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RESUMO

O processo de germinacdo de grdos pode modificar o perfil de seus
componentes, refletindo em melhorias de sua composi¢cao em seus aspectos
nutricionais e de bioatividade, por exemplo, modificando o perfil de proteinas,
podendo agregar valor ao produto gerado por estas matérias primas
diferenciadas. As proteinas apresentam inumeros beneficios para a saude e
a longevidade humana. Suas caracteristicas vao além do seu valor nutricional,
apresentando bioatividades importantes. Este trabalho se propbes avaliar
caracteristicas bioativas de extratos aquosos produzidos com grédo de bico
(Cicer arietinum L.), tipo Desi (GB Cappuccino) em comparacédo ao do tipo
Kabuli (BRS Cristalino) apds processo de germinacao dos graos. Para tanto,
foram estudadas as variedades obtidas de produtor brasileiro do tipo. Os
graos foram submetidos ao processo de germinacdo e, entdo, os extratos
aquosos produzidos, submetidos aos ensaios de: teor de percentual de
solubilizacdo de proteina, amino grupos livres, perfil eletroforético, fendlicos
totais, flavonoides totais, capacidade de inibicdo da enzima conversora de
angiotensina e potencial antioxidante. O total de proteinas sollUveis sofreu
pouca variacado e praticamente nenhum aumento, mas o perfil do material
proteico ao longo da germinacao se alterou, com presenca de maior nimero
de unidades de material hidrolisado ao final do processo. As duas cultivares
apresentaram aumento de flavonoides solGveis em agua, mas o0 mesmo nao
foi observado para os totais de fendlicos ao longo das germinagcdes. A amostra
GB Cappuccino demonstrou uma oscilagdo maior perante os tempos de
germinacao para fendlicos. O potencial de inibicdo da ECA da amostra BRS
Cristalino ndo apresentou alteragcdes, mas, a GB Cappuccino diminui¢éo.
Portanto, as amostras apresentaram perfis de proteinas muito semelhantes e
seus componentes bioativos ndo tiveram aumento significativo. J& sobre o
efeito do processo de germinacéo, ndo € possivel tracar conclusdes sobre a
aplicacao destes curtos periodos com os dados aqui obtidos. Sendo assim,
novos trabalhos com tempos de germinagcdo mais longos precisam ser
realizados para melhor entendimento de todas as modificagcdes que

acontecem no gréo.



Palavras-chave: germinacao, peptideos bioativos, proteinas vegetais, bebidas

proteicas, longevidade humana



ABSTRACT

The grain germination process can modify the profile of its components,
reflecting improvements in its composition in its nutritional and bioactivity
aspects, for example, modifying the protein profile, which can add value to the
product generated by these differentiated raw materials. Proteins have
numerous benefits for human health and longevity. Its characteristics go
beyond its nutritional value, presenting important bioactivities. Therefore, this
work proposes to evaluate bioactive characteristics of aqueous extracts
produced with chickpea (Cicer arietinum L.), Desi type (GB Cappuccino)
compared to Kabuli type (BRS Cristalino) after the grain germination process.
For this purpose, the varieties obtained from a Brazilian producer of the type
were studied. The grains were submitted to the germination process and, then,
the aqueous extracts produced were submitted to the tests of: percentage
content of protein solubilization, free amino groups, electrophoretic profile,
total phenolics, total flavonoids, ability to inhibit the enzyme-converting
enzyme angiotensin and antioxidant potential. The total of soluble proteins
suffered little variation and practically no increase, but the profile of the
proteinaceous material during germination changed, with the presence of a
greater number of units of hydrolyzed material at the end of the process. The
two cultivars showed an increase in water- soluble flavonoids, but the same
was not observed for total phenolics during germination. The GB Cappuccino
sample showed a greater oscillation in relation to the germination times for
phenolics. The ACE inhibition potential of the BRS Cristalino sample did not
change, but the GB Cappuccino decreased. Therefore, the samples showed
very similar protein profiles and their bioactive components did not have a
significant increase. As for the effect of the germination process, it is not
possible to draw conclusions about the application of these short periods with
the data obtained here. Therefore, new works with longer germination times
need to be carried out for a better understanding of all the modifications that
occur in the grain.

Keywords: germination, bioactive peptides, plant proteins, protein drinks,

human longevity
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1 INTRODUCAO

O gréo de bico (Cicer arietinum L.) é uma das leguminosas mais
consumidas no mundo (ldate et al., 2021). Boa fonte de carboidratos e
proteinas, cerca de 80% do grdo seco é composto por esses dois nutrientes
(Kishor et al., 2017). Diante das alteracdes na dieta e da busca por produtos
mais saudaveis, as proteinas de vegetais, como o grao de bico, possuem
papel importante. As proteinas dessa leguminosa possuem alta qualidade
nutricional, com capacidade de liberar peptideos bioativos. Além disso, pode
ser empregado como ingrediente em diferentes produtos alimenticios, devido
as suas funcgdes tecnoldgicas (Thushan et al., 2011).

O aumento do consumo de alimentos a base de proteinas vegetais vem
sendo muito destacado no meio cientifico, sendo associada a promocéo de
saude e a longevidade. Sua incorporacdo na dieta, aumenta
significativamente teores de substancias importantes para o organismo, como
flavonoides, acidos fendlicos, lignina e carotenoides (Arooj et al., 2021).

Algumas caracteristicas notaveis estdo associadas as proteinas do
gréo de bico, dentre elas: a composicdo de aminoacidos equilibrada e
diferenciada, apresentando quantidades limitadas de aminoacidos sulfurados,

como metionina e cisteina (Yegrem, 2021), onde pesquisas demostram
beneficios de dietas com restricdo de metionina para a saude, contribuindo
com o aumento da expectativa de vida (Hoffman, 2019). Os inibidores de
Bowman-Birk presentes no grao de bico, também vém causando interesse
dos estudiosos. Antigamente, esses inibidores eram vistos como fatores que
causavam prejuizos como, por exemplo, a inibicdo da atividade das enzimas
digestivas tripsina e quimotripsina. Contudo, estudos ja demostram aspectos
positivos nesses inibidores de proteases, auxiliando na prevencdo de
doengas, como cancer de colorretal (Clemente; Arques, 2014).

Existem duas variedades de grao de bico, desi e kabuli. A variedade
desi possui os grdos menores e de coloragdo marrom. Ja a variedade kabuli
possui 0s graos mais largos e de coloracéo bege (Idate et al., 2021). O cultivar
BRS Cristalino é um representante da variedade kabuli. Esse cultivar é
registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
desde 20/09/2016 pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
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(EMBRAPA). Recentemente, foi registrado, também pelo MAPA, o primeiro
cultivar da variedade desi do Brasil. Denominado GB Cappuccino, esse
cultivar foi registrado em 18/01/2023 pelo produto Osmar Pereira Artiaga
(Mapa, 2023). Alguns processos modificam a solubilizacdo dos constituintes
do material vegetal, alterando as caracteristicas nutricionais, bio e tecno-
funcionais do produto final. Assim, processos que potencializem a solubilidade
de fendlicos, proteinas, peptideos bioativos, dentre outros compostos, podem
proporcionar um extrato aquoso diferenciado com caracteristicas nutricionais
e nutracéuticas aumentadas. Dito isso, 0s grdos apds passarem pelo
processo de germinagdo, por exemplo, podem tornar-se potenciais
promotores da saude, viabilizando a producdo de novos alimentos,
especialmente os extratos aguosos vegetais (Bueno et al., 2020).

Portanto, bebidas a base de vegetais como leguminosas, cereais ou
sementes de plantas comestiveis estdo se tornando uma alternativa e
ganhando destaque pelo seu alto teor de proteinas (Sethl; Tyagi; Anurag,
2016; Cortes et al.,, 2015; Kim et al.,, 2012). Especialmente as bebidas
produzidas a base de grao de bico ou “chickpea milk”, pois além de apresentar
grandes beneficios nutricionais, também apresentam vantagens nutracéuticas
(Kishor et al., 2017) dependendo da forma de preparo, da variedade e dos
processos gque 0s graos sao submetidos.

Por fim, é extremamente importante conhecer a solubilidade dos
componentes do grao de bico, especialmente as proteinas e o peptideos, para
fabricacdo de bebidas vegetais com potencial promotor da saide humana.
Além disso, compreender as etapas de processamento que consigam
melhorar a extragdo desses componentes se faz necessério, para que assim,
seja possivel aumentar a oferta de alimentos que contribuam com a saude e

a longevidade dos individuos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Grao de bico

A India € o maior produtor de grdo de bico (Cicer arietinum L.) no
mundo, se- guido pela Turquia, Paquistao, Australia, Russia, Mianmar, Etiopia
e Ird. Além disso, essa leguminosa ocupa a terceira colocacdo de area de
cultivo e representa a se- gunda maior cultura no mundo (Soto et al., 2021,
Thushan et al., 2011; Yegrem et al., 2021, Martinez; Yang; Mejia, 2021).

Nutricionalmente, o grao de bico é constituido por cerca de 41% a
50% de carboidrato, onde o amido se destaca; o contetdo de proteina bruta
representa 12,4% a 31,5%; os lipideos, compostos por acidos graxos
insaturados como acidos linoleico e oleico, estdo presentes em menores
guantidades, cerca de 6%. Entre as vitaminas destacam-se a riboflavina,
niacina, tiamina, folato, vitamina A e seu precur- sor [(3-caroteno; e nos
micronutrientes magnésio, calcio, fosforo e potassio. Além dis - so, outros
componentes compdem essa leguminosa como: fitoesterois (- sitosterol,
campesterol e stigmasterol (Hirdyani, 2014).

No mercado, existem duas variedades de gréo de bico, desi e kabuli.
A vari- edade desi possuem os graos menores, em forma agulhada, com a
superficie estria- da e rugosa, densa pelagem e valor energético em torno de
327 kcal por 100 gra- mas. Ja variedade kabuli possuem as sementes mais
largas, com superficie lisa, ar- redondada, de cor bege e possui valor
energeético por volta de 365 kcal por 100 gra - mas (Idate et al., 2021).

A forma que o grédo de bico é usado nas preparacdes pelo mundo
depende dos fatores étnicos e regionais, onde essas diferentes formas
garantem aos indivi- duos nutricdo e potenciais beneficios para a saude. Na
india, por exemplo, o gréo de bico é moido para fazer farinha (besan) onde é
incrementado em diferentes tipos de lanches. Ja na Asia e na Africa esses
graos sédo consumidos em forma de ensopa- dos, saladas, sopas, na forma
assada, fervida, fermentada e salgada (Hirdyanl, 2014).

No que diz respeito as caracteristicas tecno-funcionais, as duas
variedades de gréo de bico apresentam diferencas. Em um estudo realizado

por Kaur e Singh (2006), foi demonstrado que as proteinas isoladas da
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variedade Kabuli (L-550) e Desi (PBG-1, PDG-4, PDG-3, GL-769 e GPF-2)
sao diferentes na capacidade hidros- copia, de formacédo de gel e espuma,
além de temperatura de desnaturacéo distinta. Essas caracteristicas segundo
Hernanderz e Mejia (2019) sdo extremamente importantes para a escolha da
matéria prima dos produtos que sdo formados a base de grédo de bico. Além
disso, os autores destacam em seu trabalho, que ainda ndo esta descrito na
literatura de forma clara, as diferencas no conteudo de proteina das duas
variedades, onde essas variagdes foram observadas com base em gendtipos
especificos.

Outro aspecto importante € o aumento da demanda por “leite” de origem
vegetal que esta ocorrendo por diversos motivos, dentre eles a preocupacao
com a sustentabilidade e o meio ambiente, alteracbes na salde como a
intolerancia a lac- tose e alergias a proteinas do leite animal (Zhang et al.,
2021). Pensando nisso, a bebida a base de grao de bico se apresenta como
uma alternativa interessante. Pois, além dos beneficios citados, apresenta
alto teor de proteinas e, consequente- mente, de aminoacidos essenciais.
Além disso, pode torna-se uma alternativa ao “leite” de soja para
desenvolvimento de formulas infantis para criancas que necessi- tam de
formulas isentas de lactose (Kishor et al., 2017).

O grao de bico é uma leguminosa que contém compostos bioativos com
fun- ¢cbes importantes e benéficas. Dentre essas funcdes pode-se destacar
suas proprie- dades anti-hipertensiva, anti-inflamatéria e anticancerigena
(Hernanderz; Mejia, 2019). Estudos destacam que os hidrolisados de gréo de
bico podem inibir a en- zima conversora de angiotensina 1 (ECA-1) (Chang;
Alli, 2012), contudo faltam estudos que caracterizem e avaliem seus efeitos in
vivo, bem como seus mecanis- mos moleculares que fazem a interagdo com
a ECA- 1 (ArAmburo-Gélvez et al. 2022).

Aramburo-Galvez et al. (2022), avaliaram em seu estudo as
interacGes dos peptideos bioativos do grédo de bico com os sitios ativos da
ECA-1 por meio de docking molecular. Como resultado foi destacado que os
hidrolisados gerados a par- tir da alcalase, pepsina, quimiotripsina e tripsina
séo potentes inibidores da ECA-1. Além disso, a interacao peptideo e enzima
se da por meio de fortes interac6es com residuos dos sitios ativos da ECA-I

através ligagbes de hidrogénio e pontes salinas. Por fim, autores
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demonstraram que os peptideos sdo potencialmente absorvidos no intestino,
sendo biodisponiveis, e adequadamente distribuidos na circulacdo sistémi-
ca, além de nao apresentar toxicidade.

Além dos peptideos bioativos, o grdo de bico possui outros componentes
que podem ter fungdo nutracéutica. Flavonoides e compostos fendlicos, por
exem- plo, possuem acdo significativa como agentes antioxidantes. Além
disso, outros compostos fendlicos como cafeico, clorogénico e p-cumarico
séo destacados na lite- ratura pelo potencial de inibicdo da ECA por dose

dependéncia (Gupta et al., 2017).

2.2 Proteinas do gréo de bico

As proteinas do grdo de bico sdo constituidas por globulinas,
representando de 53% a 60% do gréo seco, glutelinas de 18 a 24%, albuminas
de 8% a 12% e prolaminas de 3% a 7%. Entre as globulinas, as mais
abundantes sao legumina, vicilina e convicilina (Hernanderz; Mejia, 2019).

O gréao de bico possui um perfil de aminoacidos interessante, uma vez
gue essa leguminosa possui niveis balanceados de aminoacidos essenciais,
segundo as recomendacdes da FAO/WHO/UNU (2013) para criangas
préescolares e adultos. Contudo, ha exce¢cdo dos aminoacidos sulfurados
(metionina e cisteina) que estdo presentes em menores quantidades, mas que
podem atingir os niveis ideais com implementacéo de cereais na dieta. Além
disso, essa combinacao positiva entre cereais e leguminosas auxilia, também,
no perfil do aminoacido lisina, visto que 0s cereais possuem pequenas
guantidades e o grdo de bico grande quantidade (Thushan et al., 2011,
hirdyani, 2014; Rachwa-Rosiak; Nebesny; Budryn, 2015).

Os peptideos das proteinas de grdo de bico podem ser liberados pela
hidrolise enzimatica. Na literatura, as enzimas mais comumente utilizadas
sdo: alcalase, a-quimiotripsina, flavorzima, papaina, bromelina, pepsina e
tripsina, que podem ser usadas de forma isolada ou em combinacdes
(Hernanderz; Mejia, 2019).

A solubilidade das fracdes proteicas € um fator importante para
aplicacdo das proteinas na industria de alimentos. As bebidas a base de

vegetais, como as leguminosas, possuem como caracteristica a solubilidade
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em agua das albuminas (Yust et al., 2010). Ainda, segundo Yust et al. (2010),
a hidrélise por alcalase das proteinas de grédo de bico, aumentou a
solubilidade. Sendo assim, eles destacam a importancia de se incluir o
processo de hidrélise enzimatica na producao de alimentos que possuem alto
teor proteico, potencializando o rendimento da extracdo e aumentando a
oferta de peptideos bioativos nos produtos.

A albumina do grao de bico pode ser uma fonte de peptideos bioativos. Um
estudo realizado Kou et al. em 2013, demostrou que apos a extracdo de
peptideos bioativos da albumina, o peptideo RQSHFANAQP destacou-se
como um possivel redutor dos niveis de colesterol total e triglicerideos, além
inibir a proliferagédo de células cancerigenas ha mama em ratos.

A fracao globulina do grdo de bico pode liberar peptideos com capacidade
antioxidante, uma vez que, eles removem os radicais livres e protegem as
células Caco-2 dos agentes oxidantes (Torres-Fluentes et al., 2015). Além
disso, a proteina do gréo de bico hidrolisada pela pepsina e bromelina podem
ser utilizados como ingredientes funcionais a serem incluidos na dieta para a
prevencéo do diabetes, uma vez que agiu de forma significativa na inibicéo
das enzimas a-amilase e DPP4 (dipeptidil peptidase-4). Os autores
destacaram seis peptideos em seu trabalho: PHPATSGGGL,
YVDGSGTPLT, SPQSPPFATPLW, KMTAGSGVT, GKAAPGSGGGTKA e
GLTQGASLAGSGAPSPLF (Chandrasekaran et al., 2020).

2.3 Proteinas e longevidade humana

Os peptideos bioativos do gréo de bico e suas propriedades benéficas
para a saude sdo destaques em muitos trabalhos cientificos. Dentre essas
propriedades a atividade antioxidante, anti-hipertensiva, hipocolesterolémica,
anti-inflamatoria, anticarcinogénica, antifungica, hipoglicemiante, anti-
obesogénica e hipocolesterolémica sao as mais citadas (Barbana; Boye,
2010; del Mar Yust et al., 2012; Milan-Noris et al., 2018; Torres-Fuentes et al.,
2015; Xue et al., 2015).

Estudos demonstram que dietas com restricAo metionina estao
relacionadas ao aumento dos niveis de glutationa, melhorando a resisténcia

ao estresse oxidativo e diminuindo os niveis séricos de insulina e IGF-1
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(Green; Laming, 2019; Swaminathan et al., 2021). Ja a cisteina abaixo da
recomendacéao proposta pela FAO/WHO/UNU em 2013 favorece os efeitos da
restricdo de metionina, pois a sua suplementacao é relacionada a reversao
das mudancas genéticas e metabdlicas proporcionadas pela restricdo de
metionina (Green; Laming, 2019).

Em contrapartida, os aminoacidos de cadeia ramificada, também
conhecidos como BCAA’s, em concentracdo acima da recomendada pela
FAO/WHO/UNU (2013), podem trazer beneficio em determinadas fases de
vida. A leucina, um exemplo dos BCAA'’s, participa de forma importante do
processo de sintese muscular através da ativagdo da via mTOR
(mammalian target of rapamycin), podendo influenciar na liberacdo de
hormonios reguladores de apetite e estimular a secrecédo de insulina pelas
células beta do pancreas (Sener; Malaisse, 1980; Yang et al., 2010, 2012;
Neinast et al., 2019; Mu et al., 2018; Solon-Biet et al., 2019; Tian et al., 2019;
Tavano et al., 2008).

Algumas dessas caracteristica de aminoacidos sdo encontradas em
proteinas de grdos de bico, a depender da fracdo proteica destacada.
Portanto, esse equilibrio no perfil dos aminoacidos do grdo de bico, torna-o
uma boa alternativa de consumo, e, além disso, suas caracteristicas auxiliam
na promocado de salde e aumento da expectativa de vida, diminuindo o risco

do desenvolvimento das doencas crénicas ndo transmissiveis.

2.4 Processo de germinagao

A germinagdo provoca iniumeras mudancas bioquimicas, além de
trazer vantagens sensoriais e nutricionais. As primeiras mudancas podem ser
observadas com no inicio da embebi¢cdo das sementes, pois € nesta etapa
gue ocorre a absorcdo de agua, dando inicio as atividades celulares e
metabdlicas. Fatores como temperatura, umidade e luz, sdo importantes para
0 processo, uma vez que, quando estdo presentes de forma adequada,
auxiliam na transicdo do grdo do estado de dorméncia para inicio do
metabolismo ativo, ou seja, ativacdo de enzimas e horménios hidroliticos.
Visualmente, a germinacdo é detectada pelo rompimento grdo, apés o

surgimento da radicula (Rosera; Castro, 2020).
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O processo de germinacdo de gréos, como o grdo de bico, pode
contribuir para melhorar o perfil do material vegetal na producdo de novos
alimentos, como 0s extratos aquosos vegetais. A germinacdo provoca
mudancas no perfil de componentes do broto como mobilizagcéo de materiais
proteicos e de carboidratos, além de aumentar a atividade metabdlica,
ocasionando a liberacdo de diversos compostos soluveis. O processo e
germinacao é considerado como um mecanismo molecular que concentra 0s
compostos bioativos presentes nas sementes comestiveis. Além disso, o
processo de germinacdo melhora a biodisponibilidade de glicose e
aminodcidos, por meio da hidrélise de carboidratos e proteinas (Bueno et al.,
2020).

Em relacdo ao tempo de germinacdo, estudos demonstram a sua
ocorréncia entre 3 e 5 dias. Além disso, é destacado que tempos curtos de
germinacdo, podem auxiliar tanto no aspecto econémico, quanto na parte de
prevencao a possiveis contaminacdes durante o processo (Lemmens et al.,
2018).

Diante disso, a germinacdo do grdo de bico pode ocasionar as mais
diversas variagdes no grao. Dentre elas, altera¢cGes na estrutura principal da
globulina, onde ela torna-se mais vulneravel a acdo de enzimas (Portiari et al.,
2005). Um estudo realizado por Mesfin, Belay e Amare (2021) demonstrou
gue os isolados da proteina do gréo de bico, preparados a partir da farinha,
tiveram resultados promissores nos fatores tecno-funcionais, antinutricionais
e antioxidante apés o processo de germinacdo. Além disso, os autores
destacaram que os hidrolisados podem ser um ingrediente para a industria de
alimentos funcionais.

A digestibilidade proteica também sofre efeitos positivos durante o
processo de germinacdo, uma vez que ocorre aumento da hidrélise e que
origina material de baixo peso molecular como aminoéacidos livres e pequenos
peptideos. Esse fendbmeno demostra que pode haver melhor captacdo desses
materiais proteicos pelos enterdécitos, aumentando a digestibilidade (Bueno et
al., 2020). Foi demonstrado que 18 horas de germinacao ja sao suficientes
para melhorar o valor nutricional e nutracéutico dos graos, tendo em vista que
nesses fragmentos liberados contém aminoacidos e os peptideos com

atividades biofuncionais que trazem beneficios para a salude dos individuos
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(Bueno et al., 2020).

Outro ponto importante que deve ser ressaltado é o aumento da
solubilizacdo das proteinas durante a germinacdo. Esse € um ponto bastante
explorado nos extratos aquosos vegetais, pois fornecem estabilidade para a
bebida (Sethl; Tyagi; Anurag, 2016). Alguns autores, portanto, citam que essa
alteracdo de solubilidade pode se dar pela sintese de enzimas e novos tecidos
que ocorrem atravées da mobilizacdo do material proteico. Todos esses
processos hidroliticos que ocorrem de forma natural, tornam o material
derivado da germinacdo interessante em termos de melhorar no valor

nutricional e rendimento (Kim et al., 2011).
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3 OBJETIVOS
3.1 Obijetivo geral

Avaliar caracteristicas bioativas de extratos aquosos produzidos com grao de
bico (Cicer arietinum L.), tipo Desi (GB Cappuccino) em comparacao ao do tipo

Kabuli (BRS Cristalino) apds processo de germinacdo dos graos.

3.2 Objetivo Especificos

Este trbalho teve como objetivos especificos:

a) avaliar os efeitos do processo de germinacgao, por diferentes tempos, em
graos da cultivar GB Cappuccino, em comparacdo "a BRS Cristalino;

b) analisar a alteracao propiciada pelo processo de germinagéo nos teores
componentes sollveis em agua e que podem ter bioatividades, como
proteinas e peptideos, fendlicos totais e flavondides;

c) analisar a presenca e alteragc&o em bioatividades, a partir dos extratos
aquosos produzidos com os graos germinados e ndo germinados,
verificando- se o0 potencial para inibicdo da enzima conversora de

angiotensina e a capacidade antioxidante.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Foram utilizados cultivares de gréo de bico (Cicer arietinum L.) cedidos
pela Agro Garbanzo Produgdo Agricola LTDA. (Cristalina, GO), das
variedades Kabuli (BRS Cristalino) e do tipo Desi (GB Cappuccino) como

demostrado na Figura 1.

Figura 1 — Amostras de cultivares de grao de bico

BRS Cristalino GB Cappuccino

Kabuli Desi

Fonte: A autora.

4.2 Métodos
4.2.1 Composigao centesimal

A caracterizacdo da composicdo centesimal dos grdos in natura
(umidade, cinzas, lipideos e proteinas) foi realizada de acordo com o proposto
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (Horowitz, 2000).
Carboidratos totais foram determinados por diferenca, diminuindo-se a soma dos
demais componentes de 100. Para a determinacdo proteinas, realizada de
acordo com o método de Kjeldahl (AOAC, 1990), utilizou-se o fator de conversao
N (nitrogénio) x 6.25.
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4.2.2 Processo de hidratacéo e germinacéao

O processo de germinacao foi realizado de acordo com Amista e Tavano
(2013), com modificacdes. A germinacdo foi realizada simulando-se um
procedimento caseiro, onde os graos foram lavados com agua destilada, imersos
por 1 minuto em soluc¢é&o de hipoclorito de sédio 0,07% (v/v) e, entdo, colocados
imersos em 50 ml agua destilada por 12 horas.

Apoés drenagem da agua, as sementes foram colocadas em uma peneira em
temperatura ambiente (24°C), em local iluminado por luz natural, embora
abrigado da incidéncia direta de raios solares cobrindo-se o material com papel
aluminio. As sementes foram umedecidas diariamente utilizando-se éagua
destilada.

As coletas das amostras foram realizas apos as 12 horas de hidratacéo e
entdo a cada 24 horas, representando 1, 2 e 3 dias de germinacgao. A cada coleta,
os graos foram imediatamente pesados e armazenados sob congelamento para

futuras analises.

4.2.3 Preparo dos extratos aquosos

Os graos in natura e germinados tiveram seus componentes sollveis em agua
extraidos, conforme descrito em Bueno et al. 2020. Amostras de 1 grama de
gréos foram triturados em Ultraturrax por 20 segundos, com agua destilada na
proporcdo de 1:20 m/v. As amostras foram entdo centrifugadas por 20
min/7000g/5°C e os sobrenadantes reservados. Os residuos foram re-extraidos
por mais duas vezes, mantendo-se a propor¢ao de 1:20 (m/v). Os sobrenadantes
foram reunidos e assim considerados os extratos aquosos para 0s demais

ensaios.
4.2.4 Determinacédo de proteinas

A determinacéo foi realizada de acordo com o método de Kjeldahl (Aoac,

1990), utilizando o fator de conversédo N x 6.25.

4.2.5 Mensuracao dos aminos grupos livres

Os aminos grupos livres nos extratos foram mensurados usando o-
phthaldialdehyde (OPA), como descrito por Church et al. (1983).
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4.2.6 Anélise do perfil eletroforético

As eletroforeses SDS-PAGE foram realizadas como descrito por Laemmli
(1970), usando géis de poliacrilamida de 12% e 15%, com gel de concentracdo
de 4%.

4.2.6 Determinacéo de glicose livre

Para determinagéo da concentracao de glicose livre nos extratos aquosos
sera utilizado o kit monoreagente (Bioclin®) com leituras em espectrofotbmetro
a 505 nm, contra branco da reacdo e utilizacdo de curva analitica de glicose

como padrao.

4.2.7 Determinacao de fendlicos e flavonodides totais

Para determinacado de fendlicos e flavonoides totais das amostras, além
dos extratos aquosos preparados conforme descrito no item 4.2.3, uma extracao
com acetona 50% foi também realizada, sendo um solvente de maior eficiéncia
na extracao desses compostos, conforme Segev et al (2010). A concentracdo de
fendlicos totais foi determinada espectrofotometricamente, utilizando o reagente
de Folin-Ciocalteu, de acordo com a Singleton e Rossi (1965). Utilizando uma
curva padrao de &cido galico e os resultados foram expressos como acido galico
equivalente por grama de amostras. Ja os conteudos de flavondides foram
determinados usando ensaio espectrofotométrico de cloreto de aluminio,
conforme descrito por Boateng et al. (2008). Uma curva de catequina foi usada
como padréo e os resultados expressos como mg equivalente de catequina por

grama de amostras.

4.2.8 Determinacdo do potencial antioxidante

A determinagéo do potencial antioxidante dos extratos foi estimada pelo
método de captura de elétrons com uso de reagente ABTS (2,2-azino-bis
(3- ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)
como descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e modificado por
Pereira e Tavano (2014). Uma curva padrdo de TROLOX foi utilizada como

padrdo e os resultados foram expressos em equivalentes de TROLOX/unidade
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de amostra.

4.2.9 Atividade deinibicdo da enzima conversora de angiotensina

Para atividade de inibicdo de enzima conversora de angiotensina foi
utiizado método descrito por Murray et al. (2004). Foi utilizado o substrato
furanacryloyl- prolyl-glycyl-glycine (FAPGG) e extrato de pulmbes de rato
contendo a ECA (Protocolo CEUA n° 38/2018).

4.2.10 Andalise Estatistica

Considerando o nivel de significancia de p < 0,05, foram utilizados o teste
de Shapiro-Wilk para verificacdo de normalidade e para comparacdo de médias
os testes de: Teste t (duas amostras independentes com distribuicdo normal),
Teste de Mann-Whitney (duas amostras independentes sem distribuicao
normal), ANOVA para medidas repetidas com teste de Tukey (para 3 ou mais
amostras dependentes com distribuicdo normal). Os dados foram tabulados em

Excel e processados no software livre PAST.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas gerais dos graos

As amostras sao representadas por dois cultivares ja registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo as amostras
identificadas como BRS Cristalino e GB Cappuccino. As cultivares sao do tipo
kabuli, de coloracdo creme da casca, e do tipo desi, com graos de tegumento
marrom (Figura 1).

Atualmente, ha 11 cultivares cadastradas no Registro Nacional de
Cultivares — RNC, do MAPA, sendo que a cultivar GB Cappuccino é a primeira
cultivar do tipo desi registrada, e cujo registro data de 18/01/2023 (Mapa, 2023).

Os gréos apresentaram peso meédio de 0,39 £ 0,017 g/gréo e 0,50 £ 0,018
g/gréo, respectivamente para as cultivares BRS Cristalino e GB Cappuccino.
Sendo que deste peso, em média, 0os graos apresentaram 5,41 % e 9,21 % de
cascas, respectivamente.

Na tabela 1 foram reunidos os dados referentes a composicao centesimal

destas amostras.
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Tabela 1- Composicéo centesimal das amostras de gréos de bico (Cicer arietinum L.)

in natura sem germinar.

Componentes (%) *

Cultivar Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Carboidratos

K%

BRS Cristalino 8,782+ 0,04 25%+0,04 5682%+0,28 23,73*+ 0,15
GB Cappuccino  8,32°+0,07  2,44+0,08 5,352+ 0,03 21,89+ 0,51

59,31

62

Fonte: A autora.

Legenda: *Resultados apresentam médias + desvio padrdo de trés determinagfes, em base Umida.
**Carboidratos totais estimados por diferenca dos demaisncomponentes. Médias seguidas

da mesma letra indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05).



Os valores para composicao centesimal estdo préximos ao encontrado
por Milan-Carillo et al. (2000) para cultivares de gréo de bico tipo desi, onde o
valor médio para proteina ficou em 22,5%, lipidios 5,01% e cinzas 2,98%.
Destacando o teor de proteina, assim como apresentado na tabela 1, Saini e
Knights (1984) demonstraram em seu estudo ao comparar sete variedades de
desi e sete variedades de kabuli que nao existe diferencas nos teores da proteina
entre os dois tipos de grao de bico.

Em contrapartida, Fernandes et al, (2022) encontraram em seu trabalho
de caracterizacao da farinha do grao de bico BRS Cristalino valores distintos.
Lipideos, por exemplo, 1,9% e proteinas 15,74%. Segundo o0s autores essa
oscilacdo ndo ocorre somente entre as variedades, mas também com as
condi¢des de cultivo do gréao.

O teor de cinzas de cerca de 2,5 % representa o teor de minerais do
alimento. Esses componentes s&o pecas chaves para o bom funcionamento do
metabolismo. Gupta et al. (2017) refor¢ca que os componentes minerais do gréo
de bico sdo de grande importancia, o que também foi abordado por Kishor et al.
(2017), com destaque para ferro, zinco, célcio e magnésio.

A tabela 2 apresenta a composicao de fendlicos totais e flavonoides totais
dos gréos, dois componentes constantemente relacionados a acao antioxidante
de alimentos e que vém despertando interesse por conta de suas ac¢des positivas
para a saude (Ferrera et al., 2016). Esses componentes podem atuar como
agentes redutores, sequestrantes de radicais livres, desativadores do oxigénio

singleto ou quelantes de metais (Taiz; Zeiger, 2013).
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Tabela 2 — Teores de fenodlicos e flavonodides totais e atividade antioxidante de

amostras de grao de bico sem germinacao

Amostras
Determinacdes* BRS Cristalino GB Cappuccino
Flavonoides Totais** 0,31° + 0,07 0,722+ 0,04
Fendlicos Totais*** 0,59° + 0,038 1,222+ 0,028
ABTS**** 7,86 + 0,02 21,212+1,73
DPPH**** 1,27° +0,03 3,652+ 0,28

Fonte: A autora

Legenda: *Resultados apresentam médias + desvio padrao de trés determinacdes, a partir
dos extratos de acetona 50%, conforme Material e Métodos.
** Flavonoides totais expressos mg equivalentes de catequinas/g de amostra.
***Eendlicos totais expressos em mg equivalentes de 4cido gélico/g de
amostra.
****Resultados expressos em nmol equivalente de Trolox/g de amostra
apresentando ABTS= 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) e
DPPH = 2,2-difenil-1-picril- hidrazila. Médias seguidas da mesma letra indicam
gue ndo ha diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05).

Os dados da tabela 2 indicam que a amostra de tegumento marrom, a
amostra GB Cappuccino como de destaque. Isso pode indicar que a coloragao
da casca se relaciona com a presenca de componentes antioxidantes.
Quintero-Soto et al. (2018) analisaram perfis fendlicos e sua contribuicdo para
a atividade antioxidante de dezoito gendtipos (nove do tipo desi e nove do
tipo kabuli) do grédo- de-bico. Como concluséao, foi destacado que a atividade
antioxidante do grao de bico do tipo desi foi até seis vezes maior comparado
ao tipo kabuli. Pasqualone et al. (2021), também demonstraram em seu
trabalho melhores resultados do tipo desi em relacdo ao kabuli para atividade
antioxidante analisada pelo ensaio do DPPH. Os mesmos relacionam essa

diferenca com a pigmentacdo das cascas que o0s graos do tipo desi possuem.

5.2 Ensaios de germinacdo dos graos

A expressao “graos germinados” pode ser confusa em sua definigao,
sendo que, embora muitos trabalhos apresentem dados para grdos que ja
estejam com radiculas visiveis, como destacado por Lemmens et al. (2018), as

alteracdes fisioldgicas dos graos podem se iniciar antes disso. Kim et al. (2011)



consideram que a germinagéo deve ser considerada iniciada quando os graos
param de absorver agua, e destacam ser este 0 momento em que as primeiras
transformacBes nos grdos se iniciam. A mobilizacdo de proteinas para a
liberacdo ou producdo de enzimas necessérias para a transformacdo de
componentes de reserva € apontada na literatura como primeira modificacao
detectada nos graos (Bueno et al., 2020). Desta forma, iniciou-se este estudo
pelo acompanhamento da etapa de hidratacdo dos gréos.

A Figura 2 apresenta o comportamento de hidratagao dos graos. Observa-
se que, embora sejam amostras distintas, suas curvas, em percentual de ganho

de peso, se mostram muito semelhantes.

Figura 2 — Ganho de peso durante o processo de hidratacdo das amostras de gréao

de bico.
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Fonte: A autora.

De acordo com os dados de absorcdo de agua, ao final do ensaio, um
méximo de ganho de peso dos gréos foi atingido com cerca de o dobro de seu
peso inicial (202% do peso inicial para a amostra de BRS Cristalino e 209%
para o GB Cappuccino, conforme dados da Figura 2).

A Figura 3 apresenta a aparéncia desses grédos, que embora tenham
aumentado visivelmente seu volume, mantiveram integras suas cascas e sem

aparente presenca de radiculas.
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Figura 3 — Amostras de grao de bico hidratadas 12 horas

Hidratado 12 horas

BRS Cristalino GB Cappuccino

Fonte: A autora

Embora se tenha observado a absorcao de agua por periodo total de
12 horas, intervalos menores foram considerados, conforme apresentado na
Figura 2, buscando-se identificar o tempo minimo necessario para 0 processo.
O uso de um tempo menor de hidratacdo, além de representar menor custo
de processo, colaboraria para que se evitasse a ocorrencia de contaminacdes
microbiologicas, uma vez que a hidratacdo pode ser realizada a temperatura
ambiente.

Estudos de He et al. (2019) demonstram que em 6 horas de embebicao
a agua absorvida chegou a 90% do peso seco de 6 diferentes cultivares de
grao de bico. Apés esse tempo, ha uma diminuicdo na taxa de absorcao de
agua e o peso do gréo hidratado alcanca 2,06 vezes o peso do grao sem
hidratacdo. Este comportamento foi muito semelhante ao observado neste
estudo (Figura 2). He et al. (2019) relatam que a capacidade do gréo de
absorver agua esta associada com as propriedades fisicas das sementes.
Tendéncias semelhantes de embebigdo foram destacadas por outros autores
(Clemente et al., 1998; Turhan et al., 2002; Patane’ et al., 2004; Gowen et al.,
2007).

Embora na literatura se observe a citacdo de germinados de 3 a 5 dias
em média (Lemmens et al., 2018), buscou-se observar 0s curtos tempos, na
hipotese de se poder alcancar beneficios jA nos primeiros momentos da

transformacédo dos grdos, seguindo-se 0 mesmo principio de menor custo-



beneficio.

E importante ressaltar que um objetivo desta proposta de método de
germinacdo se refere a possivel adocdo desta pratica em ambiente
doméstico, onde o controle microbioldégico € ainda mais dificultado. Sendo
assim, os dados do trabalho, focaram em tempos curtos de germinacao
(maximo de 3 dias).

A Figura 4 apresenta as imagens dos gréos nos diferentes tempos de
germinacdo, onde se nota a alteracdo e surgimento gradual de radicula,
especialmente a partir do dia 2 dos processos.

Figura 4 — Imagens de dois cultivares de graos de bico (Cicer arietinum) em

processo de germinagdo de 1, 2 e 3 dias.

Germinado 1 dia
BRS Cristalino GB Cappuccino Germinado 3 dias
ol BRS Cristalino

Germinado 2 dias
BRS Cristalino

GB Cappuccino

Fonte: A autora.

Ap6s 12 horas de hidratacdo, nenhum dos grdos apresentava
surgimento visivel de radicula (Figura 3), mas, ap6s 1 dia de germinagéo
(adicionais 24 horas apos final do processo de hidratagdo), ja era possivel se
verificar varios graos com pequeno surgimento. Aos dois dias ja era possivel
a visualizacao clara das radiculas, chegando a alcancar cerca de 2 cm em

alguns gréaos, para ambas as amostras (Figura 4).

GB Cappuccino
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Os gréos coletados em cada tempo de germinacao foram utilizados em
preparos de extratos aquosos, e estes tiveram seus componentes sollveis e
bioatividades determinados. A Figura 5 apresenta dados dos percentuais de

solubilizacao de proteinas totais dos graos nesses extratos.

Figura 5 — Percentual de proteinas sollveis em agua de dois cultivares de
gréos de bico (Cicer arietinum), antes e ap0s diferentes tempos de

germinagao.

% de Proteinas hidrossoluveis
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Fonte: A autora

Legenda: Os valores representam as médias de trés determinacfes. Dados com letras
distintas sobrescritas, para uma mesma amostra, apresentam diferencas
significativas (p < 0,05). Dados identificados com asterisco apresentam
diferenca significativa entre as duas amostras no mesmo tempo (p < 0,05).

Uma primeira observacao € que, embora a literatura aponte para uma
melhoria na solubilidade de proteinas com a germinacao de graos (BUENO et
al., 2020), as amostras pouco diferiram ou tiveram uma pequena reducéo nos
seus percentuais de proteinas soluveis em agua (Figura 5) como
consequéncia das suas germinacdes.

Um outro fato que chama a atencdo na Figura 5 € que 0s percentuais
de extracado proteica dos dois graos, em todos os tempos, se mostram altos.
Isso por se considerar que a fragéo albumina representa cerca de 20% e seria

aquela naturalmente solivel em agua (Hernanderz; Mejia 2019), ou seja, 0s
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percentuais aqui observados foram elevados (acima de 45% para o BRS
Cristalino e 36% para o GB Cappuccino). Isto indica que outras fracbes
proteicas devem estar se solubilizando conjuntamente as albuminas.

Uma observacdo do comportamento dos extratos nos reforca a
hipétese de se tratarem de globulinas sendo conjuntamente solubilizadas
num primeiro momento. Os extratos, ao serem refrigerados, e, especialmente
congelados e descongelados, passavam a apresentar um precipitado
bastante evidente (dados ndo apresentados). Indicando haver proteinas que
haviam se solubilizado a principio, quando extraidas em temperatura
ambiente, mas que ao serem refrigeradas passavam a perder essa
solubilidade.

Considerando que globulinas séo insolGveis em agua, necessitando de
presenca de sais para sua solubilizacdo (Neves et al., 2003), uma hip6tese
para estas observagcfes seria que 0s proprios minerais dos gréos, ao se
solubilizarem nos extratos, funcionariam como sais que em um primeiro
momento propiciaram a solubilizacdo de grande parte das globulinas,
conforme indica Liu, Hung e Bennett (2008). Os autores avaliaram a extracao
de globulinas e albuminas de trés variedades de grao de bico, com uso de
solucdo salina e de 4gua. Nesse estudo, quando a extracdo foi em agua,
assim como neste trabalho, houve uma extracdo de proteinas totais que
variou entre 43 e 49%. Destas proteinas, houve deteccéo de globulinas apds
processo de didlise, para todas as amostras testadas, sendo que o % de
globulinas foi ainda muito variavel, representando de 10 a 48% da proteina
total que se solubilizou em agua, a depender da amostra de gréo.

Em nosso estudo, talvez por ser baixa a concentracdo destes sais, ou
seja, a forgca ibnica exercida ser fragil, essa solubilizagdo inicial logo se
reverteria ao se resfriar ou congelar o material, gerando o precipitado
observavel (dados ndo apresentados).

Sendo o perfil de fracdes de proteinas no produto final (extrato aquoso)
o que define seu perfil de aminoéacidos, € muito importante que se compreenda
0 que propicia a definicdo das caracteristicas alcancadas no produto final. Os
perfis de aminoécidos de frag6es albuminas e globulinas de leguminosas séo
conhecidamente distintos e, especialmente, podem conter percentuais de

sulfurados bastante diferentes. A presenca do globulinas em altas
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guantidades no produto final, embora possa acrescentar proteina total ao
extrato, também altera esse perfil de aminoacidos, podendo, inclusive, se
sobressair na composi¢éo do produto.

Além dos percentuais de proteinas extraidas em solucéo, observou-se
também a possivel alteracao no perfil desse material em funcao dos tempos
de germinacéao dos graos. A concentragao de a-amino grupos livres presentes

nas solugdes foi acompanhada e os dados foram apresentados na Figura 6.

Figura 6 - Efeito do tempo de germinagéao na concentragao de a-
aminogrupos sollveis de dois cultivares de graos de bico (Cicer

arietinum) expresso por gramas de solidos dos graos.
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Fonte: A autora
Legenda: Os valores representam as médias de trés determinacdes. Dados com letras

distintas sobrescritas, para uma mesma amostra, apresentam diferencas

significativas (p < 0,05). Dados identificados com asterisco apresentam

diferenca significativa entre as duas amostras no mesmo tempo (p < 0,05).

Embora a solubilidade proteica total ndo tenha apresentado aumento para

0s graos germinados, os dados da Figura 6 indicam que as amostras estéao
sofrendo modificacbes em suas proteinas ao longo de todo o processo.
Interessante destacar que ja para os graos que sofreram apenas as 12h de
hidratac&o, houve alteracdo em seu material proteico, sendo que nesse caso
observou-se umareducao de alfa amino grupos livres solubilizados. Ainda que
de principio observe-se reducdo nos terrores de alfa-amino grupos, nos

tempos finais do processo ha uma elevacao para ambas as amostras (Figura
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6).

Esta observacédo pode ser reflexo de processos, tanto de sintese como
de degradacdo, que possam ter se iniciado nos graos. As mobilizacdes de
proteinas podem incluir de principio a expressdo de enzimas para as
transformacgdes dos gréos, seguidas de processos de acdo dessas enzimas,
propiciando degradacGes e novas liberacdes de peptideos e aminoacidos
para serem utilizados em novas proteinas necessarias ao processo de
transformacgéo dos gréos. Outros autores relataram essas oscilagbes entre
componentes mobilizados em germinados de grdo de bico ou outros
graos (Huang; Cai; Xu, 2017; Gonzalez-Montoya et al., 2018)

Segundo demonstrado pelos autores Bueno et al. (2020), a oscilagao
na solubilidade do nitrogénio durante o processo de germinagdo, pode estar
relacionada com a mobilizacdo de material proteico para sintetizar novos
tecidos e enzimas. Além disso, 0s autores detectaram um constante aumento
e reducdo na concentracao dos aminoacidos livres em seus extratos aquosos,
indicando a frequente variagdo entre a hidrolise de proteinas de reserva e
sintese de novas proteinas, por exemplo. Embora este estudo tenha sido
realizado com germinacgéo de soja, um perfil semelhante pode ser observado
no grdo de bico, tendo que em vista que ambos fazem parte do grupo das
leguminosas.

Uma vez que o ensaio de determinagcdo de amino grupos com O
reagente OPA é especifico para a-amino grupos, excluindo-se, por exemplo,
os €-amino de cadeias laterais de aminoacidos, pode-se considerar que cada
aminodcido, peptideos ou cadeia proteica, terd apenas um terminal alfa amino
em sua estrutura. Assim, o surgimento de novos alfa-amino grupos em
solugdo podem indicar rompimento de ligagbes peptidicas, e, a reducdo,
indicar sintese proteica. Além da expressao de alfa-amino grupos soltveis por
grama de sélidos dos gréos, os dados foram também expressos por grama de
proteinas totais sollveis, pois, desta forma, podem indicar, ainda mais
propriamente, o quao hidrolisado o material proteico solubilizado esta. A

Figura 7 traz esses dados.
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Figura 7 - Efeito do tempo de germinacdo na concentracdo de a-
aminogrupos soluveis expressos por grama de proteinas totais

dos graos de dois cultivares de graos de bico (Cicer arietinum).
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Fonte: A autora

Legenda: Os valores representam as médias de trés determinacdes. Dados com letras
distintas sobrescritas, para uma mesma amostra, apresentam diferencas
significativas (p < 0,05). Dados identificados com asterisco apresentam
diferenca significativa entre as duas amostras no mesmo tempo (p < 0,05).

Os perfis dos dados apresentados nas figuras 6 e 7 sdo muito
parecidos. Os dados da forma expressa na Figura 7 reforcam a percepg¢éao de
gue, embora o total de proteinas sollveis tenha sofrido pouca variagao e
praticamente nenhum aumento, o perfil do material proteico ao longo da
germinacao se altera, com presenca de maior niumero de unidades, ou seja,
mais material hidrolisado, ao final do processo.

Ainda que estas alteracdes tenham sido detectadas, os perfis de

eletroforese dos extratos apresentaram pouca variacao (Figura 8).
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Figura 8 - Perfis eletroforéticos (SDS-PAGE) de amostras de extrato aquoso
de dois cultivares de graos de bico (Cicer arietinum) produzidos

com graos antes e apos processo de germinacao e centrifugados
apos congelar

BRS Cristalino GB Cappuccino
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— e~ —
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Fonte: A autora

Os valores de glicose livre também foram acompanhados e os dados
reunidos na Figura 9.
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Figura 9 - Efeito do tempo de germinacédo de dois cultivares de gréos de bico

(Cicer arietinum) na concentracao de glicose solavel.
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Fonte: A autora

Legenda: Os valores representam as médias de trés determinacdes. Dados com letras
distintas sobrescritas, para uma mesma amostra, apresentam diferencas
significativas (p < 0,05). Dados identificados com asterisco apresentam
diferenca significativa entre as duas amostras no mesmo tempo (p < 0,05).

Como demonstrado na Figura 9 as duas amostras demonstraram
comportamento distinto. Enquanto a BRS Cristalino apresentou aumento
gradual na glicose soluvel com processo de germina¢cdo empregado, a cultivar
GB Cappuccino também apresentou aumento em comparag¢ao ao tempo zero,
mas, sem um pico de elevacdo como apresentado para a BRS Cristalino no

terceiro dia de germinacéo (84 horas).
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Figura 10 - Efeito do tempo de germinacgéo de graos de bico (Cicer
arietinum) na concentracao de flavonoides e fendlicos totais.
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Fonte: A autora

Legenda: Flavondides totais sollveis em agua (A) expressos como mg de equivalentes de
catequinas (EC)/g de graos em base seca. Fendlicos totais sollveis (B) em agua
expressos como mg de equivalentes de acido galico (EAG)/g de grdos em peso
seco.
Os valores representam as médias de trés determinacdes. Dados com letras
distintas sobrescritas, para uma mesma amostra, apresenta diferencas
significativas (p < 0,05).

Dados identificados com asterisco apresentam diferenca significativa entre as

duas amostras (p < 0,05).
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De acordo com os dados da Figura 10 as duas cultivares apresentaram
aumento de flavondides soluveis em agua (Figura 10A), mas o mesmo néo foi
observado para os totais de fendlicos ao longo das germinagdes (Figura 10B).
A BRS Cristalino teve uma crescente seguida de uma pequena diminui¢cao
dos flavonoides totais (Figura 10A). J& a amostra GB Cappuccino (Figura 10B)
demonstrou uma oscilagdo maior perante os tempos de germinacgao.

Os flavonoides sdo amplamente conhecidos por possuem atividades
benéficas para a saude humana (Xu et al., 2015). Ullah e colaboradores
(2020) demonstraram que os flavonoides possuem atividade antifungica,
antidiabética, neuroprotetora, cardioprotetora, anticancerigena antibacteriana,
antimalérica e anti- inflamatéria. Sendo assim, a incluséo diaria de alimentos
ricos em flavonoides como gréo de bico, contribui para manter o individuo
saudavel, diminuindo o risco de doencas como diabetes e cancer (Heiras-
Palazuelos et al., 2012).

Além disso, séo frequentemente associados a pigmentacédo dos tecidos
vegetais (Xu et al., 2015). Mas, ao contrario do esperado, os grdos GB
Cappuccino, de cor marrom da casca, ndo apresentaram maior teor de
flavonoides sollveis em comparagdo aos graos BRS Cristalino, de cor clara.
Esta observagcédo pode ser decorrente dos tipos de flavonoides compdem o
conjunto desses compostos nos graos. Os dados da Figura 10 representam
0s componentes sollveis em agua desses graos. Quando os graos sofreram
extragdo com solvente (acetona), o conjunto de flavonoides dos gréaos
marrons apresentou maiores quantidades, assim como para os fendlicos
totais, conforme demonstraram os dados da tabela 2.

Interessante também observar que, embora os flavonoides tenham
apresentado um aumento com o processo de germinagao, os fendlicos totais,
por sua vez, demonstraram uma certa oscilagdo, com queda em determinados
pontos quando comparado com o tempo zero (Figura 10B).

A reducdo dos teores de fendlicos também foi demonstrado por Mamilla
e Mishra (2017). Esses autores, ao comparar os efeitos da temperatura na
germinacéo de diferentes leguminosas, apontaram para uma reducdo nos
teores de determinados componentes, como o acido cuméarico e o pro-
catequinico, que soO foram detectados nos grédos ndo germinados. Nesse

mesmo estudo, 0s autores observaram que as concentragdes dos diferentes
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fendlicos encontrados nos gréaos, quando individualmente considerados, pode
variar de maneira distinta ao longo da germinacao, e que ainda podem variar
de acordo com a temperatura, umidade e luminosidade em que a germinacao
€ realizada. Sofi et al. (2023) também encontraram variacdes entre diferentes
fendlicos de graos de bico de duas cultivares antes e apos serem germinados.
Esses autores encontraram reducdo nas quantidades de acido elégico,
clorogenico e cinamico, em ambas as cultivares. Ja para acido galico e p-
cumarico, um aumento foi observado. Destacaram também diferencas entre
as cultivares, como para o acido ferdlico que nao pode ser detectado na
cultivar GNG 469 ap0s germinacdo, enquanto que para a GNG 1581 esse
componente teve aumento de teores. Esse tipo de oscilagcado entre compostos
nos diferentes tempos de germinagao pode estar influenciando e gerando os
dados aqui apresentados (Figura 10A e B).

A Figura 11 demonstra o potencial antioxidante das amostras, onde é
possivel analisar que tanto pelo método ABTS (Figura 11A), quanto pelo
método DPPH (Figura 11B), observa-se alteracédo nas atividades dos graos

com o0 processo de germinagao.
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Figura 11 — Efeito do tempo de germinacao de graos de bico (Cicer

arietinum) no potencial antioxidante.
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Fonte: A autora

Legenda: (A) Determinacéo por uso de ABTS; (B) Determinacéo por uso de DPPH.

Os valores representam as médias de trés determina¢des. Dados com |
letras distintas sobrescritas, para uma mesma amostra, apresentam
diferencas significativas (p < 0,05). Dados identificados com asterisco
apresentam diferenca significativa entre as duas amostras (p < 0,05).
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As amostras demonstram comportamento semelhante entre as duas
determinagbes, onde a BRS Ciristalino teve um pequeno aumento no seu
potencial antioxidante e a GB Cappuccino diminuicdo em comparacao ao grao
in natura (Figura 11). Resultados semelhantes foram encontrados por Mesfin,
Belay e Amare (2021), onde ao comparar a atividade antioxidante de
duas variedades de gréo de bico, a Arerti (tipo Kabuli) e Natoli (tipo Desi), os
autores descreveram um 0 aumento da atividade detectada pelo método
DPPH na variedade do tipo kabuli em germinados de 72 horas.

Mas, os dados aqui encontrados ndo coincidem com os de outros
autores, que indicam aumento no conjunto dos fendlicos e, associado a isso,
aumento nas atividades antioxidantes com o decorrer da germinacao.
Dominguez-Arispuro et al. (2017) investigaram em seu trabalho vérias
condi¢cfes para uma germinacdo com grao ricos em antioxidante, fendlicos e
proteina. Os autores destacaram que a melhor temperatura € a de 33,7°C e
com tempo de 171 horas, e quanto maior o tempo de germinacdo, maior foi
a capacidade antioxidante. Isso pode estar
associado ao aumento de fendlicos totais, que sdo 0S compostos
antioxidantes bastante potentes em plantas (James et al., 2020; Saleh et al.,
2019).

Mas, novamente € importante destacar que neste trabalho, apenas os
compostos soluveis em agua estdo sendo avaliados. E, também, destaca-se
gue ndo somente os compostos fendlicos apresentam atividade antioxidante.
Outros componentes, também solUveis em agua, podem estar relacionados
as atividades antioxidantes aqui detectadas e suas oscilagcdes, como as
vitaminas A e E, carotenoides e peptideos (Silva et al. 2010).

Os antioxidantes contribuem de forma importante para o bom
funcionamento do organismo. Embora as espécies reativas de oxigénio sejam
um importante meio de autoprotecdo e imunidade nas células, o excesso de
radicais livres danifica as macromoléculas biolégicas e, eventualmente, leva
a morte celular. Os antioxidantes podem eliminar os radicais livres que
conferem fortes propriedades cancerigenas, e podem inibir o crescimento de
células tumorais. Além disso, tornam-se um excelente complemento para o

tratamento da hiperglicemia, hiperlipidemia e suas complicacbes (Lu et al.,
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2021).
Além das atividades antioxidantes dos componentes soluveis em agua,
uma outra medida de bioatividade determinada foi a capacidade de inibicao

da enzima conversora de angiotensina (Figura 12).

Figura 12 - Capacidade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina

(ECA) de graos de bico (Cicer arietinum)
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Fonte: A autora

Legenda: Os valores representam as médias de trés determinacdes. Dados com letras
distintas sobrescritas, para uma mesma amostra, apresentam diferencas
significativas (p < 0,05). Dados identificados com asterisco apresentam
diferenca significativa entre as duas amostras ho mesmo tempo (p < 0,05)



Os dados da Figura 12 demonstra que grdos nao germinados ja
possuem como consideravel inibicdo da ECA, sendo a amostra GB
Cappuccino com valores ainda maiores. Ao empregar 0s tempos de
germinagdo, o0 potencial de inibicdo da amostra BRS Cristalino nao
apresentou alteracbes, mas, a GB Cappuccino diminuicdo. Outro fator que
chama atencéo é que o potencial de inibicdo ndo esta diretamente relacionado
com a quantidade alfa aminogrupos livres. Esse fendmeno pode estar
relacionado ao fato de que a inibicdo da ECA nado esteja acontecendo
somente por meio dos peptideos, e sim, a outros componentes como 0s
compostos fendlicos. Chen e colaboradores (2021) destacaram em sua
revisdo que além dos peptideos derivados de alimentos, os compostos
fendlicos isolados dos alimentos podem agir de forma efetiva na inibicdo da
ECA in vitro.

Experimentos em ratos hipertensos jA& demonstram que compostos
fendlicos, incluindo quercetina, acido feralico e acido clorogénico, possuem
efeito anti- hipertensivo significativa in vivo (Guerrero et al., 2012).

Outros estudos demonstram que as antocianinas e proantocianidinas,
compostos fendlicos extraidos de plantas que séo utilizadas como anti-
hipertensivas apresentam atividade inibitéria sobre a enzima conversora de
angiotensina | (ECA). Esta enzima tem um importante papel na regulagao da
pressdo sanguinea (Lacaille-Dubois; Franck; Wagner 2001).

Embora neste trabalho as propriedades bioativas dos gréos néo
tenham mostrado um ganho evidente com o processo de germinacado, outras
caracteristicas nutricionais podem ser beneficiadas. O aumento de alfa amino
grupos livres, por exemplo, podem ser associados ao aumento da

digestibilidade proteica das amostras (Portier; Tomé, 2008).
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6 CONCLUSOES

Os ensaios de hidratacdo demonstraram que com seis horas de embebicéo
0s graos ja tinham dobrado o seu peso inicial. Embora, o total de proteinas
soluveis sofra pouca variagcdo e praticamente nenhum aumento, o perfil do
material proteico ao longo da germinacdo se alterou, com presenca de maior
namero de unidades de material hidrolisado ao final do processo. Os a-
aminogrupos sollveis de ambas as amostras apresentaram um pequeno
aumento com 60 horas de germinac¢éao

As duas cultivares apresentaram aumento de flavonoides sollveis em agua,
mas o mesmo ndo foi observado para os totais de fendlicos ao longo das
germinacbes. A amostra GB Cappuccino demonstrou uma oscilacdo maior
perante os tempos de germinacao para fenolicos.

O potencial de inibicdo de enzima conversora de angiotensina (ECA) da
amostra BRS Cristalino ndo apresentou alteragcbes, mas, a GB Cappuccino
diminuicdo. Outro fator que chama atencdo é que o potencial de inibicdo nao
esta diretamente relacionado com a quantidade alfa aminogrupos livres. Esse
fenbmeno pode estar relacionado ao fato de que a inibicdo da ECA néo esteja
acontecendo somente por meio dos peptideos, e sim, a outros componentes
como os compostos fendlicos.

Portanto, as duas cultivares apresentaram perfis de proteinas muito
semelhantes e seus componentes bioativos ndo tiverem aumento significativo.
J& sobre o efeito do processo de germinacdo demonstrou que com curtos
periodos jA se € possivel observar variacbes nos componentes dos graos.
Sendo assim, novos trabalhos com tempos de germinacdo mais longos precisam
ser realizados para melhor entendimento de todas as modificacdes que

acontecem no grao
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