fendis totais foi retirado 0,1 mL
do extrato metandlico obtido e foram adicionados 0,4 mL de agua ultrapura, 2,5 mL
de Folin-Ciocalteau 0,2 M e 2 mL de carbonato de soédio 7,5 % (m/v). Ap6s duas
horas de Iincubacdo, a absorbancia foi medida contra um branco, em
espectrofotometro (Jenway, 6700) a 760 nm (MEDA; LAMIEN; ROMITO; MILLOGO;
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NACOULMA, 2005). O teor de fendis totais foi expresso em miligrama de
equivalente de &cido galico (GAE) por grama de MS de semente e broto.

Metodologia Inicial: A determinacdo de carotenoides totais sera realizada
segundo o método descrito por Rodriguez-Amaya (1999), com algumas adaptacdes.
Ser& pesado 5g de amostra em seguida, sera adicionado 20 mL de acetona gelada,
agitando-se o contetdo por 10 minutos. O material seré filtrado em funil de buchner
com papel filtro, lavando a amostra com acetona até que o extrato fique incolor. O
filtrado sera transferido para um funil de separacédo, onde sera acrescentado 30 mL
de éter de petroleo e em torno de 100 mL de agua destilada. A fase inferior devera
ser descartada até ocorrer a remoc¢do total da acetona. Em seguida, o extrato
superior devera ser transferido para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-
se o volume com éter de petroleo. A leitura sera realizada em espectrofotdmetro a
450 nm. O conteudo de carotenoides sera determinado pela equagéo:

C= ABS x 50 mL x 10°/ 2.500 x 100 x P

Onde, C= concentracdo da amostra; ABS= absorbancia e P = peso da
amostra (g). Os resultados serdo expressos em mg de B-caroteno 100g™” amostra
fresca.

Metodologia Final Utilizada: O teor de carotenoides totais foi determinado a
partir do método da AOAC 970.64 (2000), com modificacdes. Um grama de amostra
fresca foi macerada e homogeneizada com 15 mL de solvente extrator
(hexano:etano:acetona:tolueno, na proporcao 10:6:7:7), em seguida, adicionou-se 1
mL de KOH 10 % (v/v) e procedeu-se a uma rapida homogeneizacao, submetendo-a
ao aguecimento em banho-maria (56 °C por 20 minutos). Depois de removida do
banho, a amostra permaneceu a temperatura ambiente por 1 hora. Aliquotas de 15
mL de hexano foram adicionadas aos frascos e os mesmos foram aferidos a 50 mL
com Na,SO4 10 % (m/v). Posteriormente, foram homogeneizados e mantidos no
escuro por 1 hora. Uma aliquota do sobrenadante foi avaliada em espectrofotdmetro
(Shimadzu, UV-mini 1240) no comprimento de onda de 454 nm. Os resultados foram
expressos em mg de 3-caroteno por 100 grama de MS de semente e broto.

Metodologia Inicial: A extracdo de tocoferois serd realizada segundo
metodologia descrita por Rodriguez-Amaya (1999), conforme descrito para
carotendides. ApOs a extracdo da fase etérea, esta serd separada e centrifugada a
9000 rpm por 6 minutos, injetando 20 pL do sobrenadante no cromatégrafo. Os

tocoferois serdo separados e quantificados utilizando o equipamento CLAE da
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Shimadzu, equipado com injetor automatico, com detector de fluorescéncia,
utilizando o comprimento de onda de 290 nm para excitacdo e de 330 nm para a
emissado, com coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS (5 pm, 4,6 mm x 150 mm,
Shimadzu) e coluna de guarda CLC-GODS (5 um, 2 cm x 4 mm, Supelco). A
separacdo sera realizada pelo sistema de eluicdo por gradiente, com fase movel
constituida de metanol (solvente A): isopropanol (solvente B): acetonitrila (solvente
C), com fluxo de 1 mL min?®. O gradiente iniciard com proporcdo de A:B:C de
40:50:10; sera alterado em 10 minutos para 65:30:5; apés 2 minutos, para 40:50:10,
e mantido constante até 15 minutos (ZAMBIAZI, 1997). Os picos serdo identificados
por comparagcdo com o tempo de retencdo dos padroes e quantificados por
comparacdo com as curvas de calibracdo externas, preparada com os padroes
cromatograficos correspondentes ao a-, &- e y-tocoferol. O teor total de tocoferdis
sera expresso em g g™ de amostra fresca.

Metodologia Final Utilizada: A extragdo de tocoferois foi realizada segundo
metodologia descrita por AOAC 970.64 (2000), conforme descrito para carotendides.
Apés a extracdo da fase etérea, esta serd separada e centrifugada a 9000 rpm por 6
minutos, injetando 20 pL do sobrenadante no cromatografo. Os tocoferdis serdo
separados e quantificados utilizando o equipamento CLAE da Shimadzu, equipado
com injetor automatico, com detector de fluorescéncia, utilizando o comprimento de
onda de 290 nm para excitacdo e de 330 nm para a emissdo, com coluna de fase
reversa RP-18 CLC-ODS (5 um, 4,6 mm x 150 mm, Shimadzu) e coluna de guarda
CLC-GODS (5 um, 2 cm x 4 mm, Supelco). A separacao sera realizada pelo sistema
de eluicdo por gradiente, com fase movel constituida de metanol (solvente A):
isopropanol (solvente B): acetonitrila (solvente C), com fluxo de 1 mL mint. O
gradiente iniciara com proporcédo de A:B:C de 40:50:10; sera alterado em 10 minutos
para 65:30:5; apés 2 minutos, para 40:50:10, e mantido constante até 15 minutos
(ZAMBIAZI, 1997). Os picos serdo identificados por comparacdo com o tempo de
retencdo dos padrdes e quantificados por comparagéo com as curvas de calibragao
externas, preparada com os padrdes cromatograficos correspondentes ao a-, 6- e y-
tocoferol. O teor total de tocoferois sera expresso em pg g de amostra fresca.

Observacao: A quantificacdo dos tocoferdis ndo pode ser realizada em
funcdo de problema ocorrido com equipamento.

Metodologia Inicial: O teor do &cido L-ascérbico (vitamina C) sera

quantificado através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando
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sistema HPLC-Shimadzu, equipado com injetor automatico e detector UV-visivel
(254 nm). A separacao sera desenvolvida em coluna de fase reversa RP18 (5 um,
4,6 mm x 150 mm), tendo como fase mével: (A) 0,1 % de acido acético e (B) 100 %
de metanol, utilizando como curva padrao o acido L-ascorbico, adaptado de Vinci et
al. (1995). Os resultados serdo expressos em miligramas de &cido L-ascOrbico por
100 g de MF.

Observacao: A analise do teor do acido L-ascorbico (vitamina C) nédo pode
ser realizada em func&o de problema ocorrido com equipamento.

Metodologia Inicial: A capacidade antioxidante sera determinada através do
método do sequestro de radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)
adaptado de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). As leituras serdo realizadas
apos 30 minutos de reacdo a 23 °C em espectrofotbmetro na absorbancia de 517
nm. Ser4 preparada uma curva padrdo com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) e os resultados seréo expressos em capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) (ug TEAC g de MF).

Metodologia Final Utilizada: A capacidade antioxidante foi determinada
atraves do método do sequestro de radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) adaptado de Moure, Franco, Sineiro, Dominguez, Nufiez, & Lema,
(2001). Uma aliquota de 3,9 mL da solu¢cédo de DPPH 0,1 mM foi misturada a 0,1 mL
do mesmo extrato metandlico usado para avaliagdo dos compostos fendlicos. Ap6s
60 minutos de incubacdo, a absorbancia da amostra foi medida a 515 nm em
espectrofotometro (Jenway, 6700) e os resultados foram expressos em mg de
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) por grama de MS de semente

e broto.
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Resumo

Uma excelente alternativa para o aumento do consumo de alimentos in natura
sao os germinados ou brotos, que podem ser consumidos na forma fresca, em todas
as épocas do ano. Essas sementes germinadas sdo fontes de antioxidantes, tais
como acidos fendlicos, flavonoides e vitaminas, além dos aminoacidos e fibras.
Nesse contexto, objetivou-se avaliar a composicédo centesimal e o perfil de &cidos
graxos nas sementes e os teores de clorofilas, carotenoides, fendis e a capacidade
antioxidante nos germinados de linhaca e paingco em diferentes tempos de

germinacao. Para isso, foi realizado um experimento em delineamento experimental
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completamente casualizado, arranjado em esquema bifatorial, com trés repeticdes.
Ao fator A foi atribuido o tipo de semente (linhaca e pain¢o) e ao fator B, os tempos
de germinacéo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a germinacao). A semente de
linhaca apresentou maior percentual de lipidios em comparacdo com a semente de
painco. O acido graxo majoritario na linhaca foi o linolénico, enquanto que os acidos
palmitico, palmitoleico, linoleico e araquidico foram os principais no pain¢co. Houve
diferenca entre linhaca e painco, em clorofilas, carotenoides totais, fendis totais e
capacidade antioxidante nos tempos 72, 96 e 120 horas ap0s a germinacao. As
sementes germinadas de linhaca e painco contém diversos compostos que podem
ser benéficos a saude, como alguns carotenoides, compostos fendlicos, o que
potencializa a capacidade antioxidante das mesmas. Portanto, o consumo de
germinados de linhaca e painco pode ser uma boa alternativa para aumentar o

fornecimento destes compostos na dieta humana.

Palavras-chave: compostos fendlicos, capacidade antioxidante, pigmentos.

1. Introducéo

Uma excelente alternativa para o aumento do consumo de alimentos in natura
sao os germinados ou brotos, que podem ser consumidos na forma fresca, em todas
as eépocas do ano (Pajak, Socha, Gatkowska, Roznowski,& Fortuna, 2014). A
germinacao é um dos processos mais antigos, simples e econémicos para melhorar
o valor nutricional das sementes. Além disso, apresenta vantagens como a nao
utilizacao de solo, de agrotoxicos e de luz solar direta e rapida obtencédo dos brotos

(Ambrosano et al., 2003).
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A germinacdo de sementes comestiveis para produzir germinados ou brotos
aumenta e modifica a textura e o valor nutritivo desses alimentos (Duefas,
Hernandez, Estrella, & Fernandez, 2009; Martinez-Villaluenga et al., 2010; Hung,
Hatcher, & Barker, 2011). Diversos estudos relatam teores elevados de nutrientes e
reduzidos de antinutrientes em brotos, quando comparados com sementes nao
germinadas (Oloyo, 2004; Zielinski, Frias, Piskuta, Koztowska, & Vidal-Valverde,
2005; Martinez-Villaluenga et al., 2010). As sementes germinadas sao fontes de
antioxidantes, tais como &acidos fendlicos, flavonoides e vitaminas, além dos
aminoécidos e fibras (Pasko, Sajewicz, Gorinstein, & Zachwieja, 2008).

A composicdo dos antioxidantes nos brotos depende de muitos fatores, por
exemplo condi¢des climaticas e agronémicas durante o crescimento, condi¢cdes de
armazenamento e também da variedade (Cevallos-Casals, & Cisneros-Zevallos,
2010). Outro fator determinante € o tempo de duracao do processo de germinacgéao, o
qual influencia no acumulo de compostos, como vitamina C e a-tocoferol (Yang,
Basu, & Ooraikul, 2001; Frias, Miranda, Doblado, & Vidal-Valverde, 2005;
Fernandez-Orozco, Frias, Zielinski, Piskula, Kozlowska, & Vidal-Valverde, 2008).

No entanto, a maioria dos trabalhos publicados dao énfase principalmente nos
estudos de germinados e/ou brotos tipicos, tais como trigo (Yang, Basu, & Ooraikul,
2001), feijao-mungo e soja (Fernandez-Orozco, Frias, Zielinski, Piskula, Kozlowska,
& Vidal-Valverde, 2008) e brocolis (Martinez-Villaluenga et al., 2010), que estéo
facilmente disponiveis no mercado. Os germinados de linhaga e paingo constituem-
se em novas opc¢oes vegetais, que podem ser incluidos na alimentacao.

Considerando a importancia dos compostos bioativos em alimentos, e, que o
processo de germinacdo melhora o teor desses compostos, objetivou-se avaliar a

composicdo centesimal e o perfil de acidos graxos nas sementes e os teores de
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clorofilas, carotenoides, fendis e a capacidade antioxidante nos germinados de

linhaca e painco em diferentes tempos de germinacéo.

2. Material e Métodos

2.1. Reagentes quimicos

B-caroteno, reagente Folin-Ciocalteu, acido galico, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano (Trolox) e os acidos
caproico, caprilico, caprico, caproleico, laurico, dodecenoico, miristico, miristoleico,
palmitico, palmitoleico, margarico, heptadecenoico, esteéarico, oleico, linoleico,
linolénico, araquidico, gadoleico, eicosadienoico, eicosadienoico, eicosatrienoico,
tetraenoico, lignocérico e nervonico foram adquiridos da Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA. Os reagentes utilizados nas analises espectrofotométricas e cromatograficas
foram de grau HPLC e, para as demais analises utilizaram-se reagentes com grau

de pureza para analise (p.a.).

2.2. Amostras

As sementes de linhaca e pain¢co foram adquiridas de produtores comerciais
durante o ano agricola de 2012 localizados nos municipios de Girua (28°00°10,4”S,
54°13'3,5"0 e altitude de 343 m) e Novo Machado (27°34’37”S, 54°30'14”0 e
altitude de 232 m) respectivamente, na Regido Noroeste do Estado do Rio Grande
do Sul (RS), Brasil. O clima da regido conforme a classificacdo de Koppen & Geiger

(1928) é do tipo Cfa, subtropical umido. A temperatura e a precipitacdo média
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anuais sao de 19,6 °C e 1.847 mm e 20,3 °C e 1.742 mm, respectivamente para
Giruad e Novo Machado. O solo da regido € classificado como Latossolo Vermelho
distroférrico tipico (Embrapa-CNPS, 2006).

As sementes foram acondicionadas em sacos plasticos opacos com capacidade
de 30 L, transportadas ao Laboratorio de Cromatografia da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), Campus Capao do Ledo, RS e mantidas sob refrigeracdo a 10 °C
até o momento da realizacdo do experimento. Inicialmente, realizou-se uma triagem
manual das sementes, a fim de remover sementes danificadas e materiais
estranhos. Em seguida, as sementes utilizadas foram higienizadas por imersao em
hipoclorito de soédio 1% por trés minutos e posteriormente lavadas com &agua
destilada, conforme recomendacdo das Regras para Analise de Sementes - RAS
(BRASIL, 2009). Posteriormente, foi verificada a qualidade das mesmas, a partir de
testes de germinacao e vigor.O teste de germinacéo foi conduzido no Laboratoério de
Andlise de Sementes (LDAS/UFPel), com quatro repeticdes de duzentas sementes
(duas sub amostras de 100 sementes), distribuidas em caixas tipo gerbox sobre
duas folhas de papel germitest, umedecidos com agua destilada (equivalente a 2,5
vezes a massa do papel seco), colocadas no germinador regulado com temperatura
constante de 25 °C (£2) para o pain¢go e de 21 °C (x2) para a linhaca, umidade
relativa do ar de 80 % (5) e luminosidade de 24 horas para ambas as amostras. As
contagens foram realizadas aos trés e sete dias apés a instalacdo do teste, de
acordo com os critérios estabelecidos nas RAS (BRASIL, 2009), computando-se o
percentual de plantulas normais. O teste de vigor consistiu na primeira contagem do
teste de germinacéo, ao terceiro dia apos a instalacdo do mesmo, registrando o
percentual de plantulas normais, segundo as recomendacdes das RAS (BRASIL,

2009).
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2.3. Brotos

O experimento foi instalado na Embrapa Clima Temperado - Estacéo
Experimental Terras Baixas, no municipio de Capdo do Ledo, RS. O delineamento
experimental foi completamente casualizado, arranjado em esquema bifatorial, com
trés repeticdes. Ao fator A foi atribuido o tipo de semente (linhaca e paingo) e ao
fator B, os tempos de germinacdo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apods a
germinacao). As sementes foram desinfestadas por imersdo em hipoclorito de sédio
1% por trés minutos, lavadas com agua destilada conforme recomendacédo das RAS
(BRASIL, 2009) e distribuidas uniformemente em caixas tipo gerbox contendo duas
folhas de papel germitest, umedecidos com agua destilada (equivalente a 2,5 vezes
a massa do papel seco). Em seguida, as caixas foram acondicionadas em
germinador nas mesmas condi¢cdes estabelecidas no teste de germinacgao.

As coletas dos germinados foram efetuadas 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a
germinacdo, além da testemunha, sem germinar (0 hora). Foi considerada a
protrusdo da radicula como indicador da germinagcédo e como forma de padronizar a
coleta. Tanto as amostras de sementes de linhaca e paingco ndo germinadas
(controle) quanto as correspondentes aos diferentes tempos de germinagdo foram
maceradas em moinho de bola (Marconi, MA 350) até adquirirem aspecto de farinha
e pasta, respectivamente, objetivando assim, homogeneizar a amostra. As amostras
foram armazenadas em sacos plasticos identificados e mantidos em ultrafreezer (-
80 °C) até o momento da realizacdo das analises, nos laboratérios da UFPel,

Campus Porto e Capéao do Leéo.
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2.4 .Caracterizagao das sementes e brotos

2.4.1. Composicao centesimal

A composicdo centesimal das sementes de linhaca e pain¢o foi determinada,
com a realizacdo das analises de umidade por método gravimétrico; cinzas por
gravimetria apds incineracdo da amostra; fibra bruta por digestdo acida e alcalina;
lipidios (extrato etéreo em Soxhlet); proteina em sistema Micro-Kjedahl com
utilizacao do fator 6,25 para conversdo do nitrogénio em teor proteico e carboidratos
por diferenca, subtraindo de 100 a soma dos valores obtidos de umidade, proteina,

lipidios, cinzas e fibra bruta (AOAC, 1995; AOAC, 2005).

2.4.2. Perfil de &cidos graxos

Foi determinado o perfil de acidos graxos de ambas as sementes, para isso,
realizou-se a extracdo de lipidios a frio conforme descrito por Bligh & Dyer (1959).
ApOs a extragdo, a analise de acidos graxos foi realizada segundo método descrito
por Hartman & Lago (1973), adicionando a amostra 500 yL de KOH 0,1 N, que
permaneceu em banho-maria (60 °C por 2 horas). Apés a amostra esfriar, foi
adicionado na mesma, 1,5 mL de H,SO, 1 M, e posteriormente levadas novamente
ao banho-maria (60 °C a 2 horas). Apds o resfriamento da amostra, acrescentou-se
2 mL de hexano, com posterior agitacdo dos tubos e coleta de 1 mL da fase de
hexano, que contém os ésteres metilicos de acidos graxos. Foi injetado 1 uL desta
fase em cromatografo gasoso-CG (Perkin Elmer Clarus500), provido com detector

FID, coluna capilar (Phenomenex) com fase liquida constituida de 5 % de fenil e 95
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% de dimetilpolisiloxano e com dimensdes 15 m x 0,32 mm x 0,1 ym. Os dados
foram adquiridos e processados com auxilio do software Clarus 500. Utilizou-se
gradiente de temperatura, com temperatura inicial da coluna de 90 °C, mantida por 1
minuto; apds, passar para 160 °C com incremento linear de 12 °C min™, mantida por
3,5 minutos; seguindo a 190 °C com incremento linear de 1,2 °C min; e finalmente
a 230 °C com incremento linear de 15 °C min™, mantida por 15 minutos. O injetor e o
detector foram mantidos na temperatura de 230 °C e 240 °C, respectivamente.
Utilizou-se o nitrogénio como gas de arraste a 1,5 mL m™. Os &cidos graxos foram
identificados pela comparacdo com os tempos de retencdo dos padrbes de ésteres
metilicos contendo os acidos caproico, caprilico, caprico, caproleico, laurico,
dodecenoico, miristico, miristoleico, palmitico, palmitoleico, = margarico,
heptadecenoico, estearico, oleico, linoleico, linolénico, araquidico, gadoleico,
eicosadienoico, eicosadienoico, eicosatrienoico, tetraenoico, lignocérico e
nervénico.O teor de cada acido graxo nas amostras foi calculado de acordo com a
area de cada um dos picos obtidos nos cromatogramas, multiplicadas por 100 e
dividido pela area total de acidos graxos da amostra, sendo 0s resultados expressos
em percentagem.

As demais analises descritas abaixo foram realizadas para as amostras

referentes aos diferentes tempos de germinacéo de linhaca e paingo.

2.4.3. Clorofilas

O teor de clorofila foi determinado com amostras de 1 g maceradas em um

almofariz em presenca de 5 mL de acetona a 80 % (v/v). O material foi centrifugado

a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante transferido para baldo volumétrico de
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20 mL, completando-se esse volume com acetona a 80 % (v/v). Os teores de
clorofila a, b, totais (a+b) foram calculados pelo uso das férmulas de Lichtenthaler
(1987) a partir da absorbancia da solucdo obtida por espectrofotometria (Jenway,
6700) a 647 e 663 nm. Os teores de clorofilas foram determinados pelas equacoes:

Chl totais = 7,15 (Aes3) + 18,71 (Asa7);

Chl ‘a’= 12,25 (Asss) — 2,79 (Aea7);

Chl ‘b’= 21,50 (As47) — 5,10 (Ags3)-

Os resultados foram expressos em mg g+ de massa seca (MS) de sementes

e brotos.

2.4.4. Carotenoides totais

O teor de carotenoides totais foi determinado a partir do método da AOAC
970.64 (2000), com modificagbes. Um grama de amostra fresca foi macerada e
homogeneizada com 15 mL de solvente extrator (hexano:etano:acetona:tolueno, na
proporcao 10:6:7:7), em seguida, adicionou-se 1 mL de KOH 10 % (v/v) e procedeu-
se a uma rapida homogeneizacéo, submetendo-a ao aquecimento em banho-maria
(56 °C por 20 minutos). Depois de removida do banho, a amostra permaneceu a
temperatura ambiente por 1 hora. Aliquotas de 15 mL de hexano foram adicionadas
aos frascos e os mesmos foram aferidos a 50 mL com Na;SO4 10 % (m/v).
Posteriormente, foram homogeneizados e mantidos no escuro por uma hora. Uma
aliquota do sobrenadante foi avaliada em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 454 nm. Os resultados foram expressos em mg de [B-caroteno por 100

grama de MS de semente e broto.
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2.4.5. Fendis totais

O teor de fenais totais foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau. A extracao
foi realizada segundo método descrito por Khattak, Zeb, Bibi, Khalil, & Khattak,
(2007), com modificacbes. Para essa etapa, trés gramas de amostra fresca
maceradas em moinho de bola (Marconi, MA 350) foram colocadas em tubos de
falcon de 50 mL e diluidas em 20 mL de metanol, sob agitacdo por 20 minutos.
Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 7.000 rpm durante 15 minutos.
Para a etapa de reacao foi retirado 0,1 mL do extrato metandlico obtido e foram
adicionados 0,4 mL de &gua ultrapura, 2,5 mL de Folin-Ciocalteau 0,2 mol L e 2 mL
de carbonato de sédio 7,5 % (m/v). Apés duas horas de incubacéo, a absorbancia foi
medida contra um branco, em espectrofotbmetro a 760 nm (Meda, Lamien, Romito,
Millogo & Nacoulma, 2005). O teor de fendis totais foi expresso em miligrama de

equivalente de &cido galico (GAE) por grama de MS de semente e broto.

2.4.6. Capacidade antioxidante (DPPH)

A capacidade antioxidante foi determinada atraves do método do sequestro de
radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) adaptado de Moure, Franco,
Sineiro, Dominguez, Nufiez, & Lema, (2001). Uma aliquota de 3,9 mL da solucéo de
DPPH 0,1 mol L™ foi misturada a 0,1 mL do mesmo extrato metandlico usado para
avaliacdo dos compostos fendlicos. Apés 60 minutos de incubacgéo, a absorbancia
da amostra foi medida a 515 nm em espectrofotbmetro e os resultados foram
expressos em mg de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) por

grama de MS de semente e broto.
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2.4.7. Andlise estatistica

Os valores atipicos (outliers) foram identificados com a plotagem dos residuos
estudentizados externamente (RStudent) “versus” valores preditos (variavel Y) e
também, pelo gréafico da Distancia de Cook. A partir do RStudent, valores que se
encontravam fora do intervalo -2 a 2 foram considerados outliers e suas
observacdes correspondentes foram removidas do banco de dados (Rousseeuw &
Leroy, 1987; Barnett & Lewis, 1994). Os dados obtidos foram analisados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro Wilk; a homocedasticidade pelo teste de Hartley;
e, a independéncia dos residuos por analise grafica. Posteriormente, os dados foram
submetidos a analise de variancia através do teste F (p<0,05). Constatando-se
significAncia estatistica, os efeitos dos tipos de sementes foram comparados pelo
teste t (p<0,05). Quando presente a interacdo dos fatores de tratamento, o0s
intervalos de confianca a 95 % foram plotados no grafico e as diferencas foram
consideradas significativas quando nao houve sobreposicdo entre as barras
verticais. Os efeitos dos tempos de germinacdo foram avaliados por modelos de
regressao nao linear (p<0,05), conforme segue:

y = ae™, onde: y = variavel resposta de interesse; a = valor maximo estimado para a
variavel resposta; b =inclinacdo da curva; x = tempo de germinacdo (horas); e =
constante. A presenca de correlagbes entre as variaveis dependentes do estudo foi

analisada através do coeficiente de correlacdo de Pearson (SAS Institute, 2002).

3. Resultados e Discussao
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Para a germinacdo da semente de linhaca foram observados valores acima de
80 %, ja para painco, os resultados foram superiores a 75 %. Quanto ao vigor, 0s
valores apresentados foram de 53 e 46 % para linhaca e painco, respectivamente.
Esses resultados demonstram a qualidade das sementes utilizadas, visto que para
semente de linhaca a germinacdo minima para comercializacdo é de 70 % (Rio
Grande do Sul, 2000). Para semente de painco, de acordo com a Portaria n® 381/98
do Ministério da Agricultura, a mesma se enquadra no item demais gramineas, as
guais ndo apresentam percentagem de germinacao (Brasil, 1998). Portanto, como
painco e o capim-colonido (Panicum maximum Jacq.) sdo gramineas que pertencem
ao mesmo género, e para esta, o padrdo de germinacao é de 40 % (Brasil, 1998b),
pode-se considerar que a germinacdo obtida € quase o dobro da exigida. Em vista
desses resultados, o trabalho avaliou sementes de alto padréo, conferindo uma
maior confiabilidade nos demais estudos realizados.

Quanto a composicdo centesimal, ndo ocorreu significAncia estatistica para o
fator de tratamento tipo de semente na variavel cinzas. Para as demais variaveis, o
painco caracterizou-se pelo maior percentual de umidade e carboidratos, enquanto
que a linhaca o de lipidios, proteinas e fibras (Tabela 1).

Tabela 1
Composicao centesimal de sementes de linhacga e paingo. UFPel, Pelotas-RS.

Tipo de Composicéo centesimal (%)

semente

Umidade Lipidios Proteinas Cinzas Fibras Carboidratos

Linhaga  5,06+0,12 * 48,3+2,93" * 18,7+0,60 * 3,72+0,06 '° 8,35+0,55 * 15,8+3,68 *
Paingo 9,50+0,06 8,70+0,17 12,5+0,32 3,83+0,05 5,22+0,20 60,3+0,38

* Significativo pelo teste t (p<0,05) comparando o tipo de semente. ": n&o significativo pelo teste F (p<0,05). ¥

Média de trés determinagdes + desvio padréo.

As sementes de linhaca e painco apresentaram baixo teor de umidade, o que

contribui ao armazenamento das mesmas durante um longo periodo de tempo, uma
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vez que, quanto mais elevado o teor de umidade, maior ser4 a decomposicao pela
acao microbiana (Bozan & Temelli, 2008). Os altos teores de proteina nas sementes
analisadas evidenciam a boa reserva proteica. Essas proteinas armazenadas
fornecem aminoacidos que sao facilmente utilizados na germinacdo e no
crescimento das plantulas (Shewry, Napier, & Tatham, 1995). Como ja era esperado,
a linhaca por ser uma semente oleaginosa, apresentou maior percentual de lipidios,
dentro da faixa citada por Dorrel (1970), de 40 a 60 %. Os resultados dos principais
componentes quimicos nas sementes de linhaca e painco séo similares aos valores
reportados pela literatura (Mueller, Eisner, Yoshie-Stark, Nakada, & Kirchhoff 2010;
Devisetti, Yadahally, & Bhattacharya, 2014).

Para os acidos graxos ndo ocorreu significancia estatistica para o fator de
tratamento tipo de semente no acido graxo estearico, oleico, erdcico e total
insaturado. O acido graxo majoritario na linhaca foi o linolénico, enquanto que os
acidos palmitico, palmitoleico, linoleico e araquidico foram os principais no painco
(Tabela 2). Adicionalmente, sabe-se que a composi¢ao do 6leo de plantas cultivadas
em baixas temperaturas, fato que ocorreu para as sementes estudadas, apresenta
alta concentracdo de &cidos graxos insaturados, o que resulta em melhores
temperaturas do ponto de fusdo (Castro, Klugue & Peres, 2005).

A composicdo dos acidos graxos nos lipidios vegetais varia conforme a espécie
(Taiz & Zeiger, 2004). As plantas sao fonte renovaveis de acidos graxos, pois muitas
espécies os acumulam sob a forma de triacilglicerdis, que estdo como principais

componentes de reserva nas sementes (Thelen & Ohlrogge, 2002).
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Tabela 2
Acidos graxos (%) de sementes de linhaca e painco. UFPel, Pelotas-RS.
Tipo de Acidos graxos (%)**
semente C16:0 Cl6:1 C18:0 Ci18:1 C18:2
Linhaca 5,67+0,38 * 0,00+0,00Y *  2,58+0,49 M  2220+1,55 M 13,20+0,25 *
Paingo 7,14+0,06 0,14+0,00 2,00+0,00 23,09+0,00  65,10+0,26
Tipo de c18:3 C20:0 c22:1 Total saturado . 0@
semente insaturado
Linhaca 54,40+1,57 * 0,07+0,10*  1,36+0,72 N 8,32+0,21* 91,16+0,50 "°
Painco 1,18+0,02 0,51+0,02 0,00+0,00 9,65+0,04  89,51+0,28

* Significativo pelo teste t (p<0,05) comparando o tipo de semente. "°: néo significativo pelo teste F (p<0,05). ¥
Média de trés determinagOes + desvio padrdo. ** Acidos graxos: C16:0: palmitico, C16:1: palmitoleico, C18:0:
estedrico, C18:1: oleico, C18:2: linoleico, C18:3: linolénico, C20:0: araquidico, C22:1: erlcico.

Para as variaveis clorofila a, b e total, carotenoides e fendis totais e capacidade
antioxidante ocorreu interacdo significativa entre os fatores de tratamento tipo de
semente e tempo de germinacao (Fig. 1 e 2). Quanto a clorofila a, b e total, na
comparacao entre as duas sementes, houve diferenca entre linhaca e painco nos
tempos de germinacao 72, 96 e 120 horas. Essa variavel ajustou-se adequadamente
a equacdo de regressdo exponencial, sendo que os valores de coeficiente de
determinacao (R?) foram de 0,90 e 0,76 (Fig. 1A), 0,94 e 0,93 (Fig. 1B) e 0,94 e 0,89
(Fig. 1C) respectivamente, para linhaca e pain¢co, demonstrando ajuste satisfatério
dos dados ao modelo. As sementes apresentaram teores de clorofila a, b e total
crescente com incremento do tempo de germinacdo, cujos valores maximos
estimados pelo modelo foram de 2,73 e 0,91; 4,90 e 1,59; 7,15 e 2,62 mg g* MS

para linhaca e painco, respectivamente.
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Fig. 1. Clorofila a (A), b (B) e total (C) (mg g™ MS) e carotenoides totais - C T (mg B-
caroteno 100g™* MS - D) de sementes de linhaca (Lin) e painco (Pai) submetidas a
diferentes tempos de germinacao (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas). UFPel, Pelotas,
RS. (As barras verticais representam os intervalos de confianca a 95%).

O teor de carotenoides totais apresentou comportamento similar os de clorofila a
e b e total na comparacdo entre as duas sementes. Essa variavel ajustou-se
adequadamente a equacdo de regressdo exponencial, sendo que os valores de
coeficiente de determinacéo (R? foram de 0,94 e 0,96, respectivamente, para

linhaca e painco, demonstrando ajuste satisfatério dos dados ao modelo. As
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sementes apresentaram teor de carotenoides totais crescente com incremento do
tempo de germinacdo, cujos valores maximos estimados pelo modelo foram de

51,70 e 8,27 mg de B-caroteno 100g™ MS para linhaca e painco, respectivamente

(Fig. 1D). O aumento de B-caroteno e clorofila a foram observados apds o segundo

dia de germinacdo em brotos de duas variedades de soja, resultado este,
semelhante ao verificado nos brotos de linhaca e painc¢o (Lee, Hwang, Lee, Chang &
Choung, 2013).

Para a variavel fendis totais, na comparacao entre as duas sementes, houve
diferenca entre linhaca e painco nos tempos 0, 72, 96 e 120 horas de germinacao.
Esta varidvel ajustou-se adequadamente a equacdo de regressdao exponencial,
sendo que os valores de coeficiente de determinacdo (R?) foram de 0,88 e 0,87,
respectivamente, para linhaca e pain¢co, demonstrando ajuste satisfatorio dos dados
ao modelo. Observa-se, para ambas as sementes, que ocorreu acréscimo na
concentracdo de fendis totais em funcdo do tempo de germinacdo, cujos valores
maximos estimados pelo modelo foram de 6,54 e 8,16 mg de EAG 100g™* MS (Fig.
2A).

De acordo com Alves & Santos (2002) o aumento no teor de fendis totais, apos
24 horas de germinacao, esta associado a funcdes de defesa da planta, controle de
horménios vegetais, inibicdo de enzimas e agentes alelopaticos. Pasko, Barton,
Zagrodzki, Gorinstein, Fotta & Zachwieja (2009) e Liu, Guo, Zhu & Liu (2011)
também relataram maior teor de fendis totais em brotos quando comparados a
sementes, sugerindo que a sintese de antioxidantes fendlicos ocorre ao longo da
germinacao. Adicionalmente, a germinagdo resulta em mudancas na composi¢ao

fendlica, devido, principalmente, a ativacdo de enzimas enddgenas e do
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metabolismo bioquimico da semente durante este processo (Duefias, Hernandez,

Estrella & Fernandez, 2009).
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Fig. 2. Fendis totais (mg EAG g™ MS - A) e capacidade antioxidante - C A (mg TEAC
g’ MS - B) de sementes de linhaca (Lin) e painco (Pai) submetidas a diferentes
tempos de germinacgéao (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas). UFPel, Pelotas, RS. (As barras
verticais representam os intervalos de confianca a 95%).

Quanto a comparacado entre as duas sementes para a capacidade antioxidante
equivalente de Trolox, houve diferenca entre linhacga e paingo nos tempos 0, 48, 72,
96 e 120 horas de germinacgdo. A variavel ajustou-se adequadamente a equacéo de
regressdo exponencial, sendo que os valores de coeficiente de determinacéo (R?)
foram de 0,98 e 0,74, respectivamente, para linhaca e pain¢co, demonstrando ajuste
satisfatorio dos dados ao modelo. Observa-se, para ambas as sementes, aumento
crescente na capacidade antioxidante em funcdo do tempo de germinacdo, cujos
valores maximos estimados pelo modelo foram de 4,26 e 5,74 mg TEAC g™ MS (Fig.
2B). A diferenca observada entre as amostras séo similares as evidenciadas para os
fendis totais, com excecdo do tempo 48 horas, 0 que ja era esperado visto a alta

correlacdo encontrada entre essas variaveis (Tabela 3).
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Véarios estudos tém descrito aumento de capacidade antioxidante apos a
germinacdo (Duefias, Hernandez, Estrella & Fernandez, 2009; Pasko, Barton,
Zagrodzki, Gorinstein, Folta & Zachwieja, 2009; Martinez-Villaluenga et al., 2010).
Este processo € atribuido ao metabolismo bioquimico das sementes durante a
germinacdo (Duefas, Hernandez, Estrella & Fernandez, 2009). A capacidade
antioxidante superior de brotos em comparacdo a sementes resulta de diferencas no
conteudo de polifendis, antocianinas e outros compostos (Pasko, Barton, Zagrodzki,
Gorinstein, Fotta & Zachwieja,2009).

Em relacdo as correlacbes (Tabela 3), as varidveis clorofila b e total foram as
que evidenciaram o0 maior coeficiente de correlacdo positiva (r = 0,99, p<0,0001).
Representando que quando ocorre um aumento no teor de clorofila b, igualmente é
verificado um aumento na clorofila total. Nesse contexto, outras correlacdes
positivas foram relevantes entre capacidade antioxidante com fendis totais (r = 0,96,
p<0,0001); carotenoides totais (r = 0,77, p<0,0001) e clorofila total (r = 0,56, p = 0,008).
Portanto, supde-se que o aumento do nivel dos antioxidantes, como carotenoides e
fenois totais presentes nos brotos, influenciam diretamente no acréscimo da

capacidade antioxidante dos mesmos.
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Coeficientes de correlacdo de Pearson e valores de p entre as variaveis

dependentes. UFPel, Pelotas, RS

Clorofila Clorofila Clorofila Carotenoides Fendis Capacidade
Variaveis a b total totais totais  antioxidante
dependentes
(1) (2) 3) (4) (5) (6)
1,000 0,994* 0,997 0,884 0,612 0,582
1)
<0,0001**  <0,0001 <0,0001 0,0003 0,001
1,000 0,999 0,907 0,621 0,570
(2)
<0,0001 <0,0001 0,001 0,007
1,000 0,900 0,613 0,560
(3)
<0,0001 0,001 0,008
1,000 0,821 0,773
(4)
<0,0001 <0,0001
1,000 0,957
(5)
<0,0001
(6) 1,000

* Coeficiente de correlagcdo de Pearson. ** Valor de p.

Conclusdes

A semente de linhaca apresentou maior percentual de lipidios em comparacao

com a semente de pain¢o. O acido graxo majoritario na linhaca foi

o linolénico,

enquanto que os acidos palmitico, palmitoleico, linoleico e araquidico foram os

principais no paingo. Houve diferengca entre linhaga e paingo, em clorofilas,

carotenoides totais, fenadis totais e capacidade antioxidante nos tempos 72, 96 e 120

horas apds a germinacgéo.

As sementes germinadas de linhaca e pain¢co contém diversos compostos que

podem ser benéficos a saude, como de alguns carotenoides, compostos fendlicos, o
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que potencializa a capacidade antioxidante das mesmas. Portanto, o consumo de
germinados de linhaca e painco pode ser uma boa alternativa para aumentar o

fornecimento destes compostos na dieta humana.
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RESUMO

Uma alternativa de consumo do painco como opc¢ao vegetal € a germinacao
da semente. Essas sementes germinadas sdo fontes de antioxidantes, tais
como &cido ascorbico, tocoferdis, tocotriendis e os compostos fendlicos. No entanto,
a influéncia da germinacédo sobre o teor e composi¢ao dos nutrientes nos alimentos
depende de muitas variaveis, como umidade, temperatura, luz, tempo de
germinacao, espécies de plantas e variedades ou cultivares. Nesse contexto,
objetivou-se avaliar a composicdo centesimal e o perfil de acidos graxos nas
sementes e os teores de clorofilas, carotenoides, fendis e a capacidade antioxidante,
presentes em germinados de Panicum miliaceum L. ao longo da germinacéo, em
duas safras consecutivas. Para isso, foi realizado um experimento em delineamento
experimental completamente casualizado, arranjado em esquema bifatorial, com trés
repeticbes. Ao fator A foi atribuido a safra (2012/13 e 2013/14) e ao fator B, os
tempos de germinacao (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a germinacao). Os
resultados demonstraram que existe diferenca significativa na composicao
centesimal e nos teores de &cidos graxos entre safras, o que decorre das condicdes
climaticas caracteristicas de cada ano. Ap0s a germinacéo, as concentracdes de

todos os compostos analisados aumentaram para ambas as safras.
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O painco (Panicum miliaceum L.) € uma planta de cultivo anual, pertence a
classe das Liliopsidas, a subclasse Commelinidae e familia Poaceae *.O cultivo do
painco é uma atividade com producdo mundial de 25,6 milhdes de toneladas, em
area cultivada de 31,2 milhdes de hectares. A india € o maior produtor (9,1 milhdes
de toneladas), seguida por Niger (7,6 milhdes de toneladas) e Nigéria (2,7 milhdes
de toneladas). Por sua vez a producao no Brasil ainda é muito restrita, ao ponto que
n&o ha registros nos érgéos oficiais 2.

Apesar da produgdo mundial de paingo ser expressiva, 0 Seu consumo na
alimentacdo humana é pouco difundido. Uma alternativa de consumo do paingo
como opcao vegetal € a germinacdo da semente. Esse processo ocorre mediante
condicBes favoraveis, em que o0 eixo embrionario retoma o desenvolvimento que
tinha sido interrompido por ocasido da maturacgdo fisiolégica, com o subsequente
rompimento do tegumento pela radicula *. Na fase inicial do processo de germinacéo
ocorre a absorcdo de agua pela semente o que promove a hidratacdo dos tecidos,
aumentando a respiracdo e outras atividades metabdlicas, que culminam no
fornecimento de energia e nutrientes necessarios para o0 crescimento do eixo
embrionario. Nesse processo sdo removidos antinutrientes, tornando os brotos
seguros para consumo humano °.

Além disso, durante a germinacdo de sementes, podem ser gerados
antioxidantes, como acido ascorbico, tocoferdis, tocotriendis e 0s compostos
fenodlicos; resultando assim, em aumento da capacidade antioxidante ® ’. O que

8,9, 10

sugere beneficios para a saude por meio do consumo de germinados , pois 0s

antioxidantes atuam contra danos celulares oxidativos que podem levar a doencas
11.

A germinacao tem sido identificada como uma tecnologia barata e eficaz para
melhorar a qualidade nutricional de sementes de cereais e de leguminosas *2. No
entanto, a influéncia da germinacdo sobre o teor e composi¢cdo dos nutrientes nos
alimentos depende de muitas variaveis, como umidade, temperatura, luz, tempo de
germinacao, espécies de plantas e variedades ou cultivares > 14 1% 16

Percebe-se a importancia da compreensdo na variagdo dos compostos
bioativos em germinados quando a semente € exposta a diferentes condicbes
ambientais. O objetivo deste estudo foi objetivou-se avaliar a composicéo

centesimal e o perfil de acidos graxos nas sementes e o0s teores de clorofilas,
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carotenoides, fendis e a capacidade antioxidante, presentes em germinados
de Panicum miliaceum L. ao longo da germinacéao, em duas safras consecutivas.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o teste de germinacdo da semente de paingco safra 2012/13 foram
observados valores acima de 75 %, jA na safra 2013/14 os resultados foram
superiores a 65 %. Juntamente com teste de germinacao, foi realizado o de vigor, e
os valores foram de 46 e 40 % para safras 2012/13 e 2013/14, respectivamente.
Esses resultados demonstram a qualidade das sementes utilizadas. De acordo com
a Portaria n°® 381/98 do Ministério da Agricultura, a semente de pain¢o se enquadra
no item demais gramineas, para as quais nao se descreve percentagem de

germinacdo especifica *’

. Portanto, como paingo e o capim-colonido (Panicum
maximum Jacq.) pertencem ao mesmo género e, para este o padrao de germinacao
é de 40 % ', a germinacdo obtida est4 proxima do dobro da exigida. Em vista
desses resultados, o presente estudo avaliou sementes de alto padrdo, conferindo
uma maior confiabilidade aos demais estudos realizados.

Quanto a composicdo centesimal, ndo houve significancia estatistica para o
fator de tratamento safra para a variavel carboidrato. O pain¢o safra 2012/13
apresentou maior percentual de lipidios, proteinas e cinzas, enquanto que o paingo
2013/14 o de umidade e fibras (Tabela 1). Apesar das sementes de painco, de
ambas as safras, terem sido cultivadas na mesma area geogréafica diferem
significativamente quanto a composicao centesimal. Isso foi influenciado pelas
condi¢cdes ambientais, como temperatura e precipitacdo, além das praticas agricolas
8 ocorridas nas diferentes safras. Os resultados dos principais componentes
guimicos nas sementes de pain¢co foram similares aos valores reportados pela

literatura °.

Tabela 1 - Composicdo centesimal de sementes de painco, safras 2012/13 e
2013/14.UFPel, Pelotas-RS

Composicéo centesimal® (%)
Umidade Lipidios Proteinas Cinzas Fibras  Carboidratos

Safra

2012/13 9,50+0,06 * 8,70+0,17 * 12,5+0,32 * 3,83+0,05 * 5,22+0,20 * 60,3+0,38 "
2013/14 11,75+£0,07 5,82+1,16 6,22+0,18 2,89+0,07 12,7+0,09 60,6+1,34

* Significativo pelo teste t (p<0,05) comparando as safras. " : n&o significativo pelo teste F (p<0,05).
Y Média de trés determinacdes + desvio padréo.
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Observaram-se diferencas significativas nos acidos graxos, com excec¢ao do
acido graxo linoleico. Foram encontrados teores superiores para 0s acidos graxos
palmitico, linolénico e erucico na safra 2013/14 em relacdo a 2012/13 (Tabela 2), os
quais tém importancia nutricional, pois servem como fonte efetiva de energia
caldrica, além de serem 0s principais constituintes das células armazenadoras de
gordura dos animais e das plantas %. O perfil de acidos graxos do 6leo depende
principalmente da composi¢cdo do acido graxo na semente. Por conseguinte, este

perfil pode ser influenciado pelo clima e condi¢ées de crescimento & 2.

Tabela 2 - Acidos graxos (%) de sementes de paingo, safras 2012/13 e 2013/14.
UFPel, Pelotas-RS

Acidos graxos® (%)**
C16:0 Cl6:1 C18:.0 ci8:1 c18:2

Safra

2012/13 7.14+0,06 *  0,14+0,00* 2,00+0,00* 23,09+0,00* 65,10+0,26 \°
2013/14 7.56+0,06 0,00+0,00 1,50+0,00 21,15+0,96 62,50+1,12

Safra C18:3 C20:0 c22:1 Total _ Total
Saturado insaturado

2012/13 1,18+0,02*  0,51+0,02* 0,00+0,00* 9,65+0,04* 89,51+0,28 *
2013/14 2,59+0,27 0,00+0,00  4,68+0,05 9,06+0,06  90,92+0,06

* Significativo pelo teste t (p<0,05) comparando as safras. "": n&o significativo pelo teste F (p<0,05). ~
Média de trés determinagdes + desvio padréo. ** Acidos graxos: C16:0: palmitico, C16:1: palmitoleico,
C18:0: estearico, C18:1: oleico, C18:2: linoleico, C18:3: linolénico, C20: araquidico, C22:1: erdcico.

Houve interacdo entre os fatores de tratamento testados para todas as
variaveis avaliadas (Figuras 1 e 2). Para a safra 2013/14 néo foi possivel realizar a
coleta das amostras as 120 horas ap0s a germinacdao, fato esse que se deve ao teor
de umidade das mesmas (11,75%), o que impossibilitou a realizacdo das analises
nesse tempo. Observou-se para clorofila a (Figura 1A) na amostra de pain¢o safra
2012/13 aumento significativo na concentracdo desse composto nas 48, 72, 96 e
120 horas apés a germinacdo, quando comparado ao tempo controle (0 horas). Ja
para amostra de painco 2013/14 houve aumento significativo nas 72 e 96 horas apos
a germinacédo em relacdo ao controle. Quando comparadas as safras observou-se

diferenca significativa apenas nas 48 horas ap0s a germinagao.
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Figura 1 - Clorofila a (A), b (B) e total (C) (mg g MS) e carotenoides totais - C T (mg B-caroteno
1009'l MS - D) de sementes de paing¢o safras 2012/13 e 2013/14 submetidas a diferentes
tempos de germinacdo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas). UFPel, Pelotas. (As barras
verticais representam os intervalos de confianca a 95%).

Quanto a clorofila b, a amostra de paingco 2012/13 apresentou 0 mesmo
comportamento que a clorofila a, enquanto que na amostra de pain¢co 2013/14 néo
ocorreu diferenca entre os tempos 72 e 96 horas, sendo estes superiores aos
demais tempos avaliados. Quando comparadas as safras, ndo se observou
diferenca significativa entre as amostras (Figura 1B). A clorofila total na amostra de
paingo 2012/13 caracterizou 0 mesmo comportamento verificado para clorofila a e b.
Para amostra de paingo 2013/14 percebe-se percentual superior no tempo 96 horas
gquando comparado aos tempos 0, 24 e 48 horas. Quando comparadas as safras,

nao se observou diferencga significativa entre as amostras (Figura 1C).



149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

177

178
179

73

Observou-se para carotenoides totais na amostra 2012/13 que os maiores
teores foram nos tempos 96 e 120 horas apds a germinacdo, quando comparados
ao tempo controle. Ja4 para amostra de pain¢co 2013/14, houve aumento significativo
na concentracdo desse composto, em relacdo ao controle, nas 72 e 96 horas.
Quando comparados as safras, observou-se diferenca significativa entre as
amostras as 24 e 72 horas ap0s a germinacdo (Figura 1D). O teor médio dos
carotenoides totais, considerando as duas safras, foi de 3,55 mg B-caroteno 100g™
MS para 96 horas de germinagcdo, muito superior ao encontrado na semente (0
horas), o qual foi de 0,54 mg B-caroteno 100g™* MS. Embora ndo haja nenhum valor
especifico proposto para a ingestdo diaria de carotenoides, ha evidéncias
epidemioldgicas que sugerem que concentracdes sanguineas mais elevadas de [3-
caroteno e outros carotendides obtidos a partir da ingestdo de alimentos estdo
associados a menor risco de doencas crénicas *°. Percebe-se que o consumo de
germinados de paingo pode ser uma boa alternativa para aumentar o fornecimento
destes compostos na dieta humana.

As clorofilas a e b, juntamente com alguns carotenoides, absorvem a radiacao
visivel, desencadeando reac¢fes fotoquimicas da fotossintese, processo essencial
para a sobrevivéncia vegetal 2. Nos cloroplastos, os carotenoides atuam como
pigmentos coadjuvantes da fotossintese absorvendo a luz na regido entre 400 e 600
nm do espectro. Além disso, eles atuam como agentes protetores contra possiveis
danos causados pela luz visivel *~ 2 o que justifica 0 aumento desse composto
com o passar da germinacao.

Os resultados da determinacdo de fendis totais de duas safras de painco
estudadas sdo mostrados na Figura 2A. Observou-se que para fendis totais houve
diferenca nas concentracées em todos os tempos de germinacdo avaliados para as
amostras de paingo 2012/13. Na safra 2013/14 ndo ocorreu diferenga entre os
tempos 24 e 48 horas apés a germinacdo. Quando comparadas as safras, observou-
se diferenca significativa em todos os tempos de germinacdo, com excecéo de 48

horas, sendo que os valores foram superiores na safra 2013/14 (Figura 2A).



180
181
182
183
184
185

186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205

74

%) —
> 0 B
H. | &) 2 4 |(B)
o i
O] o 4|
j O 6 -0
2 3 - =
- -4 =7
6 G) O///
e E 2 --7
:g < o]
5 e oo >~
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
Tempo de germinacéo (horas) Tempo de germinagao (horas)
—<— Y (12/13) = 2,18 " R*= 0,87 —o— Y (12/13) = 1,95 > R?= 0,74
—— Y (13/14) = 3,34 e*®*R*= 0,98 —e— Y (13/14) = 3,75 > R? = 0,75

Figura 2 - Fendis totais (mg EAG g™ MS - A) e capacidade antioxidante - C A (mg TEAC g MS - B)
de sementes de painco safras 2012/13 e 2013/14 submetidas a diferentes tempos de
germinacdo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas). UFPel, Pelotas. (As barras verticais
representam os intervalos de confianga a 95%).

O acumulo de compostos fendlicos observado nos germinados de paingo
deve-se a ativacdo de enzimas enddgenas e ao metabolismo bioquimico das
sementes durante o processo de germinacdo 2°. Pasko et al. *° também relataram
maior teor de compostos fendlicos nos germinados em comparacdo com as
sementes, sugerindo que ocorre a sintese de antioxidantes fendlicos durante a
germinacdo. As sementes atuam principalmente como um reservatério de
compostos primarios e especializados que sdo posteriormente utilizados durante o
processo de germinacao 3.

Os carboidratos provenientes do metabolismo primario da planta séo
precursores dos compostos fendélicos produzidos no metabolismo especializado e

32 sto

sua quantidade depende do acumulo dessas substancias pelas plantas
justifica os teores superiores de fendis totais encontrados na safra 2013/14 (Figura
2A), visto que a semente de pain¢co desta safra apresentou maior percentual de
carboidratos, em valores absolutos (Tabela 1).

Em funcao dos resultados encontrados, pode-se evidenciar que a germinagao
da semente de pain¢o proporcionou aumento significativo nos teores de fendis
totais. Em média para as duas safras ao comparar o tempo 0 com 96 horas, o teor
passou de 1,75 para 7,20 mg EAG g* MS, respectivamente. O consumo de

germinados torna-se uma boa opc¢ao de fonte de fendis totais, pois apresenta valor
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superior quando comparado a frutos reconhecidos como fonte de compostos
fenodlicos, como algumas variedades de uva (1,56 a 3,65 mg EAG g™ MF) *.

Um aumento no teor de compostos fendlicos, juntamente com a germinacao
das sementes pode influenciar a sua atividade captadora de radicais livres. Os
resultados da determinagéo de capacidade antioxidante, das duas safras de paingo
estudadas sdo mostrados na Figura 2B. Para a varidvel capacidade antioxidante da
semente de painco safra 2012/13 ndo ocorreu diferenca entre 72 e 96 horas, mas
ambos diferiram dos demais tempos de germinacédo. O painco safra 2013/14 diferiu
significativamente entre o primeiro (controle) e os demais tempos de germinacgéo. Ao
comparar as safras das sementes de pain¢co observou-se que houve diferenca
significativa nos tempos 0 e 24 horas de germinacdo, sendo superiores na safra
2013/14.

A evolucdo da capacidade antioxidante durante a germinacdo de sementes
também foi relatado por Martinez-Villaluenga et al. ** trabalhando com sementes de
brécolis e rabanete. O aumento dos valores da capacidade antioxidante durante a
germinacao esta relacionado com o acréscimo no teor de compostos antioxidantes,
tais como as vitaminas e os polifenéis, o que também foi observado no presente
estudo, onde a maior correlagdo encontrada foi entre a capacidade antioxidante e
fendis totais (r = 0,93, p<0,0001) (Tabela 3).

Tabela 3 - Coeficientes de correlagdo de Pearson e valores de p entre as variaveis
dependentes. UFPel, Pelotas, 2013/14

Clorofila Clorofila Clorofila Carotenoides Fenois Capacidade

Variaveis a b total totais totais  antioxidante
dependentes
(1) (2) (3) (4) (5) (6)

a L 000 0.955* 0,981 0.785 0,794 0,709

' <0,0001**  <0,0001  <0,0001  <0,0001  0,0007
0,994 0.858 0.834 0,704

(2) 1,000 <0.0001  <00001  <00001  0,0008
0.841 0.829 0,708

(3) 1,000 <0.0001  <0,0001  0,0007
0.840 0.662

(4) 1,000 <0.0001  0,0008
0,929

() 1000 50001
©6) 1,000

* Coeficiente de correlacdo de Pearson. ** Valor de p.

SECAO EXPERIMENTAL
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Procedimentos gerais experimentais

Reagentes

B-caroteno, reagente Folin-Ciocalteu, acido galico, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), acido 2-carboxilico 6-hidroxi 2,5,7,8-tetrametilcromano (Trolox) e os acidos
caproico, caprilico, céprico, caproleico, laurico, dodecenoico, miristico, miristoleico,
palmitico, palmitoleico, margéarico, heptadecenoico, estearico, oleico, linoleico,
linolénico, araquidico, gadoleico, eicosadienoico, eicosadienoico, eicosatrienoico,
tetraenoico, lignocérico e nervonico foram adquiridos da Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA. Os reagentes utilizados nas analises espectrofotométricas e cromatograficas
foram de grau HPLC e, para as demais analises utilizaram-se reagentes com grau
de pureza para analise (p.a.).

Amostras

As sementes de paingo safras 2012/13 e 2013/14 foram adquiridas de
produtor comercial localizado no municipio Novo Machado (27°34’37”'S, 54°30’14”0
e altitude de 232 m) na Regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (RS),
Brasil. O clima da regido conforme a classificacdo de Képpen, Geiger ** é do tipo
Cfa, subtropical umido. A temperatura e a precipitacdo média anuais sdo de 20,3 °C
e 1.742 mm, respectivamente. O solo da regido é classificado como Latossolo
Vermelho distroférrico tipico®.

As sementes foram acondicionadas em sacos plasticos opacos com
capacidade de 30 L, transportadas ao Laboratério de Cromatografia da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), Campus Cap&do do Ledo, RS e mantidas sob
refrigeracdo a 10 °C até o momento da realizagdo do experimento. Inicialmente,
realizou-se uma triagem manual das sementes, a fim de remover sementes
danificadas e materiais estranhos. Em seguida, as sementes utilizadas foram
higienizadas por imersdo em hipoclorito de soédio 1% por trés minutos e
posteriormente lavadas com agua destilada, conforme recomendacdo das Regras
para Andlise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009). Posteriormente, foi verificada a
qualidade das mesmas, a partir de testes de germinagdo e vigor.O teste de
germinacdo foi conduzido no Laboratorio de Analise de Sementes (LDAS/UFPel),
com quatro repeticobes de duzentas sementes (duas sub amostras de 100
sementes), distribuidas em caixas tipo gerbox sobre duas folhas de papel germitest,
umedecidos com agua destilada (equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco),

colocadas no germinador regulado com temperatura constante de 25 °C (x2),
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umidade relativa do ar de 80 % (£5) e luminosidade de 24 horas. As contagens
foram realizadas aos trés e sete dias apds a instalagdo do teste, de acordo com 0s
critérios estabelecidos nas RAS %', computando-se o percentual de plantulas
normais. O teste de vigor consistiu na primeira contagem do teste de germinacgéo, ao
terceiro dia apods a instalacdo do experimento, registrando o percentual de plantulas
normais, segundo as recomendacdes das RAS %',

Brotos

O experimento foi instalado na Estacdo Experimental Terras Baixas da
Embrapa Clima Temperado, no municipio de Capao do Ledo, RS. O delineamento
experimental foi completamente casualizado, arranjado em esquema bifatorial, com
trés repeticdes. Ao fator A foi atribuido a safra (2012/13 e 2013/14) e ao fator B, 0s
tempos de germinacdo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a germinacdo). As
sementes foram desinfestadas por imersao em hipoclorito de sodio 1% por trés
minutos, lavadas com agua destilada conforme recomendacdo das RAS (BRASIL,
2009) e distribuidas uniformemente em caixas tipo gerbox contendo duas folhas de
papel germitest, umedecidos com agua destilada (equivalente a 2,5 vezes a massa
do papel seco). Em seguida, as caixas foram acondicionadas em germinador nas
mesmas condi¢cdes estabelecidas no teste de germinagéo.

As coletas dos germinados foram efetuadas 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a
germinacao, além do controle, sem germinar (0O hora). Foi considerada a protrusédo
da radicula como indicador da germinacdo e como forma de padronizar a coleta.
Tanto as amostras de sementes de pain¢co ndo germinadas (controle) quanto as
correspondentes aos diferentes tempos de germinacao foram maceradas em moinho
de bola (Marconi, MA 350) até adquirirem aspecto de farinha e pasta,
respectivamente, objetivando assim, homogeneizar a amostra. As amostras foram
armazenadas em sacos plasticos identificados e mantidos em ultrafreezer (- 80 °C)

até o momento da realizacéo das analises.

Caracterizacao das sementes e brotos

Composicéao centesimal

A composicao centesimal das sementes de painco foi determinada conforme
descrito por AOAC® %,

Perfil de 4&cidos graxos



299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

78

Foi determinado o perfil de acidos graxos das sementes, para isso, realizou-se a
extracéo de lipidios a frio conforme descrito por Bligh, Dyer “°. Apds a extracdo, a
analise de acidos graxos foi realizada segundo método descrito por Hartman, Lago
41 adicionando & amostra 500 pL de KOH 0,1 N, que permaneceu em banho-maria
(60 °C por 2 horas). Apos a amostra esfriar, foi adicionado na mesma, 1,5 mL de
H,SO. 1 mol.L™?, e posteriormente levadas novamente ao banho-maria (60 °C a 2
horas). Apos o resfriamento da amostra, acrescentou-se 2 mL de hexano, com
posterior agitacdo dos tubos e coleta de 1 mL da fase de hexano, que contém os
ésteres metilicos de acidos graxos. Foi injetado 1 yL desta fase em cromatégrafo
gasoso-CG (Perkin Elmer Clarus500), provido com detector FID, coluna capilar
(Phenomenex) com fase liquida constituida de 5 % de fenil e 95 % de
dimetilpolisiloxano e com dimensdes 15 m x 0,32 mm x 0,1 pm. Os dados foram
adquiridos e processados com auxilio do software Clarus 500. Utilizou-se gradiente
de temperatura, com temperatura inicial da coluna de 90 °C, mantida por 1 minuto;
apos, passar para 160 °C com incremento linear de 12 °C min™, mantida por 3,5
minutos; seguindo a 190 °C com incremento linear de 1,2 °C min™; e finalmente a
230 °C com incremento linear de 15 °C min™, mantida por 15 minutos. O injetor e o
detector foram mantidos na temperatura de 230 °C e 240 °C, respectivamente.
Utilizou-se o nitrogénio como gas de arraste a 1,5 mL m™. Os &cidos graxos foram
identificados pela comparacdo com os tempos de retencdo dos padrbes de ésteres
metilicos contendo os acidos caproico, caprilico, caprico, caproleico, laurico,
dodecenoico, miristico, miristoleico, palmitico, palmitoleico, = margarico,
heptadecenoico, estearico, oleico, linoleico, linolénico, araquidico, gadoleico,
eicosadienoico, eicosadienoico, eicosatrienoico, tetraenoico, lignoceérico e nervonico.

O teor de cada acido graxo nas amostras foi calculado de acordo com a area de
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cada um dos picos obtidos nos cromatogramas, multiplicadas por 100 e dividido pela
area total de acidos graxos da amostra, sendo 0s resultados expressos em
percentagem.

As demais andlises descritas abaixo foram realizadas para as amostras
referentes aos diferentes tempos de germinacdo de pain¢o nas duas safras.

Clorofilas

O teor de clorofila foi determinado com amostras de 1 g maceradas em um
almofariz em presenca de 5 mL de acetona a 80 % (v/v). O material foi centrifugado
a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante transferido para baldo volumétrico de
20 mL, completando-se esse volume com acetona a 80 % (v/v). Os teores de
clorofila a, b, totais (a+b) foram calculados pelo uso das férmulas de Lichtenthaler 2
a partir da absorbancia da solugéo obtida por espectrofotometria (Jenway, 6700) a
647 e 663 nm. Os resultados foram expressos em mg g de massa seca (MS) de
semente e broto.

Carotenoides totais

O teor de carotenoides totais foi determinado a partir do método da AOAC
970.64 “, com modificacbes. Um grama de amostra fresca foi macerada e
homogeneizada com 15 mL de solvente extrator (hexano:etano:acetona:tolueno, na
proporcao 10:6:7:7), em seguida, adicionou-se 1 mL de KOH 10 % (v/v) e procedeu-
se a uma rapida homogeneizacédo, submetendo-a ao aquecimento em banho-maria
(56 °C por 20 minutos). Depois de removida do banho, a amostra permaneceu a
temperatura ambiente por 1 hora. Aliquotas de 15 mL de hexano foram adicionadas
aos frascos e os mesmos foram aferidos a 50 mL com Na,SO; 10 % (m/v).
Posteriormente, foram homogeneizados e mantidos no escuro por 1 hora. Uma
aliquota do sobrenadante foi avaliada em espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-mini
1240) no comprimento de onda de 454 nm. Os resultados foram expressos em mg
de B-caroteno por 100 grama de MS de semente e broto.

Fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau. A
extracdo foi realizada segundo meétodo descrito por Khattak, Zeb, Bibi, Khalil,
Khattak,** com modificaces. Para essa etapa, trés gramas de amostra fresca
maceradas em moinho de bola (Marconi, MA 350) foram colocadas em tubos de

falcon de 50 mL e diluidas em 20 mL de metanol, sob agitagdo por 20 minutos.
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Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 7.000 rpm durante 15 minutos.
Para a etapa de reacdo dos fendis totais foi retirado 0,1 mL do extrato metandlico
obtido e foram adicionados 0,4 mL de agua ultrapura, 2,5 mL de Folin-Ciocalteau 0,2
molL™? e 2 mL de carbonato de sédio 7,5 % (m/v). Apés duas horas de incubacéo, a
absorbancia foi medida contra um branco, em espectrofotdmetro a 760 nm *°. O teor
de fendis totais foi expresso miligrama de equivalente de acido galico (GAE) por
grama de MS de semente e broto.

Capacidade antioxidante (DPPH)

A capacidade antioxidante foi determinada atraves do método do sequestro
de radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) adaptado de Moure, Franco,
Sineiro, Dominguez, Nufiez, Lema “°. Uma aliquota de 3,9 mL da solucdo de DPPH
0,1 molL? foi misturada a 0,1 mL do mesmo extrato metandlico usado para
avaliagdo dos compostos fendlicos. Apés 60 minutos de incubacédo, a absorbancia
da amostra foi medida a 515 nm em espectrofotbmetro e os resultados foram
expressos em mg de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) por
grama de MS de semente e broto.

Analise estatistica

Os valores atipicos (outliers) foram identificados com a plotagem dos residuos
estudentizados externamente (RStudent) “versus” valores preditos (variavel Y) e
também, pelo gréfico da Distancia de Cook. A partir do RStudent, valores que se
encontravam fora do intervalo -2 a 2 foram considerados outliers e suas
observacdes correspondentes foram removidas do banco de dados *. Os dados
obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk; a
homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos residuos por
analise grafica. Para a realizagdo da analise de variancia (p<0,05) adotou-se o
procedimento de modelos lineares generalizados (proc glm), estabelecendo o
modelo linear de efeitos fixos para safras (anos) e tempos de germinacao, conforme
segue:

yij = M+ ai +yj + (ay)ij + €ij, em que:

yij = € o0 valor observado da j-ésima safra do i-ésimo tempo de germinacgéo;

M = é a média geral da variavel resposta;

ai = é o efeito fixo do i-ésimotempo de germinagéo;

yj = é o efeito fixo da j-ésima safra;
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(ay)ij = é o efeito fixo da interagdo da j-ésima safra com o i-ésimo tempo de
germinacao;

€ij = é i erro aleatodrio associado a observacao ij.

Constatando-se significancia estatistica, os efeitos das safras foram
comparados pelo teste t (p<0,05). Quando presente a interacdo dos fatores de
tratamento, os intervalos de confianca a 95% foram plotados no grafico e as
diferencas foram consideradas significativas quando ndo houve sobreposicdo entre
as barras verticais. Os efeitos dos tempos de germinacdo foram avaliados por
modelos de regressao nao linear (p<0,05),conforme segue:

y = ae®™, onde: y = variavel resposta de interesse; a = valor maximo estimado
para a variavel resposta; b =inclinacdo da curva; x = tempo de germinacao (horas); e
= constante. A presenca de correlacdes entre as variaveis dependentes do estudo

foi analisada através do coeficiente de correlagdo de Pearson (SAS Institute, 2002).
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7 Consideracdes Finais

A composicdo centesimal das sementes varia em fungdo da espécie. A
semente de linhaca apresentou maior percentual de lipidios em comparacdo com a
semente de painco. O acido graxo majoritario na linhaca foi o linolénico, enquanto
que os acidos palmitico, palmitoleico, linoleico e araquidico foram os principais no
paingo. Houve diferenga entre linhaga e paingo, em clorofilas, carotenoides totais,
fendis totais e capacidade antioxidante nos tempos 72, 96 e 120 horas apds a
germinacao.

A composicao centesimal da semente também variou em funcdo da safra. O
acido graxo majoritario na semente de pain¢o foi o linoleico, no entanto, foram
encontradas diferencas significativas nos teores de 4cidos graxos entre as safras, o
gue decorre das condi¢ces climaticas caracteristicas de cada ano. Houve aumento
nos teores de carotenoides totais, compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante em fungéo do tempo de germinacdo nas duas safras consecutivas.

As sementes germinadas de linhaca e paingo contém diversos compostos que
podem ser benéficos a salude, como alguns carotenoides, compostos fendlicos, o
gue potencializa a capacidade antioxidante das mesmas. Portanto, o consumo de
germinados de linhaga e paingo pode ser uma boa alternativa para aumentar o

fornecimento destes compostos na dieta humana.
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