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RESUMO

Os cereais sdo alimentos importantes no fornecimento de energia e
nutrientes na dieta humana. O trigo é um cereal que esta entre as trés
culturas em maior nimero de area cultivada no mundo. A ampla escala
de producédo de trigo é devido a utilizacdo deste cereal como matéria
prima basica para diversos produtos e pelo seu alto valor nutricional. O
nutriente em maior quantidade no grao de trigo é o amido e o0 segundo
composto predominante, a proteina. Apesar da concentragdo de proteina
ndo ser tdo elevada, a alta frequéncia no consumo torna o trigo uma boa
fonte deste nutriente. Outra atribuicdo importante da proteina do trigo se
deve as caracteristicas singulares do glten. A presenca das gliadinas e
gluteninas, proteinas de reserva, junto a 4gua e com a forca mecanica
formam uma rede forte viscoelastica com grande importancia
tecnologica. O processo de germinacdo tem sido utilizado para aumentar
o valor nutricional dos grdos através das alteragdes bioquimicas e
fisioldgicas que ocorrem no crescimento e desenvolvimento da plantula.
Apesar do uso de grdos germinados ser difundido desde a antiguidade,
nos Ultimos anos o interesse no consumo de germinados cresceu
mundialmente, isso devido aos efeitos benéficos a satde. Os principais
objetivos desse trabalho foram analisar as alteragdes no amido e proteina
do gréo de trigo (Triticum aestivum L.) em condicdes especificas de
germinacdo, bem como avaliar a digestibilidade desses macronutrientes
em diferentes periodos de germinagdo do grdo. Durante a germinagdo
houve reducdo no teor de amido total devido a hidrdlise pelas amilases.
Com a fluorescéncia foi possivel observar que a degradacdo do amido
ocorre inicialmente no endosperma em diregdo ao pericarpo. A
digestibilidade amilacea foi superior a 99 %, porém, nao foi afetada pela
germinacdo (p > 0,05). Quanto a proteina total e gluten, houve uma
reducdo com o processo germinativo, porém, as amostras com 6, 12 e 24
h de germinacdo apresentaram maior digestibilidade em relagcdo aos gréos
ndo germinados e demais tempos de germinagdo analisados (p > 0,05).
Analisar as alteracbes proteicas e amilaceas dos grdos germinados
permitiu uma maior compreensdo dos potenciais beneficios da utilizag&o
destes grdos para 0 consumo humano.

Palavras-chave: Germinacdo. Gliten. Cereal. Digestao in vitro.
Enzimas hidroliticas.






ABSTRACT

Cereals are important foods in providing energy and nutrients in the
human diet. Wheat is a cereal that is among the three crops in the greatest
number of cultivated area in the world. The large scale of wheat
production is due to the use of this cereal as a basic raw material for
various products and for its high nutritional value. The major nutrient in
wheat grain is starch and the second predominant compound, the protein.
Although the protein concentration is not so high, the high frequency in
the consumption makes the wheat a good source of this nutrient. Another
important attribute of wheat protein is the unique characteristics of gluten.
The presence of gliadins and glutenins, reserve proteins, together with
water with the mechanical strength, form a strong viscoelastic network
with great technological importance. The germination process has been
used to increase the nutritional value of the grains through the
biochemical and physiological changes that occur in the growth and
development of the seedling. Although the use of germinated grains has
been widespread since antiquity, in recent years the interest in the
consumption of sprouts has grown worldwide, due to the beneficial
effects on health. The main objectives of this work were to analyze the
changes in wheat starch and protein (Triticum aestivum L.) under specific
conditions of germination, as well as to evaluate the digestibility of these
macronutrients in different periods of grain germination. During
germination there was reduction in the total starch content due to the
hydrolysis generated by the amylases. With the fluorescence it was
possible to observe that the degradation of the starch occurs initially in
the endosperm towards the pericarp. The amylaceous digestibility was
higher than 99 %, but it was not affected by germination (p> 0.05). As for
total protein and gluten, there was a reduction in the germination process,
however, the samples with germination 6, 12 and 24 h showed higher
digestibility in relation to the non-germinated grains and other
germination times analyzed (p> 0.05). Analyzing the protein and
amylaceous changes of germinated grains allowed a greater
understanding of the potential benefits of the use of these grains for
human consumption.

Keywords: Sprout. Gluten. Cereal. Digestion in vitro. Hydrolytic
enzymes
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1 INTRODUCAO

Os cereais tém um papel primordial como fonte de nutrientes e
fibras para a alimentacdo humana, sendo utilizados como base para
diversos produtos (SCHEUER, 2009; REBELLO; GREENWAY;
FINLEY, 2014). Dentre estes, o trigo € um cereal com alto valor
nutricional (60 a 75 % de amido e 10 a 15 % de proteinas) e, por ser uma
matéria prima basica no preparo de diversos alimentos consumidos
diariamente por grande parte da populacdo mundial, os quesitos de
rendimento e qualidade sdo requeridos pela industria de transformacéo
(MEREDITH; POMERANZ, 1985; TROCCOLI et al., 2000; OLAERTS
etal., 2016).

Por ser componente principal em diversos alimentos devido as
caracteristicas tecnoldgicas singulares, a producdo de trigo apresenta
expressiva relevancia no agronegécio. A producdo mundial em 2016 foi
de 750 milhdes de toneladas, e no Brasil, a producéo alcancou 4,2 mil
toneladas do grdo na safra de 2017/2018 (CONAB, 2018; FAOSTAT,
2018).

O nutriente mais abundante do trigo é o amido, e é classificado
como polissacarideo de reserva energética (HOSENEY, 1991,
SHEWRY, 2009; SCHEUER et al., 2011). O segundo composto
predominante no trigo é a proteina, segundo Shewry et al. (2009), Zhang
et al. (2010), Sheuer et al. (2011) e Zou et al. (2012), apesar da baixa
concentracao de proteinas (10 a 15 %), a alta frequéncia no consumo torna
este cereal uma boa fonte deste nutriente. Além disso, as proteinas do
trigo tm uma importancia tecnolégica Unica (KHAN; SHEWRY, 2009;
JOHANSSON et al., 2013).

Essas caracteristicas Unicas das proteinas do trigo ocorrem
devido a presenca das proteinas de reserva gliadina e glutenina
(integrantes do grupo das prolaminas e glutelinas respectivamente), as
quais quando hidratadas, na presenca de forca mecénica, apresentam a
formacé&o de uma rede viscoelastica denominada gluten (WIESER, 2007,
ABITRIGO, 2011; WAN et al., 2013). Essa rede proteica é a responsavel
pela coesividade e elasticidade da massa (HOSENEY, 1991). No gréo, 80
% dessas proteinas sdo armazenadas no endosperma amildceo
(CORNELL; HOVELING, 1997).
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De forma geral, os grdos manifestam alteracfes bioquimicas
complexas, onde sua composi¢cdo e suas propriedades fisico-quimicas
podem ser alteradas por fatores genéticos, ambientais e condicdes de
reproducdo, aspectos estes que repercutem diretamente na sua qualidade
(HOSENEY, 1991; TROCCOLI et al., 2000). Uma técnica que pode
proporcionar melhorias na qualidade da farinha de trigo, bem como
promover avangos tecnolégicos, é a germinacdo (ZILIC et al., 2014).

Segundo Lin e Lai (2006), o processo de germinagédo é complexo
e envolve reacgdes bioquimicas e fisiolgicas no gréo, que resultam em
mudanca na composicdo quimica e morfologica. Com isso, a germinagado
¢ considerada uma ferramenta simples e econémica para melhorar a
qualidade nutricional de cereais, cruciferas e leguminosas (SWIECA et
al., 2012), proporcionando melhoras nutricionais na qualidade da farinha
de trigo (ZILIC et al., 2014).

Os grdos germinados tém sido relacionados com a prevencéo de
doencas cronicas, cardiovasculares, cancer de cdlon e diabetes
(ANDERSON et al., 2004). Devido aos efeitos benéficos a saude, o0 uso
de grdos germinados em paises europeus e orientais é difundido desde a
antiguidade (SALAS-PEREZ et al., 2016). Contudo, a qualidade das
sementes e condi¢Bes nas quais sdo germinadas podem alterar os
componentes pré-satde (DZIKI et al., 2015).

Segundo Donkor et al. (2012) e Pajak et al. (2014), durante a fase
de crescimento dos grdos germinados a concentracdo de nutrientes
permanece alta. Estudos reportam que a farinha de graos germinados
possui quantidades mais elevadas de acucares livres, amino&cidos,
peptideos, minerais e amido resistente, quando comparada com as
farinhas tradicionais (NODA et al., 2004; ANDERSEN et al., 2011; VAN
HUNG et al., 2012; ZILIC et al., 2014). Porém, em algumas variedades a
germinacdo ndo influenciou no teor proteico, mas alterou a fracdo de
gliadinas e gluteninas (SWIECA; DZIKI; GAWLIK-DZIKI, 2017).
Acredita-se que as endopeptidases possam hidrolisar as proteinas do
glaten, impedindo formacdo de uma rede forte (REINIKAINEN et al.,
2003; GOESAERT et al., 2005).

Além das mudancas durante a germinagdo, 0s componentes do
trigo sofrem alteragbes durante o processo digestivo e a
biodisponibilidade de nutrientes pode aumentar ou diminuir no trato
digestivo como consequéncia do efeito enzimatico, mudancas no pH,
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mudancas estruturais dos compostos, presenca de sais e de micro-
organismos, entre outros fatores que possibilitam a degradacdo e
biodisponibilidade de nutrientes (KULKARNI et al., 2009; HUR et al.,
2011, MINEKUS et al., 2014).

Nesse sentido, podem ser utilizados modelos de digestdo in vitro
que permitem simular as condigdes in vivo do processo de digestdo nas
etapas: boca, estbmago e intestino delgado; levando em consideracdo
todos os fatores fisiolégicos importantes da digestdo: enzimas, pH,
temperatura, sais e tempo de digestdo (BOISEN; EGGUM, 1991).

Assim, identificar as mudancas que ocorrem no alimento tanto
em processos biolégicos (germinagao) quanto no processo digestivo é um
fator importante para determinar o potencial nutricional dos grdos. Com
0 contexto apresentado, o estudo propde analisar a influéncia da
germinagdo controlada do grdo de trigo sobre as caracteristicas
nutricionais e estruturais das proteinas e do amido, bem como verificar a
disponibilidade destes compostos ap6s a digestao in vitro.

O trabalho esta apresentado na forma de dois capitulos. O
Capitulo 1 consiste na Revisao Bibliografica acerca dos principais topicos
sobre o trigo, seus compostos, processo germinativo e digestibilidade. O
Capitulo 2 trata das alteracGes proteicas e amilaceas durante a germinacéo
do trigo e a simulacdo do processo digestivo nesses graos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracBes nutricionais e
morfoldgicas do amido e das proteinas dos grdos de trigo durante o
processo de germinacdo controlado e verificar a digestibilidade ap6s a
simulagdo in vitro.

2.2 Especificos

e Acompanhar alteragGes na microestrutura das amostras de gréo de
trigo apds germinacdo durante O, 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas por
microscopia de fluorescéncia.

e Auvaliar as alteragdes proteicas a partir do teor de proteina bruta e
teor de glUten durante o processo de germinacao.

e Analisar as alteracdes amilaceas a partir das analises de amido total,
resistente, atividade de o-amilase, microscopia eletrbnica de
varredura (MEV).

e Auvaliar o impacto da germinacdo sobre a digestibilidade in vitro do
trigo quanto ao teor de proteina bruta, amido total e resistente.
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CAPITULO 1-

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 Trigo
1.1 Producao

O trigo é uma das trés culturas mais importantes do mundo em
area cultivada (CURTIS; RAJARAM; MACPHERSON, 2002). Em 2016
a producdo mundial de trigo alcangou aproximadamente 750 milhdes de
toneladas em uma area de 220 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2018).
Segundo a Grain: World Markets and Trade (2018), a Unido Européia foi
a maior produtora mundial em 2017, com 151,68 milhdes de toneladas.

A produgdo mundial de trigo em 2018 caiu substancialmente em
relacdo ao ano passado, porém, quando comparado com as oleaginosas,
cana-de-acucar e algoddo, a cultura de cereais deve continuar com um
aumento consideravel, como observado na Figura 1 (FAO, 2015; USDA,
2018). Acredita-se que em 2024 o consumo de trigo deva atingir 11,5 Mt,
e 0 preco ao produtor devera aumentar cerca de 6,4 % por ano para
incentivar a producdo (FAO, 2015).

Figura 1. Perspectivas de crescimento da producdo de -cereais,
oleaginosas, cana-de-agUcar e algodédo
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Fonte: FAO (2015).

Alguns registros denotam que a cultura de trigo no Brasil teve
inicio na década de 50. Na época, a producéo de milho, arroz e mandioca
era mais comum do que o cultivo do trigo, porém, a tradigdo alimentar
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dos colonizadores e a elevada importagdo de trigo, pressionaram o
Governo a estimular a produgéo desse cereal (OSORIO, 1982).

No Brasil, na safra de 2017/2018, a area plantada de trigo foi de
1,9 mil hectares, alcancando uma producéo de 4,2 mil toneladas do grdo
(CONAB, 2018). Por se tratar de uma cultura predominantemente de
inverno, a regido sul do Brasil se destaca no cultivo, sendo o Rio Grande
do Sul, Parana e Santa Catarina o0s responsaveis por cerca de 85 % da
producdo nacional (CONAB, 2018a).

Embora essa cultura tenha uma importancia notéria no
agronegacio brasileiro, o rendimento ainda é considerado baixo quando
comparado a outros paises (USDA, 2014). Para atender as necessidades
internas, o pais, como alternativa, recorre comprando do mercado
internacional, geralmente de paises como Argentina, Canada, Estados
Unidos e Paraguai. Dentre os paises em desenvolvimento o Brasil tem se
tornado o maior importador de trigo, com cerca de 6 a 7 milhGes de
toneladas por ano (POPPER; SCHAFER; FREUND, 2006; CONAB,
2018b).

1.2 Identidade genética

A palavra trigo vem do latim triticum, que recebeu essa
denominac&o devido ao processo de trituracéo que € utilizado para separar
0 grdo da camada que o reveste, esta palavra pode ser utilizada para
referir-se tanto & planta quanto as sementes (LEON, 2007).

O trigo é pertencente a familia Poaceae (Gramineae), que, por
sua vez, inclui culturas como a Cevada (Hordeum vulgare L.), aveia
(Avena sativa L.), centeio (Secale cereale L.), milho (Zea mays L.) e 0
arroz (Oryza sativa L.) (KHADKA, 2016).

O trigo (Triticum aestivum L.) é um dos cereais mais importantes
do mundo, sendo utilizado por 30 % da populagdo mundial
(MARCUSSEN et al., 2014). Sua flexibilidade em diferentes condicdes
climaticas é um dos motivos pelo qual é cultivado mundialmente. Parte
dessa adaptabilidade est4 relacionada ao genoma, no qual sofreu dois
eventos de poliploidizacdo até chegar ao genoma alohexaploide
(NESBITT; SAMUEL, 1996; PETERSEN et al., 2006).

O trigo hexapldide foi formado a partir de maltipla hibridizag&o,
com pelo menos trés espécies progenitoras diferentes (A, B e D).
Acredita-se que a partir da hibridizacdo de duas linhagens diploides, o
Triticum urartu (genoma AA) com Aegilops speltoides (genoma BB),
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originou-se o Triticum turgidum (AABB), um tetraploide (HUANG et al.,
2002).

A segunda hibridizag&o ocorreu entre o Triticum turgidum e uma
espécie de graminea diploide, o Aegilops tauschii (genoma DD). Esse
segundo evento resultou no ancestral do Triticum aestivum ssp. aestivum
(AABBDD, trigo moderno), o T. aestivum ssp. spelta (NESBITT;
SAMUEL, 1996; PETERSEN et al., 2006; EVERSOLE et al., 2014). A
arvore genealdgica do trigo e os eventos de hibridizagdes citados podem
ser observados na Figura 2.

Figura 2. Modelo filogenético das relagdes entre genomas do trigo
Triticum aestivum (AABBDD)

Triticum Aegilops
urartu speltoides

AA i @ @ V BB

” y | Aegilops
Triticum turgiclum e

tauschii
AABB @ DD

AABBDD
Tnticum aestivum

Legenda: Circulos = datas das hibridizacdes dadas em milhdes de anos.
Fonte: Marcussen et al. (2014).

Desde entéo, o Triticum aestivum, conhecido como trigo pdo, tem
feito parte de 95 % de toda producdo de trigo cultivada em todo o mundo
(MARCUSSEN et al., 2014; EVERSOLE et al., 2014). Cultivares com
alta eficiéncia tendem a eliminar os menos eficientes, caso haja uma
doenca devastadora desses cultivares de alta qualidade, ha o risco de ndo
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existir matérias primas para recomecar. Uma prova desse risco, € que 0s
cultivares de trigo introduzidos em 1958 desapareceram em até 98 %
(LABOURIAU, 1983).

1.3 Estrutura do gréo

O gréo de trigo é uma cariopse, ou seja, possui semente Unica.
Geralmente tem entre 5 e 9 mm de comprimento e um peso que varia de
35 a 50 mg (HOSENEY, 1991; EVERS; MILLAR, 2002). Durante
praticamente toda a extensao longitudinal da parte ventral (lado oposto ao
gérmen) é acompanhado de um sulco, que interfere na extracdo da
farinha, necessitando um processo abrasivo com sucessivas trituracoes
(HOSENEY, 1991; CHEFTEL; CHEFTEL, 1992).

E constituido basicamente por trés partes: pericarpo (4,5 a 8,6
%), endosperma (84 a 89 %) e gérmen (2,5 a 3,5 %) (Figura 3)
(GUAGLIA, 1991; EVERS; MILLAR, 2002). O grao de trigo possui um
revestimento (2,5 %) que é conhecido como testa. A testa é responsavel
pela entrada de &gua para o embrido (EVERS; MILLAR, 2002).

Figura 3. Anatomia do gréo de trigo

TESTA

GERMEN

Fonte: Wheat Flour Institute (1776).
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A composicdo quimica pode variar de acordo com a parte do
grdo. A partir das informagdes contidas na Tabela 1 é possivel observar
variacGes na composicao de diferentes partes boténicas do trigo.

Tabela 1. Composicdo quimica das diferentes partes botanicas do gréo de
trigo

Composigdo (% P/ P seco)

% em

gréo Proteinas Fibra Linidios Cinzas

S0 (Nx625  bruta P
Gréo integral 100 12 2 2 1,5
Tegumentos 9 5 21 1 3
externos
Camada de 8 18 7 9 16
aleurona
Gérmen 3 26 3 10 5
Endosperma 80 10 <05 1 0,5
Farinha i 1 <05 1 05
branca

Fonte: Adaptado de Cheftel, Cuq e Lorient (1989).

O endosperma é a maior parte do grao (84 a 89 %). Esta
composto de uma matriz proteica com paredes celulares espessas,
proteinas funcionais e nutricionais. Essa matriz, com células grandes,
também armazena grandes quantidades de granulos de amido
(GUAGLIA, 1991; HADDAD et al., 2001; EVERS; MILLAR, 2002;
KHADKA, 2016).

No endosperma do trigo existem trés tipos de células principais:
endosperma amilaceo, a camada de aleurona e células de transferéncia
(Figura 4) (DREA et al., 2005). O endosperma amilaceo estd em maior
guantidade e é responsavel pelo acimulo de amido e proteinas (PFEIFER
etal., 2014).
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Figura 4. Endosperma do trigo

Endosperma amilaceo (AE)

Aleurona trCéthlaf de.
(AL) ansierencia
(CT)
Fonte: Pfeifer et al. (2014).

A camada de aleurona botanicamente faz parte do endosperma,
ainda que se separe junto com o farelo durante a moagem (HOSENEY,
1991). Este, circunda quase todo o endosperma, exceto onde as células de
transferéncia se desenvolvem (PFEIFER et al., 2014). O que caracteriza
a aleurona do trigo é a camada simples, diferentemente da cevada, que
tem uma camada multipla contendo de duas a trés células de profundidade
(BUTTROSE, 1963; HOSHIKAWA, 1993; WALBOT, 1994).

A aleurona contém proteinas com alto teor de lisina, fibra
insolvel, vitaminas solGveis em agua, lipidios, esterdis, ligninas, entre
outros (HEMERY etal., 2009; DELCOUR; HOSENEY, 2010; BROUNS
et al., 2012), a qual possui um papel fundamental na germinacdo dos
grdos. As células de transferéncia atuam no transporte da sacarose para o
endosperma e embrido (PFEIFER et al., 2014).

A anatomia do endosperma tem relacdo direta com a textura do
trigo, ou seja, interfere nas propriedades de vitreosidade e dureza do grao
(HADDAD et al., 2001). A vitreosidade se refere a compacticidade do
endosperma. E determinada pelas condi¢Bes ambientais durante o
desenvolvimento do grdo, como a temperatura, dgua e nitrogénio
disponiveis. A dureza se refere ao grau de resisténcia a deformacéo. E um
parametro fisico determinado por fatores genéticos e desta forma, o grau
de dureza no trigo esta diretamente relacionado com o teor de proteina
(HOSENEY, 1991; EL-KHAYAT et al., 2006; GREFFEUILLE et al.,
2007).

Ainda referindo-se as propriedades de vitreosidade e dureza do
grdo, os trigos podem ser vitreos e transllcidos, ou opacos e farinaceos.
H4 associacao entre o conteudo de proteina, qualidade vitrea e dureza do



35

grdo. Trigos duros ricos em proteinas (12 a 15 g. 100 g* de proteina)
tendem a ser vitreos, estruturalmente a proteina adere firmemente a
superficie do amido. Trigos moles pobres em proteinas (8,5 a 9,5 g.
100 g %) tendem a ser opacos, geralmente a aparéncia da proteina é
semelhante ao trigo duro, porém, néo ha revestimento do amido. Por essa
ligagdo proteina-amido ser fraca, rompe-se com facilidade, sendo dificil
encontrar gréos quebrados (HOSENEY, 1991).

2 Proteinas

Uma forma de classificar as proteinas baseia-se nas funcgdes e
relagdes bioquimicas, dividindo-as em proteinas de reserva, proteinas
estruturais e metabdlicas e proteinas de protecdo. A primeira tem a fungédo
de armazenar nitrogénio, carbono e enxofre. As estruturais e metabdlicas
sdo imprescindiveis para a estrutura e crescimento da semente. A de
protecdo se opde aos patdgenos microbianos, invertebrados ou
desidratacdo. Bewley (2001) ressalta que algumas fungdes podem ser
combinadas, como a de reserva e protecao.

Osborne (1924) classificou as proteinas dos cereais de acordo
com a solubilidade, dividindo-as em quatro grupos: albuminas,
globulinas, prolaminas e glutelinas. As albuminas sdo encontradas em
pequenas quantidades em sementes, sdo sollveis em agua e coagulam
sobre aquecimento. As globulinas também estio presentes em sementes,
geralmente em forma cristalina, sdo sollveis em solugdes salinas e
insolUveis em agua. As prolaminas sdo encontradas em cereais e sdo
sollveis em alcool. Ja as glutelinas sdo sollveis em solucfes basicas
(SHEWRY; CASEI, 1999).

Nos cereais e nas gramineas selvagens encontram-se
principalmente as prolaminas. Na proteina do trigo estdo presentes as
glutelinas e as prolaminas, que por ter ligacfes de enxofre sdo sollveis
em solugdes alcodlicas (FERREIRA; BORGHETT]I, 2004). As proteinas
de reserva do trigo sdo funcionais, e por essa razdo sdo consideradas
Unicas. Acreditava-se que o conteldo proteico estava ligado somente aos
fatores ambientais, no entanto, observou-se a relagdo genética com o
contetido de proteina, podendo-se fazer cruzamentos para aumentar ou
reduzir a riqueza proteica (HOSENEY, 1991).

A proteina é importante do ponto de vista nutricional, e quando
se altera o contelido proteico dos cereais, as composicdes relativas dos
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diferentes tipos de proteinas precisam ser consideradas. A quantidade de
albuminas e globulinas (proteinas fisiologicamente ativas) aumenta com
um conteddo maior de proteina. Porém, expresso em percentagem na
forma de proteina total, ndo aumenta com tanta rapidez como as proteinas
de reserva (prolaminas e glutelinas) (HOSENEY, 1991).

As proteinas de reserva (PR) sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico e transportadas até os vacuolos de reserva (corpos
proteicos). A sintese e a deposicdo das proteinas variam de espécie em
espécie, estando sujeitas a uma regulacéo temporal e espacial, aparecendo
em diferentes estidgios do desenvolvimento das sementes (HERMAN;
LARKINS, 1999).

O transporte das PR pode ser realizado pelo complexo de Golgi
ou, em alguns cereais, a partir do reticulo endoplasmatico rugoso. Outro
vacuolo com depésito de proteinas sdo os vacuolos liticos. Este, contém
enzimas proteoliticas &cidas (hidrolases acidas) que hidrolisam as
proteinas para o crescimento na fase pés-germinativa, sustentando o
desenvolvimento inicial da plantula. A sintese das PR ocorre quando os
mRNA codificam as proteinas, que estdo nos tecidos de reserva
(cotilédones, endosperma, etc.), em periodos bem definidos durante o
desenvolvimento da semente (FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

2.1 Proteinas do trigo

No trigo a propor¢do média das proteinas sdo: albuminas (9 %),
globulinas (5 %), prolaminas (40 %) e glutelinas (46 %). O trigo é o Unico
cereal que possui gluten em quantidade expressiva, sendo as proteinas do
gluten responsaveis pelas propriedades viscoelasticas e coesivas da massa
(CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989; MODENES et al., 2009;
ABITRIGO, 2011).

As proteinas de reserva do grao de trigo, gliadinas e gluteninas,
guando adicionadas de agua e submetidas a forca mecanica formam uma
rede chamada glaten (ABITRIGO, 2011; WAN et al., 2013). As gliadinas
tém cadeias simples e pouca resisténcia a extensdo, porém, quando
hidratadas proporcionam coesividade. As gluteninas sdo compostas de
cadeias ramificadas, sdo resistentes a extensdo, conferindo elasticidade a
massa (HOSENEY, 1991).

As cadeias proteicas de gliadinas e gluteninas tém uma pequena
forca de repulsdo entre si, e nessas condi¢cbes que se encontram, sem
cargas negativas e baixos niveis de cargas positivas, facilitam a interacéo
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entre elas, havendo a formacgao de uma massa forte e coesa (HOSENEY,
1991).

A maioria das farinhas de outras fontes também tém a capacidade
de quando fermentadas, produzir gas e consequente crescimento da
massa, porém, cita-se as capacidades Unicas da rede de gluten por
conseguir reter os gases produzidos na fermentacdo, sustentando o
aumento da massa e formando um produto esponjoso. Nas demais
farinhas o gas tende a escapar e 0 pdo achata-se (HOSENEY, 1991;
ABITRIGO, 2011). A capacidade de absorcdo de agua pelas proteinas,
combinadas a capacidade de retencdo do gas carbonico resultam na forga
de panificacdo (OLAN et al., 2010).

Dentre os aminoacidos que formam o gldten, a glutamina com
327,2 moles/1000 moles de aminoacidos e prolina com 147,7 moles/1000
moles somam 40 % dos residuos de aminodcidos totais (CHEFTEL,;
CUQ; LORIENT, 1989).

Para degradar as proteinas que sdo ingeridas, o organismo
humano produz cerca de 570 proteases, que sdo divididas de acordo com
0 metabolismo catalitico em: serina proteases, cisteina proteases,
proteases asparticas, treonina proteases e metaloproteases (PUENTE et
al., 2003; QUESADA et al., 2009; RAWLINGS et al., 2014).

2.2 Separagao e caracterizagdo das proteinas

As gliadinas e gluteninas dispem de fungfes diferentes na
panificacdo e isto se deve principalmente as diferencas ha composi¢do do
proprio glaten. Tanto a eletroforese como a cromatografia tém sido
técnicas que contribuem para caracterizacdo das proteinas
(LAFIANDRA; MACRITCHIE, 1997), e a partir dessas, é possivel
classificar as proteinas do gluten.

As gliadinas sdo divididas em quatro grupos: a-, B-, y- ¢ ®-
gliadinas, quando separadas em peptideos as massas moleculares véao de
30 a 80 kDa (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). As o-
gliadinas possuem massas moleculares entre 46 e 74 kDa, j& as a-, -, y-
gliadinas possuem massas moleculares inferiores, entre 30 e 45 kDa
(JOHANSSON et al., 2013). Embora algumas gliadinas sejam pobres em
enxofre, elas formam principalmente liga¢6es intramoleculares dissulfeto
(JOHANSSON et al., 2013). As a-, y- € ®- gliadinas interagem com as [3-
gliadinas por ligacGes de hidrogénio, essas ligacdes também atuam para
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manter unidas as gluteninas e gliadinas (KASARDA; BERNARDIN;
QUALSET, 1976; SCARDONE; FORLANI; CERLETTI, 2000;
SHEWRY, 2009).

As gluteninas sdo consideradas um grupo heterogéneo com
massas moleculares que variam de 12 a 130 kDa e ligagdes
intermoleculares dissulfeto. Sdo classificadas como de alta massa
molecular (HMW-GS, do inglés High Molecular Weight) quando
possuem acima de 90 kDa, e de baixa massa molecular (LMW-GS, do
inglés Low Molecular Weight) abaixo deste mesmo valor (WIESER,
2007; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

As LMW-GS sdo classificadas de acordo com a massa molecular
e ponto isoelétrico em B, C e D. Podem ser classificadas também quanto
a sequéncia N-terminal, em Serina e Metionina (HAMER, 2003). Outros
subgrupos como i-, s- e m- foram identificados baseando-se na
composicdo de aminoacidos no N-terminal (JOHANSSON et al., 2013).
As HMW-GS podem ser agrupadas em X, de 83 a 88 kDa, ey, de 67 a 74
kDa (HAMER, 2003; WIESER, 2007). Um modelo esquematico da
interacdo entre gliadinas e gluteninas de alta e baixa massa molecular
pode ser observado na Figura 5.

Figura 5. Modelo esquemaético estrutural da composicdo proteica do
glten de trigo
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As proteinas de reservas por terem essas diferencas em suas
massas moleculares e diferenca de carga, podem ser separadas em fragdes
com o método de SDS-PAGE. Essa técnica permite a separacdo acordo
com a mobilidade em gel de poliacrilamida pH 2 na presenga do
detergente dodecil sulfato de sddio (SDS) (HOSENEY, 1991; HAMER,
2003; WIESER, 2007). N&o existe uma extracdo que solubilize
totalmente a proteina da farinha, mas apds o uso de SDS no tampao de
extracdo foi observada uma maior eficiéncia do método (RIZZA et al.,
2005).

2.3 Patologias relacionadas ao gliten

Em alguns individuos susceptiveis, a gliadina pode induzir ou
desencadear uma resposta inadequada do sistema imunolégico, podendo
haver desde hipersensibilidade, alergia até desordens autoimunes
(SAPONE et al., 2012; FASANO et al., 2015, SCHERF; KOEHLER;
WIESER, 2016). Dentre essas, a doenca celiaca (DC) é imunomediada
pela ingestdo do gliten, reconhecida pela inflamagéo nas vilosidades no
intestino, que resulta na ma absor¢do dos nutrientes. Sabe-se que essa
toxicidade resulta principalmente pela sequéncia do peptideo 33-mer
(WIESER; KOEHLER, 2008; SHAN et al., 2002).

A fracdo de gliadina conhecida como a mais imunorreativa é a
-5 gliadina (ZILIC et al., 2016). Para determinagdo de gliten em
alimentos é recomendado a técnica de imunoensaio ELISA R5 sanduiche,
gue é especifico para a sequéncia de aminoacidos que mais afeta a doenca
celiaca:  glutamina-glutamina-prolina-fenilalanina-prolina  (QQPFP)
(OSMAN et al., 2001; LOPEZ; LLORENTE; MENDEZ, 2002; CODEX
ALIMENTARIUS, 2008). Outra técnica recomendada é o ELISA G12,
que detecta o peptideo 33-mer (MORON et al., 2008; HALBMAYR-
JECH et al., 2012).

O tratamento para todas essas desordens relacionadas ao gliten
é a exclusdo total do gluten na dieta. HA amplas investigacdes para
encontrar novas alternativas para esses individuos, como fatores que
diminuam a imunogenicidade destes cereais, estudos sobre as
endopeptidases, ou terapia enzimatica com enzimas proteoliticas
(PUENTE et al., 2003; CASTRO-ANTUNES et al., 2011; BETHUNE;
KHOSLA, 2012; WIESER, KOEHLER; 2012; HERRERA, 2016).
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3 Amido

Morfologicamente o amido é encontrado na forma de granulos.
Quando se forma s6 um granulo em um amiloplasto é classificado como
simples, quando mais de um granulo é formado em um mesmo
amiloplasto, classificado como composto. No trigo, milho, cevada,
centeio e sorgo sdo encontrados amidos simples (LINDEBOOM;
CHANG; TYLER, 2004; LAJOLO; MENEZES, 2006). S0 aveia e arroz
tém amido composto (DELCOUR; HOSENEY, 2010).

Os granulos de amido podem ter diferentes morfologias: esférico,
oval, poligonal, alongado, dentre outros. O tamanho varia de submicron
a 100 um (GOESAERT et al., 2005). O gréo de trigo caracteriza-se por
ter duas populagdes de amido, o tipo A e tipo B. O tipo A apresenta
granulos grandes (22 a 36 um) e lenticulares que se formam do quarto ao
sétimo dia depois da floracdo. O tipo B sdo pequenos (2 a 3 um) e
esféricos, aparecem depois do décimo dia de floracdo (BECHTEL et al.,
1990; GOESAERT et al., 2005; PEREZ; BERTOFT, 2010).

Quanto as estruturas cristalinas os granulos de amido se
apresentam em trés tipos (A, B e C), o contetdo de agua e a forma dos
cristais geram diferentes difragdes em raios-x. O tipo A predomina em
cereais, o tipo B em tubérculos e raizes e o tipo C é uma combinagdo dos
amidos tipo A e B, encontrado em leguminosas e alguns tubérculos de
espécies tropicais (BULEON et al., 1998; KOSSMANN:; LLOYD, 2000).

Molecularmente, o amido é formado pela unido dos polimeros de
glicose, denominados amilose e amilopectina. A maioria dos amidos
possui esses componentes na proporcao de 70 a 80 % de amilopectina e
20 a 30 % de amilose, exceto as variedades cerosas que apresentam um
nivel baixo de amilose (menor que 3 %) (ZOBEL, 1988; PEREZ;
BERTOFT, 2010).

A amilose é um polissacarideo predominantemente linear
formado por unidades de a-D-glicopiranose unidas por ligagoes a-(1,4)
com grau de polimerizacdo de 500 a 6000 residuos de glicose. A
linearidade confere algumas propriedades, como formagéo de complexos
com o iodo, &lcoois ou acidos organicos e a tendéncia a retrogradagéo,
produzindo géis duros e filmes fortes (ZOBEL, 1988; HOSENEY, 1991;
SHAO et al., 2007).

A amilopectina, também formada por moléculas de a-D-
glicopiranose, é considerada uma macromolécula e possui ramificacfes
ao longo de sua estrutura. As moléculas sdo unidas por ligagdes a-(1,4) e
interligadas pelas liga¢des a-(1,6), com grau de polimerizagdo de 3x10°a
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3x10°. Dividem-se em trés grupos: A, composta por ligagdes a-(1,4); B,
onde a glicose ¢ unida por liga¢des a-1,4 e a-1,6; e C, ligagdes a-(1,4) e
0-(1,6) e um grupo redutor (ZOBEL, 1988; HOSENEY, 1991). As
estruturas da amilose e amilopectina podem ser observadas na Figura 6.

Figura 6. Estrutura molecular dos polimeros da amilose (A) e
amilopectina (B)

Fonte: Pérez e Bertoft (2010).

O amido e produtos da degradacdo do amido que ndo sdo
digeridos pelas enzimas humanas séo definidos como amido resistente
(EURESTA, 1992). Seu papel fisioldgico é similar ao da fibra alimentar,
resiste a digestdo no intestino delgado e é fermentado no intestino grosso,
servindo como substrato para o crescimento de bactérias intestinais
(YUE; WARING, 1998; HARALAMPU, 2000). O amido resistente (RS)
é classificado diante da sua resisténcia a digestdo, o amido resistente tipo
1 é fisicamente inacessivel, 0 RS tipo 2 é classificado pela forma do
granulo e o RS tipo 3 ocorre pela retrogradacéo do amido. O teor de RS e
resposta glicémica séo dois importantes indicadores da digestibilidade
amilacea (ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS, 1992; MUIR;
O’'DEA, 1992; CHAMP; FAISANT, 1996; GONI et al., 1996)
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4 Germinagéo

O termo germinacdo apresenta diferentes conceitos,
agronomicamente e tecnologicamente é caracterizado como a emergéncia
de parte da planta /plantula em algum tipo de substrato ou solo.
Botanicamente, sdo consideradas sementes germinadas quando partes do
embrido emergem dentro dos envoltoérios, que geralmente formam uma
curvatura da radicula (FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

A germinacao é um processo facil e econdmico para aumentar a
qualidade nutricional e nutracéutica por meio da mudanca do perfil
guimico dos grdos (DONKOR et al., 2012; SWIECA et al., 2012). Os
cereais germinados vém sendo consumidos principalmente em paises
orientais e europeus devido aos seus efeitos benéficos a salde (SALAS-
PEREZ et al, 2016). O consumo de sementes germinadas esta
aumentando, ja que boa parte dos consumidores optam por alimentos
nutritivos e com propriedades funcionais (NARINA; HAMAMA;
BHARDWAJ, 2012).

Além das alteracBes quimicas é importante salientar que os
alimentos germinados sdo consumidos de forma integral, e 0 consumo
total desses graos gera diversos beneficios para a salde, como prevencao
de doencas cronicas, cardiovasculares, cancer de cdlon e diabetes
(BAZZANO et al., 2002; BINGHAM et al., 2003; ANDERSON et al.,
2004).

Os graos germinados contém diversos componentes pro-salde, e
estes podem ser influenciados pelas condic¢Ges de producdo, qualidade das
sementes e processo de germinagdo (FARDET, 2010; ANDERSEN;
KOEHLER; SOMOZA, 2011; DZIKI et al., 2015). Um estudo em
sementes germinadas relata beneficios relacionados com a melhora da
digestdo das proteinas, diminuicdo dos acidos graxos saturados totais,
triglicerideos, redugdo do teor de acido fitico e maior biodisponibilidade
de ferro (KHOLE et al., 2014).

No processo de germinacdo do trigo, ha um aumento de enzimas
como a o-amilase, algumas proteases, dentre outras. Essas enzimas
degradam o amido, polissacarideos ndo amilaceos e proteinas, gerando
um aumento nos aclcares redutores, fibras sollveis, peptideos e
amino4cidos (KOEHLER et al., 2007; ZILIC et al., 2016).

Ao avaliar o teor de fenolicos totais e capacidade antioxidante de
extratos de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) foi observado um aumento
desses compostos, enaltecendo no terceiro dia de germinagdo
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(GUAJARDO-FLORES; SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE,
2013).

Em estudos realizados por Andersen, Koehler e Somoza (2011),
observou-se efeitos benéficos sobre a homeostase da glicose ao formular
pdo de trigo fortificado com trigo germinado. Amici et al. (2008)
evidenciaram nos brotos de trigo compostos importantes como enzimas,
glicosideos reduzidos e polifendis.

4.1 AlteracOes durante a germinacao

Acredita-se que as sementes tenham surgido entre 360 a 340
milhGes de anos atras. Sequéncias de eventos auxiliaram para que as
sementes conseguissem se desenvolver com suas préprias reservas, sem
depender da planta mde (FERREIRA; BORGUETTI, 2004).

O inicio da germinacdo é determinado com o processo de
absorcdo de agua pelo embrido e termina com o surgimento do eixo
embriondrio (LABOURIAU, 1983; BEWLEY; BLACK, 1994,
NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010). Alguma das transformacdes
decorrentes do contelldo de &gua na semente até a formacdo do eixo
embrionario podem ser observadas na Figura 7.

Figura 7. Alteracdes da semente quanto ao contetido de agua por tempo
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Legenda: ABA = Acido abscisico e GAs = Giberelinas.
Fonte: Ferreira e Borghetti (2004) apud Cunha (2014).

A presenca de agua € uma das condi¢cdes primordiais para
germinacdo de uma semente viavel. Outros fatores como temperatura
favoravel, composicéo de gases na atmosfera, iluminagéo e inibidores de
germinacdo também sdo importantes. O conteddo de nutrientes dos
germinados pode ser alterado dependendo das condigdes impostas
(LORENZ; VALVANO, 1981; PRICE, 1988).

Filho (2005) considera a agua fundamental para o metabolismo
celular para a ativacdo enzimatica e transporte e solubilizacdo de reservas.
O crescimento da semente é iniciado com a divisao celular e a expanséo
das células individuais, resultando no aumento de numero e tamanho
destas células, refletindo na expansdo da semente (LABOURIAU, 1983).

A atividade antioxidante elevada nos cereais germinados ocorre
principalmente pelo aumento da atividade das enzimas enddgenas
(ALVAREZ-JUBETE et al., 2010). Uma dessas enzimas ¢ a a-amilase,
que apresenta baixas concentracBes em cereais intactos, no entanto,
durante a germinacdo, o nivel dessa endoenzima aumenta (HOSENEY,
1991).

A a-amilase é sintetizada na camada de aleurona e escutelo e
responsavel por degradar as liga¢des a-(1,4), hidrolisando as reservas de
amido (Figura 8). Assim inicia-se 0 processo de clivagem do amido em
moléculas de acgucar (DERERA, 1989; DELCOUR; HOSENEY, 2010;
GAO et al.,, 2013; KHADKA, 2016). A acdo desta endoenzima na
clivagem interna das ligagdes a-(1,4), na amilose e na amilopectina,
produz maltose, glicose e dextrinas (HUANG et al., 1990; SUTLIFF et
al., 1991).

A enzima f-amilase hidrolisa as extremidades ndo redutoras da
amilose e amilopectina, sua a¢do € interrompida nas ligagdes a-(1,6),
produzindo maltose ¢ dextrina pB-limite (KAKEFUDA; DUKE;
HOSTAK, 1986; HOSENEY, 1991). A B-amilase é acumulada durante o
desenvolvimento do grdo, se mantém ligada aos grénulos de amido e
participa da mobilizacdo amilacea durante o processo germinativo
(ZIEGLER, 1999).
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Figura 8. Acdo da a-amilase no processo germinativo
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Fonte: Adaptado de Khadka (2016).

A completa hidrdlise do amido depende de agdo conjunta de
enzimas como a-amilase (EC 3.2.1.1), - amilase (EC 3.2.1.2), enzima
desramificadora (limite dextrinase, pululanase ou enzima-R) (EC
3.2.1.41) e a-glicosidase (EC 3.2.1.20) (SUN; HENSON, 1991; KUNTZ;
BAMFORTH, 2007; HENSON; DUKE, 2008; MUSLIN;
KARPELENIA; HENSON, 2003). Quando os granulos de amido ainda
estdo intactos, apenas a a-amilase e a a-glicosidase podem hidrolisa-los
(SUN; HENSON, 1990; SUN; DUKE; HENSON, 1995).

Além das o-amilases, a acdo das proteinases e outras enzimas
também marcam o inicio da germinacdo. As hidrolises das proteinas de
reserva ocorrem de acordo com a atividade hidrolitica das proteases. As
endopeptidases atacam ligacGes peptidicas internas do polipeptideo,
produzindo oligopeptideos que sdo reduzidos aos seus aminoacidos. As
aminopeptidases atacam o terminal amino, e as carboxipeptidases atacam
o terminal carboxilico do peptideo. Esses corpos proteicos, dependendo
da planta, podem ser acumulados nos cotilédones ou no endosperma até
a germinacdo (LABOURIAU, 1983; MUNTZ et al., 2001).

Durante a germinacao as proteinas de reserva desaparecem, isso
indica a importancia desta proteina no inicio do desenvolvimento da
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plantula. A mobilizacdo das reservas é importante como fonte de energia
para ocorrer a germinacdo e desenvolvimento da plantula. As proteinas
de reserva podem suprir 0s aminodacidos, produzir substancias de
substratos respiraveis ou participar de outros processos (LABOURIAU,
1983; FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Nas sementes de cereais 0 acUmulo de proteinas ocorre no
endosperma, e a sintese das proteinases ocorre principalmente na camada
de aleurona. Estas enzimas hidrolisam as proteinas do endosperma
durante a germinacdo convertendo as mesmas em amidas (glutamina e
asparagina) e deslocam-se para o eixo em crescimento (FERREIRA,;
BORGHETT]I, 2004). Durante a fase de crescimento das sementes a
concentracdo de nutrientes é alta (DONKOR et al., 2012; PAJAK et al.,
2014).

Van Hung et al. (2012) germinaram o trigo por 48 h e observaram
gue os aminoacidos livres, cinzas e fibra alimentar total tiveram um
aumento significativo, ja os lipidios tiveram uma reducdo. Nesse mesmo
estudo, foi possivel observar um aumento da capacidade antioxidante,
visto um aumento do contetido de compostos fenoélicos.

Em outro estudo utilizando trigo com alto teor de amilose,
observaram que a germinacdo aumentou significativamente as fibras
alimentares, proteinas totais e lipideos, este ultimo, apresentando
resultados divergentes do estudo anterior (VAN HUNG; MAEDA;
MORITA, 2015).

Alguns estudos indicam que o teor de proteina aumenta devido a
perda de hidratos de carbono que ocorre durante a respiracdo na
germinagdo, porém, outros estudos apontam uma reducao no teor proteico
decorrente do consumo de nitrogénio para o crescimento do gérmen
(HWANG; BUSHUK, 1973; LUKOW; BUSHUK, 1984; SIMSEK et al.,
2014; OLAERTS et al., 2016 ). De acordo com Sibian, Saxena e Riar
(2017), a germinacdo aumenta 0 conteldo de amino4cidos essenciais,
refletindo em uma melhora nutricional e qualidade proteica do gréo.

Quanto as vitaminas, Plaza, De Ancos e Cano (2003) avaliaram
a germinacdo de sementes de trigo, alfafa e soja, e relataram aumentos
nas vitaminas A, C, E e grupo B, assim como fitoestrdgenos daidzeina e
genisteina.

Swieca, Dziki e Gawlik-Dziki (2017) estudaram o amido e
proteina da farinha de trigo germinada e farinha de trigo normal.
Observaram que uma substituicdo parcial da farinha normal por
germinada resultou em um aumento de fendis e proteinas e uma redugédo
na digestibilidade do amido.
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Quando comparado a farinha de trigo normal e farinha de trigo
germinado, esta Ultima possui maior quantidade de acUcar livre,
aminoéacidos, peptideos e minerais. H4 uma melhora na bioacessibilidade
desses compostos e maior teor de amido resistente (NODA et al., 2004;
ANDERSEN et al., 2011; VAN HUNG et al., 2012; ZILIC et al., 2014).

Uma das razdes de incorporar graos germinados nos alimentos é
a melhoria da digestibilidade da proteina e aminoécidos essenciais
(SANGRONIS; MACHADO, 2007). Segundo alguns autores, a maior
digestibilidade proteica de farinhas do trigo germinado ocorre pela
reducdo de fatores antinutricionais (ABBEY; MARK-BALM, 1988;
MARERO et al., 1991; GHAVIDEL; PRAKASH, 2007).

5 Digestéo in vitro

A digestdo é um processo fisico e quimico que acontece no
trato gastrointestinal. Esse processo transforma os alimentos ingeridos em
moléculas menores que sdo absorvidas e utilizadas pelas células do
organismo (TORTORA; DERRICKSON, 2008). Dessa forma, 0 processo
fisico consiste na reducdo do tamanho das particulas mediante forca
mecanica e o quimico engloba a transformacéo das macromoléculas em
moléculas simples por acdo das enzimas digestivas, hidrolisando
proteinas em aminoacidos, carboidratos em monossacarideos e gorduras
em glicerol e acidos graxos (AGUDELO, 2015).

A digestdo in vitro € uma técnica que visa simular a digestdo
in vivo, fornecendo alternativas para o rastreio de alguns ingredientes,
composices e suas estruturas antes e ap6s a digestio (COLES;
MOUGHAN; DARRAGH, 2005; HUR et al., 2011; PESSOA, 2016). A
digestdo pode variar de acordo com o tipo e quantidade de alimento
ingerido e de acordo com o organismo de cada individuo (GONZALEZ-
ARIAS et al., 2013).

O processo para simulacéo digestiva geralmente inclui a fase
oral, fase gastrica e intestinal, levando em conta a presenca e
concentragdes das enzimas digestivas, as concentracfes de sais, 0 pH, o
tempo de digestdo e alguns outros fatores (MINEKUS et al., 2014).
Algumas individualidades dependem das caracteristicas da amostra
(HUR et al., 2011). As caracteristicas enzimaticas sdo os fatores mais
importantes na digestdo in vitro, sendo que alguns fatores afetam as
atividades enzimaticas, como a temperatura, pH, estabilidade, ativadores
e inibidores e tempo de incubagdo (KULKARNI et al., 2007).
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Nesse  contexto, o0 termo  bioacessibilidade e
biodisponibilidade séo utilizados para representar a fragdo dos alimentos
gue podem ser utilizados nos processos metabolicos do organismo
(MOTTA, 2015). A fracdo do nutriente, cedida pela matriz alimenticia
que € absorvida durante a digestédo, é considerada bioacessivel (BENITO;
MILLER, 1998). Assim, do total de nutrientes bioacessiveis no trato
gastrointestinal, apenas uma fracdo é utilizada para funces fisiologicas
ou como estoque do organismo, e esta é considerada a fracdo
biodisponivel (TOGNON, 2012).

O potencial nutricional dos alimentos, mais do que a soma de
todos 0s nutrientes, deve estar correlacionado com a sua
bioacessibilidade, biodisponibilidade no organismo e sua condigédo
estrutural. Ao conectar esses fatores & possivel interpretar quanto dos
nutrientes ingeridos sdo absorvidos e utilizados pelo organismo
(MOTTA, 2015).

Estudos com digestdo in vitro fornecem resultados aliados a
digestibilidade, degradacdo, bioacessibilidade, estabilidade e mudancas
estruturais de compostos (HUR et al., 2011). A forma quimica do
nutriente, as interagdes com os outros alimentos que sdo consumidos
paralelamente e 0 processamento pré consumo sao alguns dos fatores
vinculados a bioacessibilidade e/ou biodisponibilidade dos nutrientes
(GIBSON et al., 2006).

Ha muitas metodologias utilizadas como modelo de digestédo
in vitro, essa ndo uniformizagao impossibilita a comparagdo de dados de
forma precisa (MCCLEMENTS; LI, 2010; WILLIAMS et al., 2012). No
presente estudo foi utilizado o método harmonizado, proposto dentro de
um consenso pela rede COST Infogest, que padronizou condigdes
fisiologicamente relevantes para que a reproducédo de dados relacionados
a bioacessibilidade de nutrientes e ndo nutrientes e digestibilidade de
macronutrientes sejam mais comparaveis (MINEKUS et al., 2014).

6 Microscopia de alimentos

Anteriormente a técnica de microscopia 6ptica era utilizada
apenas para identificar contaminagdes e adulteragdes. Atualmente sabe-
se dos diversos beneficios de utilizar a técnica microscépica, sendo alguns
dos objetivos verificar os principais componentes estruturais dos
alimentos, identificar substancias e organismos estranhos e elucidar as
interferéncias nas propriedades dos alimentos (MOECKE; DE
FRANCISCO, 1995; FERRANDO; SPIESS, 2000).
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As mudancas moleculares e estruturais dos componentes do
alimento tanto nos processos classicos quanto nos novos sdo primordiais
para controlar, explicar e conduzir os processamentos e producdo de
alimentos (AGUILERA, 1990; KALAB; ALLAN-WOJTAS; MILLER,
1995).

Dentre as técnicas microscopicas mais utilizadas, hd um destaque
para a microscopia eletrénica de varredura (MEV) (MUNCK; DE
FRANCISCO, 1989). Com a MEV ¢ possivel observar a superficie e
profundidade dos compostos alimenticios em alta resolucdo. A fonte de
iluminacdo é igual a do microscépio Optico, um filamento quente de
tungsténio que produz luz e elétrons. As lentes sdo bobinas
eletromagnéticas que projetam o feixe de elétrons, possibilitando que os
elétrons percorram a amostra (MOECKE; DE FRANCISCO, 1995).

A técnica de microscopia de fluorescéncia e analise de imagem
é uma alternativa para caracterizar a proteina e suas interagdes, a analise
da composicdo botanica e o estudo do malte e brotacdo de cereais.
(MUNCK; DE FRANCISCO, 1989; SHOTTON, 1989; HEPLER;
GUNNING, 1998; LOPEZ-BARON et al., 2017).
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RESUMO

As sementes de trigo foram submetidas ao processo de germinagdo em
rolo de papel a 22 °C na auséncia de luz. As raizes seminais, coledptilo e
radiculas foram removidas e o grdo analisado quanto ao conteldo de
amido e proteina. Durante as 60 h de germinagéo houve um aumento das
enzimas amilases e consequente reducdo no teor de amido total. A
degradacéo do amido foi iniciada no endosperma em dire¢do ao pericarpo
e aregido do embrido preservada. O amido de trigo da variedade analisada
apresentou boa digestibilidade quando submetido a digestdo in vitro,
porém, o tempo de germinacdo ndo alterou a digestibilidade do mesmo.
Quanto a proteina total houve uma redugdo no processo germinativo,
assim como gldten, que reduziu cerca de 50 %. A germinacdo em 6, 12 e
24 h foi eficaz no aumento da digestibilidade proteica em relagdo aos
grdos ndo germinados.

Palavras-chave: Germinagdo. Cereal. Digestdo in vitro. Enzimas
hidroliticas.
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ABSTRACT

The seeds of wheat were submitted to the germination process in paper
roll at 22 °C in the absence of light. Seminal, coleoptile and root roots
were removed and the grain analyzed for starch and protein content.
During the 60 hours of germination there was an increase of the amylases
enzymes and consequent reduction in the total starch content. The
degradation of the starch was initiated in the endosperm towards the
pericarp and the region of the preserved embryo. The wheat starch of the
analyzed variety showed good digestibility when submitted to in vitro
digestion, however, the germination time did not alter the digestibility of
the same. As for total protein there was a reduction in the germination
process, as well as gluten, which reduced by about 50 %. Germination at
6, 12 and 24 hours was effective in increasing protein digestibility in
relation to non-germinated grains.

Keywords: Sprout. Gluten. Cereal. Digestion in vitro. Hydrolytic
enzymes.
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1 INTRODUCAO

A palavra trigo vem do latim triticum, que pode ser utilizada para
referir-se tanto & planta quanto as sementes (LEON, 2007). O trigo
pertence a familia Poaceae (Gramineae) e € difundido mundialmente,
sendo considerado um dos cereais mais importantes do mundo e utilizado
por 30 % da populagdo. Sua riqueza nutricional é proveniente das
proteinas, carboidratos e minerais (MARCUSSEN et al., 2014;
KHADKA, 2016).

O endosperma corresponde a maior parte botanica deste cereal,
atingindo de 84 a 89 % do gréo. E constituido de matriz proteica, com
proteinas funcionais e nutricionais, e grande quantidade de granulos de
amido (QUAGLIA, 1991; HADDAD et al., 2001; EVERS; MILLAR,
2002; KHADKA, 2016). As proteinas sdo macromoléculas bioldgicas
importantes do ponto de vista nutricional. Quando a quantidade proteica
é alterada, as composicdes relativas devem ser avaliadas, a quantidade das
proteinas fisiologicamente ativas (albuminas e globulinas) tendem a
aumentar com o conteldo proteico (HOSENEY, 1991).

A germinagdo é um processo onde ha emergéncia de parte da
planta em algum tipo de substrato ou quando parte do embrido emerge
dentro dos envoltérios (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). O
desenvolvimento da semente acarreta divisdo celular e expansdo das
células individuais, essas alteracfes sdo iniciadas com a presenca de agua,
onde ha ativacdo enzimatica, transporte e solubilizacdo de reservas
(LABOURIAU, 1983; FILHO, 2005). No inicio da germinagdo as
proteinas de reserva sao utilizadas para o desenvolvimento da plantula,
suprindo com os aminoacidos necessarios, produzindo substancias de
substratos respiraveis ou participando de outros processos
(LABOURIAU, 1983; FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Durante o desenvolvimento das sementes a qualidade nutricional
e nutracéutica aumentam devido as alteracbes que ocorrem no perfil
quimico dos grédos (DONKOR etal., 2012; SWIECA et al., 2012; PAJAK
etal., 2014). Além dessas alteracdes quimicas, a ingestdo dos germinados
de forma integral resulta em beneficios para a salide, como prevencao de
doengas cronicas, cardiovasculares, cancer de cdlon e diabetes
(BAZZANO et al., 2002; BINGHAM et al., 2003; ANDERSON et al.,
2004).

Em paises orientais e europeus o0 consumo de cereais germinados
é crescente pelos seus beneficios a salde, esse aumento no consumo de
grdos germinados também ¢é vinculado a tendéncia por alimentos
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nutritivos e com propriedades funcionais (NARINA; HAMAMA;
BHARDWAJ, 2012; SALAS-PEREZ et al., 2014). Os componentes pro-
salde podem ser influenciados pelas caracteristicas da producéo,
qualidade dos grdos e condi¢des germinativas (FARDET, 2010;
ANDERSEN; KOEHLER; SOMOZA, 2011; DZIKI et al., 2015).

A digestdo humana é um processo onde os alimentos ingeridos
sdo transformados em moléculas menores mediante a aplicacdo de forca
fisica e quimica (TORTORA; DERRICKSON, 2008). Essas moléculas
sdo absorvidas pelas células e destinadas ao crescimento, manutencgdo das
células e energia para o corpo (TORTORA; DERRICKSON, 2008;
GUERRA et al., 2012). Para analisar as mudangas estruturais,
biodisponibilidade e digestibilidade dos alimentos alguns pesquisadores
vém utilizando métodos de digestdo in vitro (HUR et al., 2011).

Os métodos de digestdo simulados podem conter a fase oral,
gastrica, intestino delgado e intestino grosso. O objetivo dessas
metodologias é simular as condicdes fisioldgicas in vivo, considerando as
enzimas digestivas e suas concentracGes, pH, tempo de digestdo,
condicdes dos sais e outros fatores (MINEKUS et al., 2014). Com a
digestdo in vitro é possivel avaliar parametros como bioacessibilidade de
nutrientes e ndo nutrientes e a digestibilidade dos macronutrientes
(MINEKUS et al., 2014). Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi
avaliar as alteracdes quimicas no amido e proteina durante diferentes
tempos de germinagdo controlada do grdo de trigo, relacionar essas
alteragdes com as mudangas na estrutura do cereal e verificar a
bioacessibilidade amilacea e proteica nos gréos germinados por meio da
digestdo in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Para a realizacdo do trabalho utilizou-se os grdos de trigo
(Triticum aestivum L.) cultivar BRS Gralna, obtido através da Embrapa
Londrina, Parand, Brasil (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria).

Dentre os reagentes utilizados para o estudo, os kits enziméaticos
para determinacdo de amido total, amido resistente e ceralpha, foram
obtidos da Megazyme Internacional Ireland. Para a determinacdo de
glten foi utilizado o AgraQuant Gluten Assay (Romer Labs, Austria).
Para melhor visualizagdo dos pardmetros avaliados neste estudo, criou-se

um esquema apresentado na Figura 9.

Figura 9. Esquema representativo dos principais pontos abordados na
pesquisa
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Fonte: A autora (2018).
2.2 Métodos
2.2.1 Processo de germinacao das sementes

As amostras de trigo foram armazenadas em temperatura
ambiente antes da germinacdo. Todas as sementes quebradas e
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danificadas foram removidas. As sementes de trigo selecionadas foram
imersas em hipoclorito de sédio 1 % (v/v) durante 10 min, drenadas e
lavadas sequencialmente com &gua destilada até pH neutro (SWIECA,
DZIKI, 2015). A embebicdo ocorreu em agua deionizada na proporc¢éo
1:10 (m/v) (PAJAK et al., 2014) por 6 horas (SWIECA; DZIKI, 2015).
Os procedimentos para germinagdo foram realizados de acordo com
Swieca e Dziki (2015).

A germinacdo foi realizada em rolo de papel Germitest
previamente umedecido com &gua destilada 1:3 (m/v). Cada rolo foi
composto por 150 sementes distribuidas em trés substratos de papeis,
totalizando cinco rolos por tempo de germinacdo pré-determinados.
Sequencialmente as amostras foram inseridas em cdmara de germinacédo
(Mangelsdorf, De Leo) a temperatura de 22 °C na auséncia de luz
(BRASIL, 2009). As coletas foram realizadas a cada 12 horas no total de
60 horas, sendo que os cinco rolos de cada periodo de germinacao foram
misturados para melhor uniformizagdo das amostras. Os procedimentos
utilizados para a germinagdo estdo representados na forma de esquema
(Figura 10). As plantulas danificadas, deformadas ou deterioradas foram
descartas, plantulas com desenvolvimento satisfatorio foram selecionadas
para as analises.

Figura 10. Representacdo dos procedimentos para germinagao do trigo
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As amostras de trigo antes do embebimento e germinag&o foram
consideradas como controle, denominadas como Oh. Amostras ap6s o
periodo de embebimento, 6h. Amostras coletadas apds a técnica de
germinacdo sdo mencionadas como 12h, 24h, 36h, 48h e 60h. O
crescimento dos gréos pode ser observado na Figura 11.

Figura 11. Crescimento dos grdos de trigo BRS Gralna durante a
germinagéo

. 24h
Fonte: A autora (2018).

2.2.2 Secagem e armazenamento das amostras

As sementes foram secas em estufa a 80 °C até umidade de 14 %
(SWIECA et al., 2017). As raizes seminais, coleoptilo e radiculas foram
removidas por friccdo (Figura 12) e as amostras trituradas em moinho
modelo A1l Basic (IKA WORKS Inc., Staufen, Alemanha) e peneiradas
em malha de 0,5 mm mesh e destinadas as analises, com exce¢do da
microscopia de fluorescéncia e atividade de o-amilase, as quais néo
passaram pela secagem.
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Figura 12. Separacéo do grédo de trigo de suas raizes seminais, coledptilo
e radiculas
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Fonte: A autora (2018)

2.2.3 Digestdo in vitro

A digestdo in vitro foi realizada segundo protocolo descrito por
Minekus et al. (2014). A digestdo compreende trés etapas: fase oral, fase
gastrica e fase intestinal. Para cada uma destas etapas um fluido de
solucédo eletrolitica é adicionado, sendo estes, fluido salivar simulado
(SSF), fluido géstrico simulado (SGF) e fluido intestinal simulado (SIF)
(Tabela 2). Todas as unidades enzimaticas descritas sdo baseadas na
mistura final de cada etapa. As incubagdes foram feitas em banho maria
Dubnhoff DI1-921 (Dist, Santa Catarina, Brasil).

Na fase oral 5 g de trigo com diferentes tempos de germinacéo
foram misturados a 3,5 mL de SSF pH 7,0 pré-aquecido a 37 °C, 0,5 mL
de a-amilase salivar humana (EC 3.2.1.1) a 75 U/ mL (A0521, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), 25 pL de CaCl; 0.3 mol L e 975 pL de agua.
A mistura foi agitada durante 2 min a 37 °C simulando a fase bucal.

Para a fase gastrica 7,5 mL do SGF pré-aquecido foi adicionado
a mistura anterior, 1,6 mL de pepsina da mucosa gastrica porcina (EC
3.4.23.1) 2000 U/ mL (P6887, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 5 uL de
CaCl,0.33mol L', 0,2 mL de HCL 1 3 mol L para redugéo em pH 3,0
e 0,695 pL de 4gua. A mistura permaneceu durante 120 min a 37 °C.

Simulando a fase intestinal 11 mL de SIF pré-aquecido foi
adicionado a mistura, 5 mL de pancreatina do pancreas porcino (P7545,
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) em 100 U/ mL da atividade da tripsina,
2,5 mL de sais biliares de bovino e ovino (B8381, Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) de 10 mmol L na mistura final, 40 uL de CaCl, 0.3 mol
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L 1, ajuste para pH 7,0 com 0,15 mL de NaOH 1 M e 1,31 mL de 4gua.
A mistura foi incubada durante 120 min a 37 °C. Posteriormente o fluido
foi inserido em um banho de gelo para cessar a reagao.

As amostras foram centrifugadas a 4500 x g por 15 min (modelo
NT-825, Nova Técnica, Sdo Paulo, Brasil), sendo o sobrenadante
considerado a fragdo digerida e o pellet a fragcdo ndo digerida, usada para
as determinagdes (MOTTA, 2015). A digestdo in vitro foi realizada em
duplicata, os precipitados (pellets) foram analisados quanto ao teor de
proteina bruta, amido total e amido resistente conforme as metodologias
descritas a seguir.

Tabela 2. Composicéo das solugdes estoques e dos fluidos digestivos SSF,
SGF e SIF calculados para um volume final de 500 mL

SSF SGF SIF
pH7 pH 3 pH7
Estoque Vol. do  Conc. | Vol. do Conc. | Vol. do Conc.
concentrado | estoque em estoque em estoque  em
Sais SSF SGF SGF
gL mol | mL mmol | mL mmol | mL mmol
1 L-l L-l L-l L»1
KCI 373 05 151 151 6,9 6,9 6,8 6,8
KH2PO,4 68 0,5 37 3,7 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCO, 84 1 6,8 13,6 12,5 25 42,5 85
NaCl 117 2 -- -- 11,8 47,2 9,6 38,4
MgClx(H.0)s | 30,5 0,15 0,5 0,15 0,4 0,1 1,1 0,33
(NH,),CO; 48 0,5 0,06 0,06 0,5 0,5

Legenda: SSF = Fluido salivar simulado, SGF = Fluido géstrico SImuIado e SIF =
Fluido intestinal simulado.
Fonte: Minekus et al. (2014).

2.2.4 Determinagdo de amido total
O teor de amido total foi avaliado enzimaticamente, antes e apds

a digestdo in vitro, de acordo com o método 76-13.01 da AACC (2000) e
a leitura realizada em espectofotdmetro a 510 nm.
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2.2.5 Amido Resistente

O amido resistente foi determinado antes e apds a digestéo in
vitro de acordo com o método 32-40.01 (AACC, 2015). A leitura foi
realizada em espectofotdmetro a 510 nm.

2.2.6. Digestibilidade amilécea in vitro

O célculo da digestibilidade do amido foi de acordo com Swieca,
Baraniak e Gawlik-Dziki (2013), com base no teor de amido total e amido
resistente.

RS
SD (%) = 100 % — (= X 100 %)

Sendo: SD a digestibilidade in vitro do amido, AT o amido total e RS o contetdo de
amido resistente.

2.2.7 Atividade de a-amilase

A atividade da a-amilase foi avaliada de acordo o método 22-
02.01 (AACC, 2000). Os procedimentos para extracdo enzimatica,
andlise e calculos dos resultados foram de acordo com o protocolo
Ceralpha® (Megazyme International Ireland, Bray, Irlanda). Aliquotas de
0,2 mL do extrato enzimatico e da Amilase HR pré-equilibrados a 40 °C
foram misturados e permaneceram na temperatura de 40 °C durante 10
min. A reacdo foi cessada com adicdo de 3,0 mL do reagente Stopping.
As absorbancias foram mensuradas em 400 nm (SP-22, Biospectro
espectrofotdmetro, Sdo Paulo, Brasil). Os resultados estdo expressos em
Unidade Ceralpha (UC / g).

2.2.8 Determinacao de proteina bruta

As sementes coletadas de 0 a 60 horas de germinagdo foram
submetidas a analise por micro-Kjeldahl de acordo com o método 46-
13.01 da AACC (2000). O teor de proteina foi calculado nas sementes
germinadas e apo6s a digestdo in vitro utilizando o fator de converséo de
5,70 (MANDALARI, 2016; ZILIC et al., 2016).
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2.2.9 Digestibilidade proteica in vitro

A digestibilidade proteica foi determinada conforme Swieca,
Dziki e Gawlik-Dziki (2017), utilizando-se os teores de proteina bruta
antes e apds a digestéo in vitro.

PBD
PD (%) = 100%_(W X 100%)

Sendo: PD a digestibilidade in vitro da proteina, PB a proteina antes da digestdo e
PBD a proteina bruta ap6s a digestdo in vitro.

2.2.10 Teor de gluten

As amostras coletadas durante a germinacdo foram submetidas
aos procedimentos para determinacdo imunoenzimatica de gluten
(ELISA). Foram realizadas duas extracdes independentes para cada
amostra com alcool 40 %. Os procedimentos de analise foram de acordo
com o recomendado pelo fornecedor do kit utilizado, AgraQuant Gluten
Assay (Romer Labs, Austria). As absorbancias foram mensuradas em 450
nm utilizando um leitor de microplacas (TP-Reader, Thermo Plate,
Brasil). Os resultados sdo baseados na curva de calibragdo (0 — 120 ppm
de gluten), o limite de quantificacdo do método é de 4 ppm e os resultados
determinados em mg. kg™ e expressos em ¢.100 gt em base seca.

2.2.11 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras previamente secas, moidas e homogeneizadas,
foram fixadas em suportes de aluminio com o auxilio de fitas dupla-face
de carbono. Sequencialmente cobertas com uma camada de ouro de 200
A de espessura. As micrografias para analise morfologica e
microestrutural foram obtidas por MEV modelo JEOL JSM-6390LV, 8 e
10 kV do LCME da UFSC.
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2.2.12 Analises macro e microscépica de fluorescéncia

Foram utilizadas duas técnicas de fluorescéncia para auxiliar na
compreensao das alteracdes durante a germinacdo, uma correspondente a
atividade da lipase e outra para visualizar as alteracbes no amido e
proteina durante o processo germinativo.

Quanto a atividade da lipase, o procedimento foi seguido
conforme Jensen e Heltved (1982). As amostras secas divididas em meias
sementes longitudinais foram coradas durante 1 a 2 min com uma solucéo
de dibutirato de fluoresceina (FBD) em etanol 80 % seguido de
submersdo em agua a 60 © C por 1 a 2 min. O excesso de agua foi
removido e as sementes analisadas em um analisador de qualidade
desenvolvido pela Carlsberg Research Laboratory equipado com duas
lampadas UV, refletores e filtro amarelo de emissdo LWP-520 nm. As
sementes com atividade de germinacdo exibem fluorescéncia amarela, o
método baseia-se na sensibilidade do FDB a lipase/esterase (JESEN;
MUNCK; KRUGER, 1984).

Para observar as alteracGes morfoldgicas durante a germinacao,
com énfase no amido e proteina, as sementes, apds a germinacao, foram
adicionadas de dimetilsufoxido (DMSO) como agente crioprotetor para
minimizar os danos pelos cristais de gelo e armazenadas em — 20 °C até a
realizagdo da analise (O’BRIEN; MCCULLY, 1981; MUNCK; DE
FRANCISCO, 1989). As amostras pré-congeladas foram fixadas em
stubs com o meio de montagem Tissue Tek O.C.T. (Sakura Finetek,
Torrance, CA, EUA) e os cortes longitudinais com 40 um de espessura
foram realizados em criostato Thermo Scientific HM 525 NX (Thermo
Fisher Scientific, Braunschweig, Germany) a — 30 °C. As amostras foram
adicionadas de fucsina &cida (1 a 2 min) e calcofluor (30 a 60 s) e
visualizadas em microscopio Leica DM5500 B (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) (MUNCK; DE FRANCISCO, 1989; AUTIO;
SALMENKALLIO-MARTTILA, 2001).

2.2.13 Analise estatistica

As analises quantitativas foram realizadas em triplicata, exceto a
digestdo in vitro e gluten (ELISA) que foram realizadas em duplicata. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia. O software
estatistico utilizado foi o Statistica versdo 13.0 (Statsoft, Tulsa, EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da hidratacdo e alteragdes enziméticas durante a
germinacao controlada

Os primeiros sinais de alteragdes no metabolismo das sementes
ocorrem com a hidratacdo das células, gerando um aumento na atividade
respiratoria, liberacdo de energia para a germinacdo, ativacdo enzimatica
e sintese proteica (FILHO, 2005). A variacdo da umidade das sementes
durante o processo germinativo esta representada na Figura 13. Valores
abaixo de 13 % sdo recomendados para conservar a qualidade dos graos
de trigo (BRASIL, 2001).

Figura 13. Absorcdo de &gua pelas sementes de trigo durante a

germinagéo
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* Letras diferentes diferem significativamente entre si ao nivel de 5 % pelo Teste de
Tukey

A partir da umidade inicial de 8,32 + 0,10 ¢g.100 g%, durante as
primeiras 6 h (processo de embebicdo) houve uma répida absorcdo de
agua para os graos, elevando a umidade para 33,67+0,26 g.100 g*. Ap6s
a embebicdo, as sementes foram transferidas para a cdmara de germinagéo
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e permaneceram durante 12 h, nesse periodo a umidade se manteve
constante (p > 0,05).

Das 24 as 60 h de germinacdo as amostras apresentaram um
aumento gradativo, diferindo estatisticamente a cada 12 h (p < 0,05). Um
estudo realizado por McCaig e Li (2011) demonstrou uma relagéo entre a
umidade e o percentual de grdos germinados na amostra, quanto mais
longo o tempo de armazenamento, maior a absor¢do de agua.

A estrutura anatdmica do grdo também tem influéncia sobre a
absorcao de agua, um exemplo sdo as variedades de trigo mole e duro,
que diferem na taxa de absorcdo da umidade sob as mesmas condigdes
ambientais (SHAFQAT, 2013). Entre o embrido e o0 endosperma também
ha diferenga quanto a absorcdo, e isto se deve as diferencas na
composicdo quimica dos mesmos, ja que as proteinas tendem a ter mais
afinidade por agua quando comparado ao amido (FILHO, 2005).

Com esse processo de hidratacdo das células, as enzimas
hidroliticas sdo sintetizadas, sendo as amilases, lipases, proteases e
peptidases pertencentes a esse grupo (FILHO, 2005). O método FDB se
baseia na hidrolise de dibutirado de fluoresceina & fluoresceina livre,
substancia altamente fluorescente. Esta hidrolise ocorre principalmente
pela atividade da lipase (GUILBAULT; KRAMER, 1964).

Com as condigdes de germinacao aplicadas neste trabalho, apds
24 h a lipase ja comeca a se expressar € vai aumentando ao longo das 60
horas (Figura 14). A atividade hidrolitica é iniciada no escutelo e
progressivamente difundida a regido distal do endosperma (JENSEN;
HELTVED, 1982).

Um estudo avaliando duas variedades de trigo observou
fluorescéncia pelo método FDB somente ap6s 24 h de germinacéo, e
nessas mesmas amostras a atividade de a-amilase ja havia aumentado em
16 h de germinacdo (JENSEN; MUNCK; KRUGER, 1984). No mesmo
estudo verificaram que apesar da o-amilase ter uma taxa mais rapida do
gue a atividade da lipase, ambas aumentavam exponencialmente com a
germinacao.
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Figura 14. Representagdo da atividade da lipase/esterase, método FDB,
com cinco repeti¢des para cada tempo de desenvolvimento germinativo
do trigo

Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h

A sintese de a-amilase ocorre na camada de aleurona e escutelo,
e é ativada através da embebicdo do embrido, podendo ser observadas
alteracbes a partir de 12 h (LOVEGROVE; HOOLEY, 2000;
NAKAIJIMA et al., 2006; XIE et al., 2007). No entanto, nas amostras
analisadas, a sintese da a-amilase se manifestou no periodo de embebicdo
dos grdos (6 h), passando de 0,14 (0 h) para 599 UC /g (p < 0,05) e
elevando os niveis da a-amilase com o tempo de germinagéo (Figura 15).

Durante as 60 h de processo germinativo a producéo de a-amilase
ndo foi estagnada, exceto entre 6 h e 12 h (p>0.05). Segundo Baranzelli
(2017) que avaliou trés momentos germinativos (24, 48 e 72 horas), um
aumento da atividade amilolitica total e de a-amilase foi observado em
48 e 72 horas de germinagdo. Carvalho e Beleia (2015) ao avaliar 13
amostras em condi¢bes ndo controladas de germinagdo, todas
selecionadas com Falling Number (FN) inferior a 200, secas e com a
retirada do coleoptilo e radiculas, encontraram resultados de 25 a 155,8
UC/g.
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Figura 15. Atividade da enzima a-amilase dos grdos de trigo durante a
germinagéo
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Simsek et al. (2014), ao avaliarem 24 amostras simulando
condi¢des de campo por cinco dias na temperatura de 18 a 20 °C ,
encontraram nas amostras sem germinar ente 0,08 a 0,18 CU/g, e 1,32 a
2,44 CU/g em amostras germinadas. No presente estudo, na amostra
controle (0 h) os resultados foram similares aos encontrados por Simsek
et al. (2014), porém, nas amostras germinadas os valores divergiram,
sendo inferiores até mesmo a atividade de a-amilase encontrada nas
primeiras 6 h da pesquisa.

3.2 Morfologia dos granulos de amido e rede proteica durante a
germinagao

Os granulos de amido apresentaram-se predominantemente no
formato lenticular e esférico, havendo granulos grandes do tipo A e
pequenos tipo B (A e B apresentados na Figura 16 - Oh). O formato e
tamanho dos granulos de amido podem estar relacionados a
digestibilidade, contetdo de amilose, solubilidade, capacidade de
absorcao de agua, e outros fatores (RILEY; WHEATLEY; ASEMOTA,
2006).
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Com 12 e 24 h de germinacdo pode-se observar pequenas
depressdes na superficie dos granulos de amido (seta), a partir das 36 h
algumas fissuras (setas) estavam em evidéncia e no ltimo periodo de
germinacdo, 60 h, alguns granulos de amidos apresentavam-se amorfos e
com orificios. Essas caracteristicas de ataque ao granulo de amido séo
decorrentes da a e B-amilase, as enzimas podem atuar na superficie dos
granulos ou hidrolisar internamente, formando orificios (PENFIELD;
CAMPBELL, 1990; ZHANG; OATES,1999).

Figura 16. Micrografia eletrbnica de varredura de trigo triturado em
diferentes estagios de germinacdo (0 a 60 h). Granulos de amido
representado por A e B e setas indicando o ataque enzimatico
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Em alguns estudos pode ser observado auséncia da matriz
proteica nos gréos germinados devido as enzimas proteoliticas, sem a
matriz proteica os granulos de amido tendem a ficar mais expostos,
facilitando a agdo da a-amilase (HUANG, 1979; SIMSEK et al., 2014).
Na variedade estudada, a matriz proteica antes da germinagdo também se
encontrava mais integra, envolvendo o0s granulos de amido
completamente. Na Figura 17 pode-se observar que ap6s a germinacao e
ataque das proteases, os granulos de amido aparentam estar mais livres e
com a superficie mais exposta que o controle.
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Figura 17. Micrografia eletronica de varredura de grdo de trigo sem
germinar (0 h) e apds 48 horas de germinagao
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3.3 Conteudo proteico do trigo durante a germinagéo

Os cereais quando germinados sofrem alteracBes que intervém
em suas propriedades. Quanto a composicao quimica do trigo, o amido
tende a reduzir, os agucares a aumentar, e hd modificacdo na quantidade
e propriedades das proteinas (SIMSEK et al., 2014; KERPES et al., 2016;
OLAERTS et al., 2016). A variedade analisada apresentou alta
quantidade de proteina (15,74 ¢.100 g*) antes da germinacdo, sendo
considerado um trigo duro e com boa qualidade na panificacdo, a proteina
estd fortemente aderida ao amido. No presente estudo, ao avaliar a
proteina bruta e o teor de gltten durante a germinac&o, foi verificado uma
reducdo em ambos resultados (Figura 18).

Figura 18. Proteina bruta e glaten durante os periodos de germinacdo do
trigo expressos em g. 100 g em base seca
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* Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna denotam diferencas significativas ao
nivel de 5 % pelo Teste de Tukey

Os valores de proteina bruta tiveram uma reducdo significativa
nas condicbes de germinacdo estabelecidas neste estudo, alterando
gradativamente de 15,74 para 13,98 % apds 60 h de germinagdo. Abbas
(2014) utilizando condi¢es similares de germinagdo (embebimento de 6
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h, germinacéo a 30 °C por 6 dias), observou um aumento na proteina em
duas variedades estudadas, uma das variedades aumentando de 14,8 para
20,53 % e a outra de 13,76 para 17,87 %.

Outros autores também relataram um aumento proteico em
diferentes condic6es de embebicdo e germinagéo, para trigo com alto teor
de amilose os resultados foram 20,5 para 21,3 g. 100g* e em outra
variedade, de 15,4 para 15,7 g. 100g7, esses resultados sdo referentes a
48 h de germinacdo (VAN HUNG et al., 2012; VAN HUNG; MAEDA e
MORITA, 2015).

Considerando que os estudos citados também avaliaram proteina
bruta pela mesma metodologia, estudando variedades diferentes de trigo
submetidos a condicdes distintas de germinacdo, pressupde-se que a
reducdo da proteina bruta neste estudo esteja relacionada ao processo de
remogdo das raizes seminais, coledptilo e radiculas.

Shafquat (2013) fez 0 mesmo procedimento de remocdo das
radiculas em duas variedades de trigo. Em uma variedade, com testes de
embebicdo de 24 h e germinacdo a 12 e a 20 °C houve aumento proteico,
com embebimento de 3 h e germinagdo a 20 °C, reducdo da proteina. Na
segunda variedade analisada, nos 3 testes (12 °C/ 24 h, 20°C/24 h e 20
°C/3 h) a proteina reduziu. Desta forma, a redugdo proteica pode estar
associada tanto as condi¢cBes de germinacdo quanto a remocdo do
coledptilo e radiculas. Ressalta-se que com uma das variedades, houve
uma reducdo da proteina mesmo alternando as condic6es de germinacao.

A analise de glaten apontou o contetido de gliadina e glutenina
superior ao teor de proteina bruta. Segundo Hajas et al., (2018) algumas
variedades de trigo tém niveis elevados dos epitopos alvos nas analises
por ELISA, o que resulta em uma superestimag&o do conteudo de gluten.
Resultados similares foram observados por Gelinas e McKinnon (2016),
dentre muitas variedades estudadas, uma amostra com 14,6 % de proteina
apresentou 25,7 % de glaten, e outra com 11,6 % de proteina apresentou
60,3 % de glaten.

Outro fator associado é que a medicdo por ELISA, apesar de ser
mais sensivel que pelo método Kjedahl, é indicada para teores entre 4 e
120 mg.kg? de glaten, fazendo-se necessario dilui¢des sucessivas para
amostras de trigo, acarretando maior erro analitico. Ainda assim, na
andlise de glaten a reducdo foi de 57 % ap6s 60 h de germinacéo
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(p < 0,05), essa diminuicdo da toxicidade pode estar ligada ao uso das
proteinas que compde o gldten durante o processo germinativo.

3.4 Alteracdo do amido durante processo germinativo
Os percentuais de amido total diminuiram durante o processo
germinativo (Tabela 3). Nos dois periodos iniciais (0 h e 6 h) e nos dltimos

periodos avaliados (48 h e 60 h) ndo houve diferencas significativas.

Tabela 3. Amido total e resistente em trigo germinado, expressos em g.
100 g'* (Base seca)

Amostras Amido total Amido resistente
Oh 56,43 £ 0,482 0,21 +0,052
6h 55,69 £ 0,14 2 0,22 +0,052
12 h 53,96 +0,30°P 0,28 + 0,06 2
24 h 49,30 +0,26 ¢ 0,30 + 0,09 2
36 h 47,79 +0,28 ¢ 0,23 +0,002

48 h 45,99 + 0,55 ¢ 0,22 +0,02 2
60 h 45,40 £ 0,54 ¢ 0,23+0,102

* Letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente entre si ao nivel
de 5 % pelo Teste de Tukey

Alguns estudos também relataram a reducdo do amido em
distintas condi¢Bes germinativas, como Marti et al. (2017) que avaliaram
0 trigo entre 72 e 90 h de germinacéo, a 20 ° C, ap6s embebimento entre
12 e 24 h. Van Hung et al. (2012) analisaram a amostra apds 30 min de
embebicdo, a 3 °C, em até 48 h de germinacao, também obteve reducédo
de 62,4 para 60,9 g.100g™ de amido total.

As alteracfes no processo germinativo ocorrem devido as altas
atividades enzimaticas, no caso dos carboidratos de reserva, os amidos
sdo transformados em glicidios pela agdo das amilases (FILHO, 2005).
Marti et al. (2017) constataram um aumento dos agUcares totais apds
germinacdo, isso evidencia a mobilizacdo de reservas nutricionais,
resultando como produtos da digestdo do amido a sacarose e ATP como
fonte de energia para o crescimento do embrido (FILHO, 2005). A
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reducdo de amido total corrobora com as alteracBes morfoldgicas
encontradas nos granulos de amido através da MEV.

Em relagdo ao teor de amido resistente, ndo houve diferenca
significativa durante a germinagdo. De acordo com Menezes e Lajolo
(2000), ao reunirem alguns resultados de amido resistente encontrados no
trigo, constataram valores de 0,5 ¢.100 g! em trigo integral,
1,16 g.100 g ' em outra variedade e 0,3 g.100 g'* em farinha de trigo, este
ultimo se assemelhando mais aos resultados encontrados.

3.5 Microscopia de fluorescéncia

Os granulos de amido (preto) apresentam-se visivelmente
cercados por uma matriz proteica (vermelho), como indicado também por
MEV. Até as 36 horas de germinacg&o os granulos de amido apresentaram-
se em formato caracteristico, com 48 e 60 horas de germinacdo a matriz
é alterada, perdendo a conformacdo (Figura 19). Esses resultados sao
condizentes com o teor de amido discutido anteriormente, que em 48 e
60 h se mostraram semelhantes estatisticamente entre si. Dentro da
camada de aleurona a proteina é o componente predominante (EVERS;
BETCHEL, 1988).
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Figura 19. Alteracbes morfolégicas mais representativas durante a
germinacdo de trigo com cortes de 40 um, fluorocromos fucsina &cida e
calcofluor e captura de imagens com sobreposicao de filtros (40 X)

Legenda: Pericarpo em verde, parede celular priméaria em azul, proteina em
vermelho e amido em preto.

Na Figura 20 observa-se que as paredes do endosperma apds 60
horas de germinag&o j& se encontram degradadas, e essas mesmas células
ainda se mantém na camada de aleurona, porém com menor intensidade
guando comparado a 0 h. Ap6s 60 h de germinacdo a regido do gérmen
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se encontra integra, apontando que alguns nutrientes degradados tenham
amparado o crescimento da nova plantula.

Figura 20. Micrografia de fluorescéncia da se¢do transversal (40 um) do
trigo em 0 e 60 h de germinacdo com adicdo dos fluorocromos fucsina
acida e calcofluor e filtros UV e azul sobrepostos (10x)

Legenda: End = endosperma, a = aleurona, tc = células tubulares, g = gérmen, s =
sulco. Em verde as paredes primarias, em verde o pericarpo

3.6 Digestibilidade do amido e proteina durante germinacéo do trigo

Durante a germinagdo ocorre uma reativagdo do metabolismo da
semente dando progresso a hidrélise de carboidratos e proteinas de
armazenamento para a sintese de metabolitos benéficos a salde
(CACERES et al., 2014). Durante esse processo, as proteinas e
carboidratos tornam-se mais  biodisponiveis e  bioacessiveis
(CEVALLOS-CASALS; CISNEROS-ZEVALLOS, 2010; SWIECA et
al., 2012). Os resultados de amido total e amido resistente apds a digestdo
in vitro foram utilizados como parametros de verificacdo da metodologia
utilizada (Tabela 4).

Os resultados de amido total antes da digestdo in vitro variaram
de 45,40 a 56,43 g.100 g, ap6s a digestdo, em todos os periodos de
germinacédo foram inferiores a 0,5 g.100 g%, ou seja, todo o amido foi
degradado durante esse processo. Durante a fase oral ocorre a hidrélise
do amido por acdo da a-amilase salivar, em alguns estudos foram
observados que durante essa fase ocorre quebra de 50 e 25 % do amido
em pdo e espaguete, respectivamente. Na fase intestinal a atividade da
pancreatina é baseada principalmente na protease, lipase e amilase, assim,
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os valores de amido total estdo dentro do esperado (MINEKUS et al.,
2014).

Tabela 4. Amido total e amido resistente apds digestdo in vitro de trigo
germinado, em base seca e expressos em ¢.100 g *

Amostras Amido total A_mldo
resistente
Oh <0,5 0,11 +0,01b
6h <0,5 0,21+ 0,00 @
12 h <0,5 0,28 £ 0,052
24 h <0,5 0,33+0,03°
36 h <0,5 0,25+ 0,06 @
48 h <0,5 0,22 +0,01 2
60 h <05 0,26 +0,01 @

* Letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente entre si ao nivel
de 5 % pelo Teste de Tukey

Quanto ao amido resistente, seu comportamento se assemelha
a fibra alimentar, ndo sendo digerido no trato gastrointestinal, podendo
ser fermentado no intestino grosso e resultando em uma acéo prebidtica
(PEREIRA, 2007). Apo6s a digestdo in vitro, mesmo havendo poucas
guantidades de amido resistente no trigo, os valores se mantiveram
semelhantes aos resultados antes da digestdo, presumivelmente se
mantendo intacto.

A interacdo entre amido e proteina ocorre naturalmente nos
grdos de cereais (SINGH; DARTOIS; KAUR, 2010). A matriz proteica
em volta dos granulos de amido pode atuar como uma barreira na digestao
do amido (LOPEZ-BARON et al., 2017). Logo, a matriz proteica tem
influéncia na taxa de digestdo do amido, quanto maior o contelido
proteico, mais rigida se torna a matriz, dificultando o ataque enzimético
no amido (KIM et al., 2008; HAGER et al., 2013). Com rela¢do aos
periodos de germinacdo, ndo foi evidenciado diferencas significativas
quanto a digestibilidade do amido (Tabela 5).
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Tabela 5. Influéncia do tempo de germinacéo sobre a digestibilidade do

amido e proteina do trigo

Amostras SD % PD %
Oh 99,62 £0,522 61,54 +051¢2
6 h 99,60 + 0,202 64,94 +0,45"
12 h 99,47 +0,362 62,77 £ 0,14 a
24 h 99,38+0,352 62,73+ 0,24 @
36 h 99,52 £0,282 62,04 +0,532
48 h 99,51+0,58¢2 61,74 £0,49°
60 h 99,49 +0,64 2 62,54 £0,232

* Letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente entre si ao nivel
de 5 % pelo Teste de Tukey. Legenda: SD % = Digestibilidade amilacea in vitro; PD
% = Digestibilidade proteica in vitro.

Apesar do controle apresentar uma matriz proteica integra,
como demonstrado por MEV, os valores de digestibilidade do amido ndo
foram afetados. Algumas moficagbes no amido como secagem ou
cozimento, podem afetar a degradacdo do amido durante a digestdo (DE
ZORZI et al., 2007; STUKNYTE et al., 2014). No caso da germinacao,
as condicbes em que os grdos foram expostos podem afetar os valores do
amido, como tempo, temperatura e elicitores (GAWLIK-DZIKI;
SWIECA; SUGIER, 2012; SWIECA et al., 2012).

As diferencas da digestibilidade in vitro de amido nativo tem
sido determinada pela fonte amildcea, tamanho dos granulos, relagéo
amilose e amilopectina, ligacdo amilose-lipidios, antinutrientes e outros
fatores (HOOVER; ZHOU, 2003). O grau de degradacdo do amido esta
vinculado ao indice glicémico dos alimentos, modulando a quebra
amilacea a absor¢do dos acucares (TAKACS et al., 2018). Swieca e Dziki
(2015) relataram que quanto maior a digestibilidade do amido, menor o
teor de amido resistente. Com resultados préximos a 50 ¢.100 g* de
amido total, a digestibilidade ficou em torno de 60 %, isso pois o teor de
amido resistente no trigo estava proximo a 40 % (SWIECA; DZIKI,
2015). No presente estudo os valores de amido resistente oscilaram de
0,21 a0,30 ¢g.100 g%, resultando em uma alta digestibilidade amilacea.

O amido é responsavel por fornecer nutrientes e energia para
0 organismo (DEWETTINCK et al., 2008), logo, mesmo ndo havendo
diferenca significativa com relacdo ao tempo de germinacdo, a variedade
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estudada pode ser considerada uma boa matriz energética quando
avaliada a digestibilidade amilacea.

Quanto a digestibilidade das proteinas, € considerada a
percentagem hidrolisada pelas enzimas digestivas e absorvidas durante a
digestdo, seja na forma de aminoacidos ou qualquer composto
nitrogenado (SGARBIERI, 1987). As amostras referentes a embebicao (6
h), 12 e 24 h de germinacdo manifestaram maior digestibilidade proteica,
diferindo (p < 0,05) do controle e demais tempos avaliados.

Essas ligacdes peptidicas que ndo sdo quebradas durante a
digestdo, ou é excretada no bolo fecal ou usadas pelos microorganismos
do intestino grosso para geracao de produtos metabdlicos (SGARBIERI,
1987). Segundo alguns autores, a degradacdo da proteina de
armazenamento durante a germinacéo pode aumentar a digestibilidade da
proteina pois torna-se mais disponivel para a hidrélise da pepsina
(MBITHI-MWIKYA et al., 2000; SEGHGAL; KAWATRA, 2001).

Em pesquisa realizada por Swieca e Dziki (2015), apenas uma
amostra das quatro condicBes avaliadas tiveram digestibilidade proteica
semelhantes a encontrada neste trabalho (em torno de 60 %). A baixa
digestibilidade das proteinas apds 2 e 4 dias de germinacdo pode estar
relacionada ao aumento de fendlicos, e estes interagem com a matriz
alimentar, com as enzimas durante a digestdo ou outras proteinas, que de
forma direta ou ndo, reduzem a bioacessibilidade dos nutrientes (KROLL,;
RAWEL,; ROHN, 2003; LABUCKAS et al., 2008; DZIKI et al., 2015; SE
CZYK; SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2015).

Pelos beneficios nutricionais e sensoriais dos grdos
germinados, a sua utilizacgdo em formulagcBes vem crescendo,
representando uma tendéncia ao consumo de alimentos saudaveis
(SINGH et al., 2015; MARTI et al., 2017). Alguns autores relataram que
a germinacdo aumenta a digestibilidade das proteinas e carboidratos,
torna vitaminais e atividade antioxidante mais biodisponiveis, fornece
alto teor de fitoquimicos, sendo aliados a dietas funcionais e promotoras
de salde (DONKOR et al., 2012; ABORUS et al., 2018).

Segundo Swieca e Dziki (2015), a digestibilidade do amido e
proteina em brotos de trigo € influenciada pelas condigdes de germinacao.
Assim, neste estudo, com a variedade de trigo analisada e nas condigdes
pré-determinadas de germinacdo, a digestibilidade do amido nédo foi
alterada pelo tempo de germinacdo, e a proteina apresentou-se mais
biodisponivel em 6, 12 e 24 horas de germinacéo.
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CONCLUSAO

Os resultados do estudo indicaram redugdo no amido total e
proteina, que podem estar relacionados as condi¢Ges de germinacéo,
aumento de atividade enzimdtica e a retirada das raizes seminais,
coledptilo e radicula

A partir de 12 horas de germinagdo foi observado através da
MEV, altera¢es no amido devido a atividade das amilases, sendo que em
60 horas de germinacdo os granulos apresentavam-se majoritariamente
amorfos.

A degradacdo do amido e proteina ocorre inicialmente no
endosperma do grdo em dire¢cdo do pericarpo, porém o embrido se
mantém intacto, sugerindo o transporte de nutrientes para essa regiao.
Apesar de evidenciado que a matriz proteica estava mais integra na
amostra sem germinar, a digestibilidade do amido ndo foi afetada,
apresentando uma alta digestibilidade do amido, possivelmente pelo
baixo teor de amido resistente. Em 6, 12 e 24 horas de germina¢do houve
maior digestibilidade proteica.
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