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RESUMO

Os compostos fendlicos com atividade antioxidante presentes na natureza existem nas formas soldveis, insoldveis e
esterificadas. Tendo em vista o aproveitamento da fracdo insoldvel, que estd covalentemente ligada a parede celular, a
hidrélise enzimatica € uma alternativa vantajosa com forte apelo ao desenvolvimento de processos ambientalmente amigéaveis
e sustentdveis. Com estudos promissores, a germinagdo de graos também € encorajada para a potencializacdo dos compostos
bioativos presentes nos mesmos. Neste sentido, o presente projeto teve como objetivo central avaliar os efeitos do tratamento
utilizando enzimas com diferentes naturezas cataliticas de forma isolada e/ou combinadas sobre a recuperagdo de compostos
antioxidantes de graos de mostarda branca (Sinapsis alba) germinados e ndo germinados. Os resultados demonstraram que a
combinacdo terndria das enzimas protease, celulase e pectinase resultou em extratos com aumentos aproximados de 71; 16;
33 e 66% para compostos fendlicos totais, e atividade antioxidante medida pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP,
respectivamente, em comparagdo ao controle (nfo hidrolisado). A germinacdo, aplicada de maneira isolada, gerou aumento
de até 68% na atividade antioxidante mensurada pelo método DPPH, em relacdo ao ensaio controle. Quando utilizados em
associacdo, a germinacdo e a hidrélise apresentaram efeito antagbnico. Desta forma, os resultados positivos enfatizam a
eficiéncia da germinacdo e do tratamento enzimatico em aumentar o teor de compostos fendlicos com potencial antioxidante,
quando aplicados de forma independentes.
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2. ESQUEMA SIMPLIFICADO DA METODOLOGIA UTILIZADA

As figuras a seguir apontam as etapas desenvolvidas para a execugdo do presente projeto.
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Figura 1. Processo de germinagéo e preparo da farinha de graos de mostarda.




Tabela 1. Planejamento Experimental de misturas para defini¢do da
composi¢do enzimatica mais adequada para recuperagdo de compostos

L. EE——
antioxidantes de mostarda branca.
Ensaio Protease Celulase Pectinase
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 1/2 1/2 0
5 1/2 0 12
6 0 1/2 12
7 1/3 1/3 1/3
8 2/3 1/6 1/6
9 1/6 2/3 1/6
10 1/6 1/6 2/3
q q q
Yi= Z BiXi + Z Z Bij XiXj + Z Z Z BijkXiXjXk
i=1 i<j i<j<k
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Software Statistica® 13.3 da TIBCO Software Inc.
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Figura 2. Hidrdlise enzimadtica e obteng¢do dos extratos de mostarda branca.
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Figura 3. Determinacgao das propriedades bioldgicas dos extratos de mostarda branca hidrolisados e controle.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do planejamento experimental de misturas apresentado na Tabela 1, avaliou-se o tratamento enziméatico
mais adequado para recuperacdo de compostos com atividade antioxidante em graos de mostarda branca ndo germinada
e germinada. As respostas para inibicdo dos radicais ABTS e DPPH, atividade antioxidante medida pelo poder de
reducdo do ferro (FRAP) e teor de compostos fendlicos totais (CFT) assim como seus respectivos controles encontram-
se compilados na Tabela 2. A variacdo 1 (%) apresentada foi calculada por meio da comparag@o entre as amostras
hidrolisadas (amostras de 1 a 10) e seus respectivos controles (0), considerando a amostra hidrolisada como o valor final
e a amostra controle como valor inicial (resultados na mesma coluna). Ja a variagdo 2 (%) foi calculada pela comparagao
entre as amostras que receberam o mesmo tratamento enzimdtico ou amostra controle, considerando a amostra
germinada como o valor final e a amostra ndo germinada como valor inicial (resultados na mesma linha) (Tabela 2).

A hidrdlise enzimdtica aplicada de maneira isolada — portanto, nos grios ndo germinados — resultou em
aumentos de até 70% (CFT, ensaio 8 em comparagdo ao controle, variacdo 1). A hidrélise utilizando trés enzimas
distintas aumenta as possibilidades de quebra eficiente dos tecidos vegetais, uma vez que a parede celular de graos
possui composicdo complexa de carboidratos (celulose, hemicelulose, lignina e pectina) além de proteinas, o que
justifica o efeito sinérgico entre as enzimas protease, celulase e pectinase, observado em nosso estudo.

A germinagdo, por sua vez, gerou aumentos de até 68% na atividade antioxidante mensurada pelo método
DPPH, em relac@o ao ensaio controle (Tabela 2). Os efeitos positivos da germinagdo estdo associados a ativagdo de
enzimas hidroliticas presentes nos graos pela entrada de 4gua durante a embebicdo, que desencadeiam diversas reacdes
de hidrdlise, liberando os compostos fendlicos insoluveis ligados a parede celular (Rasera, Hilkner e de Castro, 2020).
Além disso, durante o crescimento do broto, novos compostos fenélicos sdo produzidos por sintese de novo a partir de
glicose, resultando em um consequente aumento de compostos fendlicos com atividade antioxidante, como observado
nos resultados deste trabalho (Rasera e de Castro, 2020).

No entanto, a aplicac¢do da hidrélise nos graos germinados, com o propdsito de maior liberagcdo dos compostos
insoluveis ligados a parede celular, apresentou efeitos antagonicos (Tabela 2). Assim, foi possivel inferir que ambos os
processos desempenharam fungdes semelhantes nos graos, e, portanto, quando aplicados isolados, sdo positivos e
suficientes para obtencdo do resultado esperado: aumento do potencial antioxidante da fragdo soluvel.

O coeficiente de correlacdo multipla (R?) e a relagdo entre o valor F calculado e o seu valor tabelado foram
utilizados para verificar a qualidade do ajuste realizado frente aos valores reais que compdem o planejamento
experimental. Os resultados para CFT, assim como capacidade antioxidante medida pelos métodos ABTS, DPPH e
FRAP para a mostarda branca ndo germinada apontaram coeficientes de correlacao mdltipla (R2) muito baixos, valores
de F calculado menores do que os valores tabelados, além de auséncia de significincia estatistica das regressdes (p >
0,10). Nestes casos, ndo foram gerados modelos mateméticos capazes de prever as respostas dentro das condi¢des de
processo utilizadas. Uma das explicacdes para tal resultado é a similaridade entre as respostas para as diferentes
condicdes de hidrodlise, em que apenas alguns ensaios se sobressairam (ensaio 8, por exemplo) (Tabela 2).

Para a mostarda germinada, as regressdes foram consideradas significativas (p < 0,10) e os modelos adequados
para explicar a varia¢do dos resultados tendo em vista que a ANOVA forneceu valores de R? variando de 0,75 a 0,94,
indicando que o ajuste utilizado € capaz de explicar cerca de 75 a 94% da variacio dos resultados obtidos para CFT,
ABTS e FRAP. Os pardmetros calculados para a resposta DPPH nao demonstraram significancia estatistica e, portanto,
o0 modelo ndo foi gerado.

A partir das varidveis independentes e respostas obtidas, as curvas de contorno foram geradas (Figura 4). De
maneira geral, é possivel observar que os resultados mais expressivos em todas as curvas se concentram nos ensaios
onde as combinagdes terndrias de enzimas foram aplicadas, indicando um importante efeito sinérgico entre as mesmas.

Diante deste contexto, o ensaio 8 foi a condicdo selecionada como mais adequada para a hidrdlise enzimética
tanto para a mostarda ndo germinada como para a germinada, uma vez que a escolha das mesmas combinagdes de
enzimas para ambos os tipos de mostarda possibilitariam a comparacao entre a hidrélise feita em graos ndo germinados
e germinados (Tabela 2). A validacio experimental do ensaio 8 foi realizada e os valores experimentais ndo diferiram
estatisticamente (p < 0,05) dos valores previstos pelos modelos gerados.



Tabela 1 - Respostas para Compostos Fendlicos Totais (CFT), inibicao do radical ABTS e DPPH e FRAP obtidas a
partir do planejamento experimental de misturas.

CFT (mgAGE g'¥)
Ensaios Aglz:]it;?: dl::) Variacdo 1 (%)! Amostras germinadas  Variacdo 1 (%)  Variac¢do 2 (%)
Controle 20,94 + 0,65 0,00 34,13 +0,12 0,00 62,98
1 22,67 +0,59 8,27 33,8 +£1,38 -0,96 49,09
2 25,95+ 1,97 23,91 30,23 £2,62 -11,43 16,49
3 25,04 £0,18 19,59 26,9 + 1,57 -21,19 7,40
4 24,75 £ 0,96 18,19 35,25+ 1,02 3,26 42,40
5 28,12 +£2.97 34,26 33,96 + 3,17 -0,51 20,77
6 24,27 +2.29 15,90 34,67 £ 0,99 1,57 42,84
7 27,09 £ 0,10 29,34 36,52 +2,13 7,01 34,84
8 35,76 £ 0,33 70,76 36,72 £ 2,50 7,58 2,68
9 27,55 £2,00 31,54 34,05 +3,92 -0,23 23,62
10 28,11 +1,34 34,22 31,18+ 1,85 -8,66 10,92
ABTS (umol TE g*!)
Ensaios Aglz:]it;?: dl::) Variacdo 1 (%)! Amostras germinadas Variacdo 1 (%)  Variac¢do 2 (%)
Controle 205,5 £ 5,26 0,00 326,17 £6,21 0,00 58,72
1 204,52 + 0,69 -0,50 314,74 £ 3,49 -3,50 53,89
2 213,62 £3,19 4,00 317,06 £ 3,22 -2,79 48,43
3 227,93 £2,48 10,90 283,13 £ 10,10 -13,20 24,22
4 208,68 + 1,77 1,50 326,8 +2,03 0,19 56,60
5 212,75 £2,34 3,50 329,16 £4,06 0,92 54,71
6 218,59 +£1,22 6,40 324,03 £11,19 -0,66 48,23
7 218,05 +£3,45 6,10 346,71 £5,95 6,30 59,00
8 239,09 + 1,87 16,30 353,37 £4,00 8,34 47,80
9 210,02 + 1,97 2,20 352,49 £ 6,34 8,07 67,84
10 214,27 + 1,35 4,30 325,08 + 1,46 -0,33 51,72
DPPH (umol TE g*)
Ensaios Aglzl:;til:: dr:;o Varia¢do 1 (%)' Amostras germinadas Variacdo 1 (%) Variacio 2 (%)
Controle 34,77 £ 0,63 0,00 58,46 + 4,37 0,00 68,14
1 3452+ 1,41 -0,71 49,91 £ 3,46 -14,63 44,57
2 38,47 £ 0,21 10,66 51,64 £2,12 -11,67 34,22
3 42,32 +£0,48 21,71 50,47 + 1,78 -13,68 19,25
4 36,53 £ 1,03 5,07 55,76 £2,78 -4,62 52,63
5 38,13 £ 0,56 9,68 52,6 £3,81 -10,02 37,94
6 38,3 +£0,48 10,16 60,09 + 0,36 2,79 56,89
7 38,25+ 1,26 10,02 60,98 + 0,81 4,30 59,40
8 46,22 £3,73 32,93 57,7+ 1,08 -1,29 24,83
9 38,37 £ 0,34 10,36 57,11 £ 1,41 -2,32 48,83
10 40,47 £ 1,62 16,40 51,68 + 0,42 -11,59 27,71
FRAP (umol TE g/)
Ensaios Aglzl:;til:: dr:;o Varia¢do 1 (%)' Amostras germinadas Variacdo 1 (%) Variacio 2 (%)
Controle 59,81 £3,28 0,00 90,16 + 1,94 0,00 50,73
1 61,7+ 1,01 3,15 81,31 £4,58 -9,81 31,78
2 72,1 £3,27 20,55 74,2 + 7,68 -17,69 2,91
3 76,11+ 4,37 27,25 64,71 £ 1,94 -28,22 -14,97
4 67,55 £5,99 12,93 74,13 £ 4,63 -17,78 9,75
5 74,8 £0,59 25,05 83,95 £ 8,27 -6,89 12,23
6 72,67 £ 6,07 21,50 88,86 + 5,85 -1,44 22,28
7 74,53 £0,74 24,61 95,92 + 1,93 6,39 28,70
8 99,43 + 8,46 66,24 89,21 + 3,85 -1,05 -10,28
9 75,8 £2,15 26,73 95,81 +4,18 6,27 26,39
10 85,5+ 7,81 42,94 89,23 +£ 8,77 -1,03 4,37

A unidade umol TE g corresponde a pmol de Trolox Equivalentes por grama de amostra, enquanto a sigla mg AGE g corresponde a miligramas de 4cido gélico
equivalentes por grama de amostra.!
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Figura 4 - Curvas de contorno para CFT (A) e atividade antioxidante avaliada pelos métodos ABTS (B) e FRAP (C),

para hidrolisados de mostarda branca germinada.

4. CONCLUSOES

Como resultado do planejamento experimental de misturas, a combinagdo terndria de enzimas (2/3 de Protease, 1/6
de Celulase e 1/6 de Pectinase), com concentragao final de 1% (m/v), foi definida como a mais adequada, dentre as avaliadas,
para hidrdlise enzimédtica de graos de mostarda branca ndo germinados, resultando em aumento da extracdo de compostos
fendlicos com atividade antioxidante. Apesar da associa¢do de hidrélise e germinacdo ter apresentado efeito antagdnicos,
quando aplicados de forma isolada apresentaram efeitos interessantes, sendo, portanto, excelentes opgdes para um maior
aproveitamento do potencial biolégico dos graos de mostarda.
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