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Resumo

A germinacdo de leguminosas em ambiente domestico tem vindo a ganhar popularidade devido
a percecgdo de que é uma préatica simples e acessivel que pode aprimorar a qualidade nutricional
do alimento a germinar. Contudo, as leguminosas germinadas podem acarretar elevados riscos
microbiologicos cuja magnitude podera nao ser conhecida pelo publico interessado. O presente
trabalho de investigacdo teve como objetivo determinar se a germinacdo, praticada sob
diferentes condicOes de tempo e temperatura, pode aprimorar a qualidade proteica de
leguminosas e produzir rebentos com qualidade higiénica e microbioldgica aceitaveis.
Sementes de leguminosas organicas foram adquiridas em lojas comerciais, lavadas, demolhadas
e germinadas durante 24 e 48 horas a 18°C ou 25°C sob condic¢des controladas. Um tratamento
térmico de 80°C/20s foi aplicado aos rebentos. Para analisar a qualidade microbioldgica, foram
contados microrganismos aerobios mesofilos, Enterobacterieaceae, Escherichia coli e fungos,
conforme os respetivos métodos (Normas 1SO), nas sementes demolhadas e nos rebentos, e
pesquisas de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, pelo método VIDAS®, nos rebentos
prontos a consumir. Para avaliar a qualidade proteica, foi realizada a quantificacdo de
aminoacidos totais por UPLC-DAD e da proteina total, das sementes secas e dos rebentos, pelo
método de Kjedahl. Foram observados niveis Ndo Satisfatorios de microrganismos aerobios
mesofilos e Enterobacteriaceae na maioria das amostras germinadas. As leveduras estiveram
presentes em niveis aceitaveis e os bolores foram somente contados em duas amostras
germinadas, também em niveis aceitaveis. Ndo foram contadas colénias de E. coli (<10 ufc/g)
e ndo foram detetadas as presencas de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em nenhuma
das amostras. O tratamento térmico estudado ndo provou ser eficaz na reducdo da contaminacéo
de microrganismos aerdbios mesofilos e Enterobacteriaceae até niveis aceitiveis para a maioria
das amostras. A germinacdo de leguminosas ndo demonstrou aprimorar a qualidade proteica
das leguminosas estudadas. Sabendo que as sementes foram germinadas sob condic¢des
controladas, é possivel prever que a pratica de germinacdo caseira, se realizada sem a adocao

de medidas higiénicas, pode levar a producao de rebentos com elevado risco microbiolégico.

Palavras-chave: leguminosas; germinacao; qualidade microbiologica; perfil de aminoacidos;

qualidade proteica.



Abstract

Germination of pulses within a domestic environment has been gaining popularity since it is
marketed as a quick and simple practice that is claimed to improve pulse seed nutrition.
Sprouted seeds can, however, harbor major microbiological risks that may be unknown to
consumers who take an interest in practicing home sprouting. The aim of this study is to figure
out whether germination performed under different conditions of time and temperature can
improve seed protein quality and lead to the production of microbiologically safe and hygienic
ready-to-eat legume sprouts. Organic pulses bought from retail stores were washed and soaked
and allowed to germinate during 24 and 48 hours at 18°C or 25°C, under controlled conditions.
A temperature treatment (80°C, 20 seconds) was applied to the sprouts. Aerobic mesophilic,
Enterobacteriaceae, Escherichia coli, yeasts and molds were quantified with conventional
methods (ISO standards) in the soaked seeds and sprouts to evaluate microbiological quality.
Salmonella spp. and Listeria monocytogenes were detected by the VIDAS ® method on ready-
to-eat sprouts. In order to evaluate samples’ protein quality, total amino acid quantification of
seeds and sprouts was performed by UPLC-DAD analysis and protein concentration was
obtained through the Kjedahl method. Aerobic mesophilic and Enterobacterieaceae were
counted at unsatisfactory levels for most sprouted samples. Yeasts were present at acceptable
levels for all samples and molds were only counted in two sprouted samples, also at acceptable
levels. No E. coli were counted (<10 ufc/g), and no Salmonella spp. and Listeria monocytogenes
were ever detected. The temperature treatment studied was not effective in reducing the
contamination of CAM and Enterobacteriaceae to acceptable levels for most samples.
Germination of pulses was not shown to improve protein quality in studied seeds. Considering
that seeds were germinated under controlled conditions, we can predict that practicing
germination in a domestic environment, without aseptic conditions or hygienic practices,
instead of promoting healthy habits through nutritional value, could lead to the production of

sprouts with high microbiological risk.

Keywords: pulses; germination; microbial quality; amino acid profile; protein quality.
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1. Introducéao

1.1 Motivacao para a dissertagao

As leguminosas sdo importantes fontes de proteina, aminoécidos e micronutrientes como
ferro, zinco e acido folico especialmente em regimes alimentares que privilegiam o consumo
de alimentos de origem vegetal. A sua incluséo na dieta alimentar tem vindo a demonstrar a
diminuicdo do risco de desenvolvimento de doengas cronicas como a diabetes e doencas
cardiovasculares. Contudo, para além do seu elevado conteudo nutricional, contém compostos
anti nutricionais que podem afetar a absorcdo de nutrientes como o ferro, zinco, célcio, assim
como reduzir a digestdo das proteinas e provocar desconforto gastrointestinal. Ndo obstante,
estes efeitos negativos poderdo ser minimizados mediante a aplicacdo de certos métodos de

processamento as leguminosas cruas, como € o caso da germinagao.

A germinacdo é uma pratica tradicional em diversos paises asiaticos que tem recentemente
vindo a ganhar popularidade no mundo Ocidental ndo so6 pela sua praticidade, mas também pelo
impacto positivo que pode ter ao nivel da qualidade e valor bioldgico das proteinas presentes
nas leguminosas. Considerando que o consumo de germinados é promovido como sendo uma
mais-valia para a salde dos consumidores, ha um interesse crescente pela producdo doméstica

de rebentos de leguminosas.

Paralelamente, o consumo de rebentos de leguminosas, e de germinados no geral, pode
acarretar riscos microbioldgicos com significante impacto na salde uma vez que sdo
tipicamente consumidos crus ou minimamente processados. Segundo a Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), a ingestdo de rebentos de leguminosas tem sido
associada a ocorréncia de aproximadamente 50 surtos causados por Salmonella spp. e
Escherichia coli 0157, entre 1973 e 2011. Em comparacdo com a germinacao praticada a nivel
industrial, a germinacdo realizada em ambiente caseiro podera representar um risco
microbiologico ainda superior visto que os individuos que realizam esta préatica poderdo nao
estar informados sobre as medidas higienossanitarias corretas a adotar durante a germinacéo de

alimentos.

Torna-se assim necessario estudar a seguranca microbiologica dos métodos de
germinacdo domestica com o intuito de divulgar um procedimento especifico que possa
futuramente ser adotado como linha de orientagdo para o publico interessado. Com foco na

germinacdo realizada em ambiente doméstico e com o proposito de otimizar o contetdo



proteico e a qualidade microbioldgica de rebentos de leguminosas, surge, no ambito da presente
dissertacéo, o interesse em estudar e determinar quais os fatores de germinagdo que podem
influenciar, em simultaneo, a seguranca microbioldgica e a qualidade proteica de rebentos de
leguminosas. Para mais, considerando a escassez de investigacdo e conhecimento acerca de
métodos de descontaminacgéo eficazes que poderdo vir a ser aplicados a alimentos germinados
num contexto caseiro, h4 também a curiosidade de desenvolver, durante o decorrer deste
trabalho, um procedimento acessivel ao consumidor que consiga garantir a inocuidade de

rebentos de leguminosas.
1.2 Objetivos

O presente trabalho de investigacdo teve como principal objetivo a avaliacdo da
qualidade microbioldgica e proteica de sementes de quatro tipos de leguminosas submetidas a
diferentes condi¢des de germinag&o - duas temperaturas e dois tempos de germinagdo. De modo
a cumprir este objetivo principal foram estabelecidas metas especificas tais como:

- A pesquisa dos principais microrganismos patogénicos associados a alimentos
germinados (Salmonella spp. e Listeria monocytogenes) para avaliar a seguranca

microbioldgica dos rebentos;

- A contagem de microrganismos indicadores de higiene (microrganismos aerobios
mesofilos, Enterobacteriaceae e Escherichia coli ndo patogénica) para aferir a qualidade

higiénica dos rebentos e prever a contaminacdo durante o processo de germinacgéo;

- A comparacdo entre a qualidade proteica das sementes e dos respetivos germinados
através da analise do teor de proteina total, do perfil de aminoécidos essenciais e do célculo do
score de aminoacidos essenciais para verificar se as condi¢fes de germinacdo estudadas

provocam alguma alteracdo a qualidade proteica do produto final.

Como objetivo secundario, pretendeu-se estudar a aplicacdo de um método de tratamento
térmico eficaz e acessivel aos consumidores que optem por produzir 0s seus proprios rebentos,

com o intuito final de poder vir a ser divulgado ao publico geral interessado.
1.3 Estrutura da dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se dividida em 5 capitulos. O primeiro capitulo aborda
uma breve introducdo ao tema, bem como a pertinéncia do estudo e 0s objetivos que se visam
atingir na realizacdo do mesmo. O segundo capitulo inclui uma revisdo bibliogréafica dos

principais conceitos tedricos que sao relevantes para expor o tema e as principais limitacGes a



ele associadas, nomeadamente a importancia das leguminosas para a nutri¢do, a sua qualidade
proteica, as principais vantagens da sua germinagdo, os riscos microbioldgicos associados a
producdo de germinados de leguminosas em contexto caseiro e as principais estratégias de
mitigacdo que visam controlar e/ou reduzir tais riscos. No terceiro capitulo encontram-se
apresentadas as metodologias e materiais utilizados durante os processos de germinacdo das
amostras, a analise da qualidade proteica e microbioldgica, a aplicacdo de um método de
descontaminacdo e a andlise estatistica de parte dos dados obtidos. No quarto capitulo estdo
evidenciados os resultados obtidos para cada analise descrita no capitulo anterior. Por altimo,
0 quinto capitulo destaca as principais conclusdes retiradas do trabalho executado e estabelece

ainda algumas recomendacdes para possiveis trabalhos futuros.



2. Fundamentos tedricos

2.1 Producéo e consumo de leguminosas

As leguminosas sdo sementes ediveis de plantas dicotileddneas da familia Leguminosae,
cujo consumo teve inicio ha mais de 10,000 anos. (1) Segundo a Organizacdo das Nacoes
Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO), a sua colheita é realizada anualmente e séo
classificadas segundo o seu principal fim, podendo ser utilizadas para a producéo de 6leos

vegetais ou para a alimentacdo de animais ou de humanos. (2)

Do ponto de vista global, o cultivo de soja domina a producdo total de leguminosas,
seguindo-se a producdo de amendoim, feijdo seco, ervilha seca, lentilha e tremoco, das quais as
ultimas quatro sdo as mais importantes para a alimentacdo humana. (3) Entre 1997 e 2013, o
consumo médio global de leguminosas per capita aumentou em 1,25 kg possivelmente devido
ao crescimento da populacéo nos paises em desenvolvimento, que tradicionalmente consomem
leguminosas como principais fontes de proteina, e a0 aumento da procura por estas sementes
em alguns paises desenvolvidos. (4) A Figura 2.1 representa um esquema tipico da producéo

e processamento de sementes de leguminosas.

Preparagio do terreno Recegdo/Armazenamento
Plantio da= sementes Limpeza
Crescimento Triagem (Peneiragdo, Mesa densimétrica)
Colheita Armazenamento
Transporte

Figura 2.1 - Producdo e processamento de leguminosas. (59)



Em Portugal, o feijdo seco e 0 gréo séo as principais leguminosas produzidas e, em 2021,
0 consumo per capita rondou os 4,3 kg/ano/habitante, dos quais 2,6 kg corresponderam ao

feijao e os restantes 1,7 kg ao grao. (5)

E estimado que o mercado das leguminosas aumente gradualmente considerando o
aumento da conscientizagdo do consumidor, nomeadamente das populagdes mais jovens,
quanto a realizacdo de escolhas alimentares mais responsaveis do ponto de vista da
sustentabilidade ambiental, da ética da alimentacdo ou da nutricdo individual, com a

substituicdo da proteina de origem animal pela alternativa vegetal mais disponivel. (4)

2.2 Conteudo nutricional das leguminosas

As leguminosas sdo apreciadas pela sua riqueza em hidratos de carbono complexos,
proteinas, vitaminas hidrossolUveis do complexo B e minerais como ferro, zinco, magnésio e
fésforo. (1) Dado o seu teor de proteinas (20 a 25%) e aminoacidos essenciais como lisina,
leucina, arginina, acido aspartico e glutamico, sdo consideradas alimentos fundamentais nas
dietas com maior énfase em alimentos de origem vegetal. Ainda, tendo em conta que nédo
fornecem um perfil de aminoécidos essenciais completo, torna-se importante conjugar o
consumo destes alimentos com outros, como por exemplo cereais, visto que os Ultimos

conseguem fornecer os aminoacidos limitantes nas leguminosas. (3,6)

Gracas a sua riqueza em hidratos de carbono complexos e fibra soltvel, o seu consumo
promove a reducdo dos niveis de glicemia pos-prandial (7) e o incremento da sensacdo de
saciedade, (8) contribuindo para a diminui¢cdo do risco de obesidade, diabetes e doencas
cardiovasculares. (1) Além do seu aspeto nutricional, sdo também 6timas fontes de compostos
bioativos como péptidos, acido fitico, polifendis, lectinas e taninos, que podem fornecer
protecdo contra diversas condicGes patolégicas. (9) De acordo com a literatura técnico-
cientifica, os péptidos, polifendis e taninos possuem propriedades hipocolesterolémicas, (10)
antioxidantes (11) e anti mutagénicas (1), respetivamente, e as lectinas e o acido fitico tém sido

associados a efeitos anti carcinogénicos e hipoglicemiantes. (10)

Contudo, alguns destes compostos bioativos podem ser considerados como substancias
anti nutricionais visto que a sua existéncia nas leguminosas consegue afetar a sua qualidade
nutricional. (9) A titulo de exemplo, a biodisponibilidade de minerais como ferro, célcio e zinco
pode ser afetada pela atividade de taninos e do &cido fitico, os quais tém a habilidade de formar

complexos insoltveis com estes micronutrientes. A biodisponibilidade pode ser explicada como
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a porcédo do nutriente que € utilizada pelo organismo (12) Além disso, a biodisponibilidade de
proteinas e, consequentemente, a sua digestdo e absorcdo, pode igualmente ser reduzida na
presenca de taninos, através do mesmo mecanismo que afeta a biodisponibilidade de minerais
(1,13), e/ou na presenca de substancias que inibem a atividade de enzimas que participam na
digestdo de proteinas, como as tripsinas e quimiotripsinas. (1) Da mesma forma, compostos
inibidores de alfa-amilases limitam a degradacdo de hidratos de carbono complexos e, por sua
vez, a sua digestibilidade e absorcdo. (12) Para mais, substancias como lectinas e rafinoses

podem causar danos ao nivel da mucosa intestinal, desconforto abdominal e flatuléncia. (1)

Tais efeitos negativos sdo manifestados em maior magnitude apds o consumo da
leguminosa no seu estado natural, sem ter sido submetida a qualquer método de processamento.
(9) Deste modo, diversas técnicas podem ser empregues durante o processamento destes
alimentos para reduzir o contetdo de compostos anti nutricionais e, por conseguinte, aprimorar
a digestibilidade e biodisponibilidade dos nutrientes. Entre estes métodos, a cozedura,
germinagdo e fermentacdo sdo os mais recorrentes a nivel industrial. (1,9) O presente trabalho

ird focar-se na germinacdo de leguminosas.

2.3. Qualidade proteica

A qualidade da proteina dietética € um critério crucial para o crescimento muscular, a
manutencdo da saude e para o fornecimento de uma alimentacdo adequada. (14) Tal critério
dependeré da facilidade com que a proteina é digerida, absorvida no trato digestivo e utilizada
nos processos metabolicos importantes para o funcionamento normal do organismo, bem como
da sua composi¢do em aminodcidos e da biodisponibilidade individual de cada aminoacido.
Pode ser definido também como a habilidade que certa proteina alimentar tem de fornecer a
quantidade de nitrogénio e aminoacidos essenciais necessarios para alcancar os requerimentos
metabdlicos humanos. (15) Diversos fatores como o tipo de processamento aplicado ao
alimento, a matriz alimentar e a digestdo gastrointestinal individual podem afetar indiretamente
a qualidade proteica ao interferir com os aminoacidos e a digestibilidade das proteinas. (16) A
titulo de exemplo, a digestibilidade das proteinas de origem vegetal tende a ser inferior em
relacdo as de origem animal devido a sua riqueza em compostos anti nutricionais e ao facto de
apresentarem uma estrutura molecular compacta que dificulta a acdo das proteases no

desdobramento e lise das proteinas.



2.4.1. Score de aminoacidos

Um dos métodos que pode ser utilizado para prever a qualidade proteica consiste no
calculo do score de aminoacidos. O score de aminoacidos expressa a efetividade através da
qual uma determinada fonte de azoto consegue fornecer a quantidade de aminoacidos
essenciais necessaria para satisfazer as necessidades metabdlicas, com base em dois fatores — a
composicdo de amino&cidos da fonte proteica e as recomendacdes dietéticas de aminoacidos

essenciais para uma determinada populacéo. (16)

Os aminoéacidos (AA) sdo moléculas que possuem diferentes propriedades bioquimicas
e funcionais, participando na regulacdo da expressdo de genes, no metabolismo celular e na
formagdo e desenvolvimento de 6rgéos, musculos e hormonas. De entre 0s 20 aminoacidos
existentes, podem ser classificados como aminoacidos essenciais (AAE), ndo essenciais
(AANE) ou condicionalmente essenciais (AACE). Na Tabela 1 pode-se visualizar os AAE,
AANE e 0os AACE. Os AAE correspondem aqueles que 0 organismo ndo consegue sintetizar
ou sintetiza de forma incompleta a partir da sintese proteica, sendo assim imperativa a sua
obtencdo a partir da dieta. No caso de proteinas de origem vegetal, como as presentes em
leguminosas, certos aminoacidos essenciais estdo presentes em quantidades muito limitadas,

como € o caso dos aminodacidos sulfurados (metionina e cisteina). (8)

Tabela 1 - Classificacdo de aminoacidos

AAE AANE
Histidina Alanina
Treonina Arginina®
Triptofano Asparagina
Lisina Serina
Metionina Cisteina”

Valina Glutamina
Isoleucina Tirosina”
Leucina Glicina”
Fenilalanina Prolina”

Legenda - *, aminoacidos condicionalmente essenciais (AACE)



Os AANE, por outro lado, podem ser sintetizados de novo pelo organismo em
quantidades suficientes. Por ultimo, os AACE sdo uma subcategoria dos AAE que poderdo
tornar-se essenciais sob certas condi¢es fisiologicas ou patoldgicas que requeiram uma maior
utilizacdo desses mesmos aminoacidos. Como exemplo, a tirosina, normalmente dispensavel,
tende a tornar-se essencial em individuos que apresentem uma mutacdo no gene que codifica a
enzima responsavel por converter a fenilalanina em tirosina. Por este motivo, ao contrério de
pessoas saudaveis, tais individuos devem recorrer a alimentacdo para obter a quantidade

requerida de tirosina. (17)

O score de AA para uma dada proteina € determinado pela comparacao entre o teor, em
miligramas, de cada amino&cido essencial em 1 grama de proteina analisada e o teor do mesmo
aminoacido em 1 grama de proteina de referéncia. (18) Em outras palavras, a quantidade de
cada aminoacido essencial presente em cada grama de proteina testada é comparada com uma
proteina de referéncia que, assumindo uma digestibilidade equivalente a 100%, contém todos
0os AAE por grama de proteina numa quantidade suficiente para atingir as recomendacfes

dietéticas dispostas para cada faixa etaria. (16)

Para calcular o teor de aminoacidos presente numa dada amostra pode recorrer-se a
cromatografia de troca ionica (IEC), cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). (14) Tendo em conta que as proteinas dietéticas tendem a ser, em
pratica, limitadas em 4 AAE especificos — lisina, triptofano, treonina e aminoacidos sulfurados
— é recomendado pela opinido conjunta da Organizacdo Mundial da Saude (WHO), da FAO e
da Universidade das Nac6es Unidas (UNU) realizar o calculo do score com base nestes AAE
de acordo com o tipo de proteina que esta a ser avaliada. Por exemplo, no caso das proteinas
presentes em cereais, 0 score de AA iré ser calculado com base no teor de lisina, visto que é o

principal aminoacido limitante nos cereais.

2.4.2. Score de Aminoacidos Essenciais Corrigido pela Digestibilidade Verdadeira das

Proteinas

Apesar de conseguir prever a qualidade proteica, o score de aminoacidos nao tem em
consideracdo a verdadeira digestibilidade da proteina, o que pode levar a sobrestimacdo da
habilidade da proteina em estudo de atingir os requerimentos fisioldgicos. (18) Dito isto, ndo
pode ser utilizado individualmente para avaliar a qualidade proteica. De modo a ultrapassar este
obstaculo, foi recomendado pela OMS um método de avaliacdo denominado de Score de
Aminoacidos Essenciais Corrigido pela Digestibilidade Verdadeira das Proteinas (PDCAAS),

gue corresponde ao score de aminoacidos corrigido pela digestibilidade proteica. O PDCAAS
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permite prever o valor bioldgico, isto é, a efetividade em que uma proteina pode ser utilizada
na dieta com base na sua digestibilidade fecal. (15)

Contudo, este método ndo prevé a digestibilidade e biodisponibilidade individual de
cada aminoacido visto que para tal seria necessario realizar ensaios de digestibilidade in vivo.
(14) Adicionalmente, os niveis de nitrogénio fecal podem ser influenciados pelo metabolismo
de nitrogénio da microbiota intestinal e pode ocorrer a sobrestimacao da qualidade de proteinas
que contém compostos anti nutricionais, pois 0 método néo considera os fatores intrinsecos e

extrinsecos as proteinas que podem afetar a sua digestibilidade. (16)
2.4.3. Score de Aminoécidos Indispensaveis Digestiveis

Devido as raz6es mencionadas, passou a ser avaliado o uso do Score de Aminoacidos
Indispensaveis Digestiveis (DIAAS) pela FAO em 2013. O DIAAS permite calcular o score de
cada AAE tendo em consideracdo a digestibilidade ileal dos AAE e a digestibilidade a nivel
fecal e ileal da proteina bruta de referéncia. (16) Enquanto que o PDCAAS determina apenas a
digestibilidade proteica e aplica este fator a cada AAE, o DIAAS determina a digestibilidade
de cada aminoéacido individual, facilitando assim a criacdo de combinac6es de diferentes fontes
alimentares que se complementem entre si de acordo com a sua qualidade proteica. Por
exemplo, fontes proteicas com excesso de lisina digerivel podem ser aliadas a proteinas
presentes em cereais (que séo pobres neste AA) de modo a garantir uma fonte completa de AAE
digeriveis e a niveis adequados na dieta. Na teoria, 0 DIAAS é o método mais efetivo no que

toca a predicdo da qualidade proteica. (19)

Contudo, ha ainda imensa dificuldade em aferir a digestibilidade ileal de aminoacidos
nomeadamente em alimentos cuja matriz e processamento pode influenciar a digestibilidade.
Dito isto, até se tornar disponivel uma base de dados completa composta pela digestibilidade
preditiva de aminoacidos de uma quantidade substancial e diversa de alimentos para consumo
humano, continua a ser preferivel recorrer a digestibilidade proteica (PDCAAS) para prever a

biodisponibilidade de aminoacidos e a, desta forma, prever a qualidade proteica. (19)

2.3. Germinacéo de leguminosas

A germinacéo (sprouting) € uma técnica tradicional que surgiu no ano 8.000 a.C com o
fim de amolecer e elevar o conteudo nutricional de cereais e leguminosas. (12) Segundo a

Diregdo Geral de Alimentacéo e Veterinaria DGAV, denomina-se de rebento “0 produto obtido



pela germinacdo de sementes e 0 seu crescimento em agua ou outro meio, colhido antes do
aparecimento de folhas verdadeiras e destinado a ser comido inteiro, incluindo a semente”.
(20)

Em varios paises asiaticos, a germinacdo tem sido tradicionalmente realizada a nivel
caseiro. Apesar de ser uma técnica j& conhecida, o interesse por esta pratica tem aumentado
significantemente nos ultimos anos devido ao seu impacto positivo no contetdo nutricional e
bioativo das leguminosas e nas suas caracteristicas organoléticas, bem como ao crescimento da
industria de alimentos crus e funcionais. (10-12) Como consequéncia disto, torna-se possivel
observar atualmente uma vasta variedade de rebentos produzidos a partir de diferentes espécies

de sementes de leguminosas, quer ao nivel industrial, quer num contexto caseiro. (21)

Em termos globais, os rebentos sdo principalmente produzidos a partir de sementes de
alfafa, grdo, ervilha, feijdo mungo, feijdo adzuki, lentilha e soja. Em Portugal, os mais
produzidos e comercializados provém de sementes de soja e alfafa. (22) Na maioria dos paises
asiaticos, estes produtos tém tradicionalmente sido consumidos em sopas e saladas ap6s serem
sujeitos a um método de coccao ligeiro (stir-frying). Contudo, gracas ao notavel aumento da
popularidade de héabitos alimentares que priorizam ou maximizam a ingestdo de alimentos
minimamente processados, ou na sua forma mais natural, € possivel cada vez mais evidenciar

0 consumo de rebentos frescos, isto é, na sua forma crua. (23)
2.3.1 Etapas da germinacao

A dorméncia é um fenémeno morfolégico, fisico ou quimico que bloqueia a germinacgéo
das sementes quando estas atingem a maturidade fisioldgica. (24) A germinacao € um processo
fisiologicamente complexo que demarca o final da dorméncia da semente. (25) Este processo
divide-se em trés fases. A primeira fase carateriza-se pela demolha, na qual se da a rapida
absorcéo de agua por parte dos compostos hidrofilicos da parede celular (proteinas, amidos e o
citoplasma), até ser atingido o teor de humidade necessario para promover a reativacdo dos
organelos celulares, a sintese proteica e a estimulagédo da atividade das enzimas, nomeadamente
amilases e proteases, que irdo atuar na fase seguinte. (26-28) Considerando diferentes espécies
de leguminosas, a velocidade com que se da a absorcdo de agua ira depender do tamanho, da

composicao nutricional e da permeabilidade da camada externa de cada semente. (12,29)

Na segunda fase, a agua de demolha é drenada e as sementes, previamente dormentes,
superam o estado de dorméncia e rapidamente restauram a sua atividade metabdlica, iniciando-

se a germinacéo sob condigdes controladas. (26,27) Esta fase pode demorar entre 24 e 48 horas
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apos a demolha e depende de fatores internos tal como a ativagdo de hormonas inibidoras ou
promotoras da germinagéo e fatores externos como a temperatura e humidade ambientais, as
condicdes atmosféricas e a presenca de inibidores da germinagdo como herbicidas, inseticidas
e outros quimicos. (6,30) Como regra geral, a temperatura 6tima de germinacdo, isto &, a
temperatura que resulta na maior taxa de germinacdo no menor periodo de tempo, varia entre
0s 20 e 30 °C. (31) Contudo, a resposta das sementes a estes valores e aos restantes fatores ird

depender da sua natureza genética.

Nesta segunda etapa, a reativacdo do metabolismo das sementes induz: i) a mobilizacéo
e catabolismo dos principais hidratos de carbono, lipidos e proteinas de reserva acumulados nos
cotilédones da semente (6rgédos de reserva), por acao de enzimas hidroliticas, resultando na sua
conversdo em moléculas de menor peso molecular e de maior solubilidade (aminoacidos,
monossacaridos e metabolitos lipidicos) que irdo ser utilizados para produzir a energia
necessaria ao metabolismo e crescimento da plantula; ii) a redugdo do contetdo de substancias
anti nutricionais, também por degradacdo enzimética e iii) o aumento do conteldo de
fitonutrientes potencialmente benéficos para a saude, como acidos fenolicos, isoflavonas ou
glucosinolatos (conforme a espécie de leguminosa), como consequéncia da polimerizacédo
(degradacao) de compostos fendlicos previamente existentes na semente, ou como resultado da
sua sintese de novo a partir de vias metabolicas secundarias. (11,25-29,32,33)

Tegumento (casca)

Hipocétilo

Figura 2.2 - Morfologia de
um rebento de feijdo mungo
desenvolvido

Radicula

Epicétilo

» Cotilédone

o

Por Gltimo, a Ultima fase carateriza-se pela emergéncia e alongamento celular da
radicula do eixo embrionario a partir da semente, apds a rutura do tegumento (casca),
concluindo-se a germinacao cerca de 48 a 72 horas ap0s a fase de demolha. (26) Durante esta

etapa € importante manter as sementes num ambiente himido ou fornecer agua de forma
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periodica de modo a suportar a expansao celular e, na teoria, quanto mais se estender esta fase,
maior serd o comprimento do rebento. (12) A maturidade do rebento € atingida no momento
em que se tornam visiveis os cotilédones, o hipocotilo, o epicotilo e os foliolos, apos a
emergéncia da radicula, como se pode verificar na Figura 2.2. Conforme as condicdes de
germinagdo, a espécie de semente e 0 comprimento e grau de maturidade desejado, o rebento
podera ser consumido entre 1 e 8 dias apds o cultivo. (34) No contexto industrial, procede-se a
colheita dos rebentos apds aproximadamente 5 dias, quando atingem um comprimento entre 9
e 10 centimetros e um didmetro de 0,3 centimetros. (35) A Figura 2.3 descreve 0 processo

genérico de producdo de rebentos no contexto industrial.

Rececdo de sementes Descontaminacio de sementes Embebigio (demotha)
Germinacao/
Transporte e distribuigio Colheita. embalamento e armazenamento Maturagdo

Figura 2.3 - Processamento de rebentos industrializados. (59)

2.4.3 Efeito da germinacéo na qualidade proteica de leguminosas

Os rebentos de leguminosas podem ser considerados importantes fontes de proteina em
dietas vegetarianas e veganas. (10,21,36) Contudo, tendo em conta que a germinacdo pode
modificar o perfil nutricional de leguminosas, € importante aferir se a qualidade das proteinas
presentes em sementes de leguminosas sofre alguma alteracdo, positiva ou negativa, durante o
processo de germinacdo. Dito isto, diversos investigadores tém demonstrado interesse em
comparar o teor de proteina entre sementes de leguminosas e 0s seus respetivos rebentos, de

modo a descobrir se estes nutrientes sdo amplificados no produto germinado final.
2.4.3.1. Teor de proteina total

Quanto ao teor total de proteina, varios estudos reportaram o aumento do teor da
proteina bruta em rebentos de lentilha (37-40), feijdo mungo (41,42), soja (13,41,43,44), feijdo
(45,46), tremoco (45,47,48) e grédo-de-bico (40), em comparacdo com as sementes iniciais. O
incremento evidenciado pode ser principalmente justificado pela hidrolise das proteinas de
reserva (polipéptidos) presentes nos cotilédones das leguminosas, que tende a ocorrer durante
a segunda etapa da germinagdo. Com base nesta teoria, as proteinas de reserva sao
transformadas em compostos menores que s&o utilizados como fonte de energia e azoto para o

crescimento da planta e para a sintese de novas proteinas. (37,38,41) Contudo, outros
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investigadores defendem que o aumento do teor proteico podera ser explicado pela diminuigdo
da massa seca da semente germinada, nomeadamente hidratos de carbono (e gorduras em menor
proporcéo) que sao utilizados para o crescimento do rebento, levando, portanto, ao aumento da

percentagem relativa de proteina. (37,38,40)

Ainda, foi possivel verificar a diminuicdo do teor de proteina bruta em alguns estudos.
(48-51) Tendo em conta que o balango entre a hidrélise e degradacdo das proteinas de reserva
e a sintese de novas proteinas varia conforme a espécie de leguminosa e as condicdes de
germinacao (tempo e temperatura), infere-se que a discrepancia entre os resultados dos estudos
se deva principalmente ao facto de terem sido utilizados diferentes tipos de leguminosas e/ou
tempos e temperaturas de germinacéo. (6,12,52)

2.4.3.1. Teor de aminodcidos livres

Grande parte dos estudos reportou o aumento do teor de péptidos e do conteldo total de
aminoacidos livres, em rebentos de soja, grdo e feijdo de mungo, potencialmente como
resultado da atividade de endopeptidases (enzimas proteoliticas) que tem lugar durante a fase
de imbibicao da semente. (38,42-44,53) Conforme esta teoria, 0 aumento da atividade destas
proteases, teoricamente motivado pela degradacdo de substancias anti nutricionais inibidoras
de enzimas proteoliticas (taninos e inibidores de proteases), potencia a degradacdo e conversao
das proteinas de reserva (polipéptidos) presentes nos cotilédones em proteinas solUveis de
menor peso molecular (oligopéptidos) que sdo posteriormente hidrolisados por peptidases e

aminopeptidases em aminoacidos livres. (11,38,52,53)
2.4.3.1. Digestibilidade proteica

A estrutura mais simples dos péptidos permite com que sejam mais soltveis e facilmente
absorvidos pelo sistema digestivo em comparacao com as proteinas complexas originalmente
presentes nos vacuolos das células vegetais da semente, possibilitando, deste modo, a libertacéo
de um namero superior de aminoéacidos. (38,51) Considerando que, quanto maior a quantidade
de aminoacidos libertados pelo sistema digestivo, maior sera a digestibilidade proteica, €
possivel estimar que a germinacao podera propiciar o aumento da digestibilidade e qualidade

proteica dos rebentos de leguminosas. (45)

Na prética, diversos investigadores conseguiram corroborar esta teoria através do estudo
da digestibilidade proteica in vitro, com enzimas digestivas, de rebentos de ervilha (51), feijéo
de mungo (51,54), lentilha (51), gréo (54,55) e feijao vermelho (56). Segundo os autores, quanto

maior o tempo de germinagdo, mais elevada serd a digestibilidade proteica dos rebentos.
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Contudo, seria ainda necessario realizar estudos clinicos para confirmar se esta maior
digestibilidade proteica se traduz numa maior biodisponibilidade de proteina e aminoécidos em

humanos.
2.4.3.1. Propriedades organoléticas das proteinas

Adicionalmente, foi observado que a germinacdo pode aprimorar as propriedades
funcionais tecnoldgicas das proteinas presentes nas leguminosas e contribuir para a libertacdo
de moléculas que fornecem sabores agradaveis ao produto final. (39,45,51,53) Gracas a estes
beneficios, denota-se cada vez mais na Industria Alimentar a utilizacdo de farinhas, ou
preparados, a base de sementes de leguminosas germinadas na formulacdo de produtos
alimentares com propriedades sensoriais otimizadas e maior riqueza nutricional, tal como

snacks, massas, bolachas e barras proteicas e produtos de pastelaria. (4,11)

2.3 Riscos microbioldgicos associados a germinacgédo de leguminosas

Apesar dos beneficios nutricionais que podem advir da ingestdo de rebentos de
leguminosas, estes alimentos podem acarretar significantes riscos de origem microbiologica
uma vez que a sua producao envolve condi¢Bes que sao ideais a multiplicacdo e disseminacao
de agentes patogénicos (microrganismos capazes de induzir doencas) — temperaturas quentes,
elevada atividade da dgua e grande disponibilidade de nutrientes. (36,57) Isto, acoplado ao facto
de serem alimentos cada vez mais consumidos crus (prontos a consumir), ou seja, que nao sdo
submetidos a qualquer etapa de processamento que assegure a destruicdo de microrganismos
patogénicos, pde em causa a sua seguranca microbioldgica. (11)

Por esta razdo, nas ultimas décadas, a ingestdo de rebentos de leguminosas, tanto
caseiros como industriais, tem sido relacionada com a ocorréncia de cerca de 50 surtos de
origem alimentar, responsaveis por 2457 hospitalizacGes e 54 mortes numa escala global, entre
1973 e 2011. (58,59) Os principais rebentos associados a origem dos surtos foram rebentos de
alfafa e de feijdo mungo. Entre estes eventos, 0s agentes patogénicos mais frequentemente
isolados foram Salmonella spp, e Escherichia coli produtora de toxina Shiga (stx), ou STEC,
(dos serotipos E. coli O157:H7 e E. coli 0104:H4), sendo que a maioria dos eventos resultou
da contaminacdo de sementes com Salmonella spp. (60) Outros microrganismos como
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Bacillus cereus
foram reportados com menor frequéncia. (60) De acordo com a Autoridade Europeia para a

Seguranca dos Alimentos (EFSA), na maioria dos incidentes, o uso de um unico lote de
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sementes contaminadas foi suficiente para originar surtos em diferentes regifes de um pais e
até em diversos paises. (58) Adicionalmente, verificou-se que niveis baixos de Salmonella spp.,
na ordem dos 4 NMP/kg (equivalendo NMP ao NUmero Mais Provavel), presentes em sementes

destinadas a germinacéo sdo suficientes para provocar um surto. (58)
2.3.1. Salmonella spp.

Salmonella spp. sdo bactérias Gram-negativas pertencentes a familia das
Enterobacteriaceae responsaveis por infecdes intestinais cuja severidade ira depender ndo so
da estirpe patogénica envolvida, como também da idade e estado imunologico do hospedeiro.
(61,62) Mais frequentemente, as infecOes intestinais induzidas por Salmonella spp. levam a
gastroenterites, ligeiras ou mais severas, associadas a sintomas como nauseas e colicas
abdominais seguidos de diarreia com fezes aquosas, febre e vomitos. (63) Por outro lado, em
individuos de risco, nomeadamente criangas, idosos e gravidas, podera ocorrer a entrada e
disseminacdo destas bactérias através da corrente sanguinea, ou seja, poderd desenvolver-se
uma bacteremia possivelmente continua. (63) Como consequéncia disto, poderdo surgir
infecdes invasivas em diversas regides do organismo como 0s 0ss0s, pulmdes, trato urinario e
articulacGes, que podem causar dor e sensibilidade recorrentes nestas regiGes e condicGes

potencialmente fatais como meningite, pneumonia e artrite séptica. (59,62)

De acordo com o relatério da EFSA (2011), entre os surtos de origem alimentar
relatados entre 1988 e 2011, aproximadamente 76% destes surtos foram causados por
Salmonella spp.. No total, o consumo de rebentos contaminados com Salmonella spp causou

cerca de de 3700 casos e uma morte.
2.3.2. Escherichia coli produtora de toxina Shiga

STEC, ou E. coli produtora de toxina Shiga (stx), patdgenos Gram negativos, também
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae. Apesar de a maioria dos serotipos de STEC ser
inofensiva para o ser humano, existe uma subcategoria, dentro das STEC, denominada de E.
coli enterohemorragica (EHEC) que inclui serotipos capazes de provocar danos severos nos
humanos. Neste caso, a estirpe E. coli O157:H7 é responsavel por aproximadamente 75% das
infecBes globais provocadas por EHEC, sendo, por isso, a estirpe prototipo de EHEC. (62)

As infecbes causadas por E. coli O157:H7 podem provocar diarreias assintomaticas ou
leves, potencialmente evoluindo para complicacdes mais sérias como colites hemorragicas
caraterizadas por manifestacfes gastrointestinais como diarreia com sangue, dor abdominal e

vomitos. (59) Para mais, se a toxina conseguir translocar-se do intestino para a circulacdo
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sistémica, ocorre o desenvolvimento de complicagdes sistémicas que podem culminar numa
condicdo potencialmente fatal denominada de sindrome hemolitico urémica (SHU), a qual

induz a destruicéo de eritrdcitos e dano renal. (62)

Entre os surtos compilados pela EFSA, o mais severo envolveu uma estirpe emergente
de STEC, E. coli O104:H4, presente em rebentos de feno-grego, caraterizada por ser
significativamente mais virulenta e resistente a diversos grupos de antibidticos. Este evento
ocorreu em 2011 e envolveu 3793 casos e 2381 hospitalizacbes num total de 11 paises, tendo
causado maior impacto da Alemanha. Como consequéncia da infecdo, 800 individuos

desenvolveram a sindrome hemolitico urémica, dos quais 53 acabaram por falecer.
2.4.1. Microrganismos indicadores de higiene e de alteracéo

Segundo o National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods
(NACMCF ), nem todos 0s microrganismos que podem estar presentes em niveis elevados, em
rebentos, devem ser considerados como um risco para a satde. (64) Dentro da categoria dos
microrganismos inodcuos, ou improvaveis de causar doenca em individuos saudaveis, estéo
incluidos os indicadores de higiene. Os microrganismos indicadores de higiene e de alteracéo
sdo empregues para monitorizar a qualidade sanitaria dos alimentos prontos a consumir e deste
modo prever se as condi¢des de producdo e processamento sdo as adequadas para garantir a
higiene do alimento ou se sera necessario implementar modificagdes ao nivel dos processos
produtivos para atingir este objetivo. (65) Neste contexto, os fungos, 0s microrganismos
aerobios mesofilos e os microrganismos ndo patogénicos pertencentes a familia das
Enterobacteriaceae, como a E. coli ndo patogénica, sdo considerados os principais

microrganismos indicadores da qualidade sanitaria de rebentos prontos a consumir.
2.4.1.1 Fungos

Os fungos sdo microrganismos eucarioticos conhecidos por colonizar e causar
deterioracdo principalmente em produtos de origem vegetal como cereais, oleaginosas e
proteaginosas, conferindo consequentes alteracbes ao sabor, odor, valor nutritivo e a cor destes
produtos. (66) Disseminando-se facilmente no meio ambiente, podem contaminar os alimentos
em qualquer uma das etapas do processo produtivo, sempre que estas etapas ocorram sob
condigdes de humidade elevada e temperaturas amenas. Posteriormente, os fungos podem
transferir-se a outros alimentos situados junto aos produtos contaminados, bem como a

utensilios e equipamentos. (65,67) Outros fatores como a integridade fisica dos gréos, a sua
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microbiota natural e a possivel infestacdo por insetos também contribuem para o crescimento

de fungos nas culturas. (66)

A incidéncia de alguns fungos nos alimentos ndo constitui um risco para a satde publica
devido ao facto de apenas provocarem danos fisicos nos tecidos vegetais que indubitavelmente
denunciam a existéncia de contaminacdo nos alimentos. Ndo obstante, existem espécies de
fungos mais ameagantes a salde que tém a capacidade de sintetizar toxinas indetetaveis, ou
dificilmente detetaveis a olho nu, em alimentos expostos as condi¢des suscetiveis ao
crescimento destes fungos. (68) Tais toxinas, denominadas de micotoxinas, séo metabolitos
secundarios sintetizados por fungos toxigénicos antes da colheita ou durante 0 armazenamento
de produtos vegetais, que, se ingeridas por humanos ou animais, podem desencadear respostas
toxicas agudas, crénicas, teratogénicas e mutagénicas. Dentro desta categoria de fungos, 0s
pertencentes aos géneros Alternaria, Aspergillus, Fusarium e Penicillium sdo os mais

predominantes em sementes de leguminosas. (66,68,69)

Segundo Tournas (2004), a utilizacdo de sementes de leguminosas previamente
contaminadas com fungos para fins de germinacéo tende a ser a principal causa para a presenca
e crescimento de fungos em rebentos de leguminosas. Isto deve-se essencialmente ao facto de
0 processo de germinagdo propiciar um ambiente extremamente favoravel ao crescimento de
fungos e de os rebentos frescos serem substratos ideais para a sua nutri¢cdo e sobrevivéncia.
(67,69) Adicionalmente, ap6s a germinacdo, podera aumentar o numero de fungos durante a
refrigeracdo e comercializacdo dos rebentos. (70) Tango et al. (2018), Kim et al. (2008),
Abadias et al. (2007) e Alonzo et al. (2006) evidenciaram a presenca de niveis elevados de
fungos (7,4 a 7,9 log ufc/g) em rebentos de soja, alfafa, feijdo mungo e em misturas de rebentos
refrigerados e prontos a consumir. Tais niveis elevados podem ser alarmantes considerando que
a degradacdo e o amolecimento progressivo que os fungos provocam aos tecidos vegetais
podera facilitar a penetracdo e proliferacdo de bactérias nos rebentos contaminados. Por outro
lado, poderdo indicar a presenca de micotoxinas nestes alimentos se forem fungos com

capacidade toxinogénica. (70-72)
2.4.1.2 Microrganismos aerébios mesofilos

Os microrganismos aerébios mesofilos sdo microrganismos que crescem e se
desenvolvem dentro de um intervalo de temperaturas entre 30 a 37°C e sob condicdes de
presenca de oxigénio. Sendo ubiquitarios no ambiente podem estar presentes no ar, 4gua, solo,
materias-primas e nas méos de manipuladores. (65) Como tal, é de esperar a sua presenca em

rebentos crus prontos a consumir, podendo estar presentes em niveis de contaminagdo
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superiores a 1x108 unidades formadoras de coldnias por grama (ufc/g). (23,64) Tais contagens
elevadas podem indicar o incumprimento das Boas Préticas de Higiene (BPH) e Boas Praticas
de Manipulacdo (BPM) por parte dos produtores e manipuladores, a ocorréncia de
contaminac®es cruzadas ou a ineficiéncia ou incumprimento da higienizacao dos equipamentos
e superficies. (65) Apesar de ser normal encontrar niveis elevados de microrganismos aerébios
mesdéfilos (CAM) em alimentos minimamente processados, continua a ser pertinente realizar

analises adicionais para identificar os microrganismos responsaveis pelos elevados valores.
2.4.1.3 Enterobacteriaceae ndo patogénicas

As Enterobacteriaceae estdo naturalmente presentes no trato gastrointestinal do Homem
e podem disseminar-se facilmente no solo e em alimentos de origem vegetal. A semelhanca dos
microrganismos aerobios mesofilos, as Enterobacteriaceae podem estar presentes em niveis
elevados em alimentos vegetais prontos a consumir. (65) Em rebentos de leguminosas podem
ser observados niveis acima de 1x10" ufc/g. Tendo em conta que a sua presenca é vista como
sendo normal ou natural em vegetais frescos e crus, € comum recorrer a analise especifica de
coliformes fecais como a E. coli ndo patogénica para aferir a qualidade higiénica de rebentos.
(72) As E. coli ndo patogénicas sdo microrganismos comensais do trato intestinal do Homem
de animais de sangue quente. Por este motivo, sdo 6timas indicadoras de contaminacdes
cruzadas com origem em produtos animais ou vegetais e a sua presenca em alimentos como

sementes germinadas cruas sugere um incumprimento das BPH. (65)

Ainda, apesar de a maioria das estirpes ndo patogénicas de Enterobacteriaceae serem
consideradas como indcuas, algumas, denominadas de patdgenos oportunistas, poderdo
desencadear respostas imunes ou enfraquecer o sistema imunitario em individuos
imunocomprometidos. Por este motivo é desaconselhado o consumo de rebentos crus a este

tipo de populacéo. (57)

2.5. Principais causas da contaminacao de rebentos

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), a contaminag@o microbiologica
de rebentos pode ser justificada por diversos fatores tais como a utilizagdo de sementes
previamente contaminadas, agua contaminada na etapa de embebicdo, meios de germinagdo
contaminados, utensilios, equipamentos ou veiculos previamente mal higienizados; o contato

com animais infetados ou a execucdo de préaticas de manipulagéo, transporte ou armazenamento

18



indevidas, quer pelos retalhistas quer pelos consumidores finais. (73) Na Figura 2.4 é possivel

observar um esquema alusivo as potenciais fontes de contaminacéo dos rebentos.

Conforme o relatado pela EFSA no seu relatorio, a maioria dos incidentes relacionados
com o consumo de rebentos foram causados por sementes contaminadas por bactérias
patogénicas pré-germinacdo. (58) A detecdo destes microrganismos torna-se dificil devido a
sua distribuicdo heterogénea na superficie das sementes. (36) A sua presenca em sementes pode
dever-se a diversas fontes de contaminacdo potencialmente introduzidas antes ou apds a
colheita das sementes, incluindo o uso de fezes de animais contaminadas como adubo
(especialmente em culturas bioldgicas), de solos que em paralelo séo utilizados para pastagem
de animais possivelmente contaminados, de aguas de irrigacdo inadequadamente tratadas ou o

contacto com colaboradores infetados. (36,74,75)

Sementes

Equipamentos e Fontes de contaminacéo de rebentos Animais
manipuladores

Agua de irrigacio

Figura 2.4 - Potenciais fontes de contaminagéo de rebentos. (75)

2.5.1. Mecanismos de colonizacgdo bacteriana

Os microrganismos presentes nas fontes mencionadas, nomeadamente E. coli O157:H7
e Salmonella spp., podem posteriormente migrar e aderir a superficie das sementes através de
flagelos ou fimbrias. (74) Uma vez aderidos as sementes, poderdo sobreviver durante periodos
de tempo prolongados antes da germinacgéo, e multiplicar-se, especialmente se as condic¢des de
armazenamento (temperatura e humidade relativa) forem favoraveis a proliferacdo bacteriana.
Ainda, poderéo também residir nas fissuras ou cavidades de grdo danificados, fornecendo a

estes microrganismos protecdo contra tratamentos quimicos aplicados as sementes. (59,75,76)
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Além de aderir a sementes, sabe-se que E. coli 0157:H7 e Salmonella spp. presentes em fontes
ambientais podem igualmente colonizar e contaminar rebentos por adeséo a planta e posterior

internalizacdo a partir de pequenas aberturas presentes na superficie da planta. (34,75)

Adicionalmente, tem sido observada a ocorréncia natural de biofilmes, isto é, a
formacdo de populagBes elevadas de microrganismos que aderem entre si e a superficie das
raizes e foliolos, em diversas variedades de rebentos comercialmente produzidos. (34) Segundo
Fett (2000), este facto podera ser uma importante causa de preocupacao visto que os biofilmes
poderdo atuar como barreiras protetoras sobre os locais do rebento onde se da a adesdo de
patdégenos humanos como Salmonella spp. e E. coli O157:H7, mantendo-os mais fortemente
aderidos a planta. Como consequéncia da formacao desta camada protetora, e considerando que
os biofilmes sdo significativamente mais resistentes a tratamentos antimicrobianos em
compara¢do com microrganismos individuais, torna-se consideravelmente mais complicado
garantir a remog¢do completa dos patdgenos, quer por meio de métodos fisicos, quer pela
utilizacdo de substancias antimicrobianas. (34,76—78)

Logo, sabendo que a contaminagdo por microrganismos pode ocorrer tanto ao nivel da
semente como ao nivel do rebento, durante o seu crescimento ou apos a sua colheita, torna-se
relevante implementar medidas de controlo ao longo da totalidade do processo de producéo de
rebentos. (59) Estas medidas irdo ser exploradas no subcapitulo 2.6.

2.5.2. Risco microbiologico da germinacdo caseira

E importante referir que apenas uma pequena proporcio das sementes cultivadas pelo
produtor primério é direcionada aos produtores de rebentos. (58) Acresce que, a decisdo do
produtor primario de produzir sementes com este propdsito é muitas vezes realizada ap6s a
colheita. Logo, como os produtores poderdo ndo saber desde um ponto inicial o fim para o qual
se destinam as suas sementes, ndo sdo incentivados a sequir as Boas Préaticas Agricolas (BPA)
e as BPH, nem sdo compelidos a implementar um plano de Anélise de Perigos e Controlo de
Pontos Criticos(HACCP) . (21,58,74) Caso estas sementes, potencialmente contaminadas, nao
sejam devidamente tratadas pelos produtores de rebentos ou consumidores finais num contexto
de germinacdo doméstica, a probabilidade de ocorrer a proliferacdo de agentes patogénicos

durante a germinac&o é elevada. (58)

Por outro lado, ainda que seja garantida a correta descontaminacdo das sementes por
parte dos produtores primarios, como ja foi reiterado previamente, € necessario considerar a

possibilidade de ocorrer a introdugdo de fontes de contaminagdo microbioldgica durante o
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processo de germinacdo, que posteriormente levem a proliferagdo incontrolada de
microrganismos e a insalubridade do produto final. (59) Tal possibilidade pode ser aumentada
numa situacdo de germinacdo caseira, assumindo que grande parte dos individuos que a
realizam ndo aportam conhecimentos microbioldgicos basicos, nem estdo sensibilizados para a

necessidade de incorporacdo de boas préaticas de higiene e de manipulacdo de alimentos.

2.6 Medidas de mitigacao

Na sequéncia da ocorréncia dos primeiros surtos, a Comissdo do Codex Alimentarius
(CAC) divulgou em 2003 o Cdodigo de Boas Praticas de Higiene para frutos e vegetais frescos,
contendo um anexo dedicado aos rebentos. Neste documento, é enfatizada a adogdo de BPAS,
BPHs e de BPM, por parte dos produtores de rebentos, para minimizar o risco de contaminagao
dos rebentos com bactérias patogénicas, em cada etapa do processo produtivo, e garantir a
salubridade do produto final. (21)

2.6.1 Producao de sementes

Durante a producdo de sementes, € recomendada a aplicacdo rigorosa de BPAs e de
BPHs, tal como utilizar &gua de irrigacéo e fertilizantes seguros, prevenir danos mecanicos nas
sementes (que as tornam mais suscetiveis a contaminacao por bactérias e fungos), garantir o
armazenamento e transporte sob condicBes apropriadas e garantir que as sementes sejam

manipuladas por produtores saudaveis que cumpram os requisitos de higiene. (1,11)
2.6.2 Producéo industrial de rebentos

Relativamente a producdo de rebentos, para além da adocdo de BPMs e de BPHs,
aconselha-se a elaboracdo de um plano de HACCP e a aplicacdo dos seus principios durante
todas as etapas da producdo. (58,73) Sdo recomendadas medidas como utilizar 4gua potavel
para a demolha, higienizar as instalacdes e equipamentos, implementar uma cadeia de frio desde
0 ponto final da producdo do rebento até este alcancar o consumidor final e realizar a
descontaminacdo do produto final, conceito este que ira ser aprofundado no subcapitulo 2.7.
(36,60,74) Em geral, os produtores de rebentos e os consumidores, incluindo os que optem por
realizar germinagdes caseiras, devem ser sensibilizados para os riscos microbioldgicos que

podem surgir durante a germinacao de sementes.

21



2.6.3 Producéo caseira de rebentos

Ainda no contexto da germinacdo caseira, sdo recomendadas diversas medidas de
mitigacdo aquando da producao dos rebentos, das quais se destacam: i) preferivelmente adquirir
e utilizar sementes que tenham sido produzidas com o intuito de serem germinadas e que
tenham sido sujeitas a testes preliminares microbioldgicos; ii) privilegiar a lavagem correta das
maos antes de iniciar a manipulacdo de sementes ou rebentos; iii) utilizar 4gua limpa para
embeber as sementes; iv) acondicionar as sementes e 0s rebentos em areas separadas de outros
alimentos crus e de animais; v) colocar os rebentos em recipientes esterilizados e manter em

temperaturas de refrigeracdo. (34)

Segundo a FDA, efetuar a lavagem dos rebentos com &gua corrente podera reduzir a
contaminacdo microbiana, mas ndo a eliminar. Além disso, a reducdo podera nem ser
significativa ja que diversos investigadores reportaram reducdes maximas de microrganismos
aerobios totais entre 0,5 log ufc/g e 1,2 log ufc/g. (34,79,80) Dito isto, € recomendado aos
consumidores, principalmente os imunocomprometidos, e aos preparadores de alimentos
cozinhar inteiramente 0s rebentos antes do seu consumo de modo a eliminar 0os microrganismos

de maior preocupacdo e, logo, reduzir o risco de intoxicacdes alimentares graves. (81)
2.6.4. Legislacao europeia

Apos a publicacdo do parecer cientifico da EFSA sobre o risco constituido por bactérias
patogénicas presentes em sementes e sementes germinadas, foram adotados quatro

regulamentos alusivos a producéo de rebentos, pela Unido Europeia.
2.6.4.1. Regulamento (UE) n° 208/2013

O Regulamento de Execucdo (UE) n° 208/2013 da Comissdo inclui medidas especificas
a ser seguidas para assegurar a rastreabilidade de todos os lotes de rebentos e de sementes
direcionadas a germinacdo que entrem em circulacdo na Unido Europeia. (82) Em especifico,
este regulamento obriga os operadores de empresas produtoras de rebentos ou sementes
destinadas a germinacdo a assegurar, em todas as etapas do processo produtivo e de distribuicgéo,
0 registo e conservacdo de toda e qualquer informacdo associada aos lotes de rebentos e de
sementes destinadas & germinacdo, bem como a transmiti-la ao operador seguinte. Para
satisfazer os requisitos de rastreabilidade, os operadores primarios deverdo elucidar o volume
de rebentos ou sementes fornecidas ao operador seguinte, 0 nome e enderego do operador
seguinte ou do destinatario caso for diferente deste, a referéncia do lote e a data de expedicao.
(21,82)
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2.6.4.2. Regulamento (UE) n° 209/2013

O Regulamento (UE) n° 209/2013 da Comisséo, que altera o Regulamento (CE) n°
2073/2005, estabelece critérios microbioldgicos adicionais aplicaveis a rebentos e, como
alternativa, a aguas de irrigacdo usadas na sua producdo, bem como indica a frequéncia de
amostragem minima para 0s operadores que produzem rebentos que ndo tiverem aplicado um

sistema de HACCP, com eficacia comprovada, no seu estabelecimento. (83)

Nos termos deste regulamento, & obrigatoria a realizacdo de testes preliminares
microbiologicos para Salmonella spp. e seis serotipos de STEC pelo menos uma vez por més e
na fase em que a probabilidade de encontrar estes patégenos € maior ou, pelo menos, 48 horas
apos o inicio da demolha das sementes. (84) Para tal, os produtores de rebentos devem fazer
germinar uma amostra representativa de todos os lotes de sementes (0,5% do peso de cada lote
em subamostras de 50g) e apenas utilizar os lotes que satisfagcam os critérios microbiolédgicos

para a producdo de rebentos prontos a consumir. (84)

De modo a satisfazer estes critérios e, por sua vez, aprovar a entrada dos rebentos no
mercado, devera ser descartada a presenca de STEC e Salmonella spp. em cinco amostras de
25¢ de cada amostra representativa previamente germinada. Caso contrario, os rebentos terdo
que ser submetidos a um tratamento posterior que garanta a eliminacdo do perigo. Se este
tratamento ndo for eficaz, serd interdita a colocacdo no mercado dos rebentos do lote

contaminado. (83)

Para além de cumprir os critérios microbioldgicos descritos, os rebentos frescos deverao
também satisfazer o critério de seguranca relativo a pesquisa de Listeria monocytogenes vigente
no Regulamento (CE) n°2073/2005. Antes da colocacdo dos rebentos no mercado, devera ser
garantida a auséncia de L. monocytogenes em cinco amostras de 25g de cada lote. Apos a sua
colocagdo no mercado, as amostras poderdo conter até 100 ufc/g de L. monocytogenes durante
0 seu periodo de vida dtil, sendo que este critério apenas se aplica a rebentos que nao tenham
sido sujeitos a tratamentos quimicos, fisicos ou bioldgicos aplicados com o intuito de reduzir o
risco microbioldgico. (85) Em alternativa a testagem dos lotes, os operadores das empresas que
produzem rebentos poderdo optar por testar as 4guas de irrigacdo usadas na operacgao, caso
incluam um plano de amostragem especifico a sua testagem. Os rebentos poderdo entrar no
mercado apds comprovada a auséncia de STEC e Salmonella spp. em 200 mL de agua de
irrigacdo usada. (83)
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2.6.4.3. Regulamento (UE) n° 210/2013

O Regulamento (UE) n° 210/2013 da Comisséo fornece disposi¢des para a aprovacgao
de estabelecimentos que produzem rebentos. Segundo este regulamento, os estabelecimentos
em questdo deverdo permitir a aplicacdo de BPH, nomeadamente praticas que fornecam
protecdo contra a eventual contaminacéo dos géneros alimenticios entre e durante todas as fases
de producdo, tal como a limpeza, desinfe¢éo (sempre que necessario), e armazenamento correto
dos utensilios e equipamentos de trabalho. Regra geral, qualquer superficie que entre em
contato com os géneros alimenticios (equipamentos, utensilios, bancadas) devera aparentar
bom estado de conservacdo e integridade e permitir que permaneca limpa e devidamente
desinfetada. (86)

2.6.4.4. Regulamento (UE) n° 211/2013

O Regulamento (UE) n° 211/2013 da Comissdo dispde requisitos de certificacao
aplicaveis as importacOes de remessas, ou quantidades, de rebentos e de sementes destinadas a
germinacdo ao nivel da Unido Europeia. Com base neste regulamento, € apenas aprovada a
importacdo, ou expedicdo a paises terceiros, de remessas de sementes e/ou rebentos
acompanhados de um certificado conforme ao modelo disposto no regulamento, o qual
comprova que os rebentos e/ou sementes foram produzidos sob condi¢des que satisfazem os
requisitos de rastreabilidade (Regulamento de Execucdo (UE) n.o 208/2013), os critérios
microbiol6gicos (Regulamento (UE) n.o 209/2013 da Comisséo) e as disposicdes de higiene
aplicaveis aos estabelecimentos que produzam este tipo de géneros alimenticios (Regulamento
(UE) n.o. 210/2013 da Comisséo). (87)

2.7 Métodos de descontaminacéo

A nivel da Unido Europeia, ndo ha um consenso cientifico no que se refere a adocéo de
tratamentos de descontaminacdo microbioldgica aplicados a sementes destinadas a germinacgéo
e/ou a rebentos. Neste sentido, os produtores de sementes e/ou rebentos apenas podem

incorporar os tratamentos aprovados pela autoridade nacional competente. (84)
2.7.1. Sementes

A descontaminacdo aplicada as sementes, antes da sua germinacéo, € compreendida
como sendo uma estratégia de mitigacao adicional que € meramente facultativa. (58) Em alguns

paises membros da Unido Europeia sdo aplicados métodos que envolvem o uso de desinfetantes
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quimicos como hipoclorito de célcio, hipoclorito de sodio e acido peracético, a aplicacdo de um
tratamento térmico ou uma mistura de ambos. (36) Contudo, é extremamente dificil desenvolver
um método de descontaminacdo que garanta a eliminacdo razoavel de contaminantes
bacterianos nas sementes sem afetar a sua viabilidade, germinacao, o crescimento do rebento e
0 seu contetido nutricional. Adicionalmente, 0 método teria de ser otimizado conforme o tipo
de leguminosa, visto que espécies distintas poderdo apresentar diferentes sensibilidades ao

mesmo tratamento. (36,58,84)

Dito isto, varios esforcos tém sido despendidos com o fim de elaborar um método ideal
que assegure a descontaminacdo de sementes reservadas a producdo de rebentos de
leguminosas. (88) Diversos investigadores estudaram a efetividade de métodos fisicos, como
altas temperaturas, altas pressdes e irradiacdo, métodos biolégicos como a introducdo de
microrganismos antagonistas e métodos quimicos baseados no uso de cloro, ozono, acidos
organicos ou agua eletrolitica como desinfetantes. (11,26,60,74) Embora alguns destes métodos
tenham levado a uma reducdo significativa da carga microbiana patogénica em sementes
previamente inoculadas, nenhum tratamento fisico, quimico ou biol6égico conseguiu até agora

assegurar a eliminacdo completa de microrganismos patogénicos nas sementes tratadas.

Isto pode ser preocupante considerando que, como ja foi mencionado previamente,
baixos niveis de popula¢des patogénicas presentes em sementes previamente descontaminadas
podem evoluir a niveis mais significantes e alarmantes apds a sua germinacgdo. A titulo de
exemplo, Saunders e Everis (2014) demonstraram que reducdes significativas no numero de
celulas de E. coli O157:H7 e Salmonella presentes em sementes de feijdo mungo néo foram o
suficiente para impedir o crescimento destes microrganismos nos rebentos resultantes. (89)
Além disso, muitos destes métodos acabam por afetar a viabilidade e taxa de germinacdo das
sementes estudadas e é desconhecido o seu efeito na qualidade nutricional da semente
germinada. (26,36,58,88)

2.7.2. Rebentos industrializados

Quanto a descontaminacéo de rebentos comercialmente produzidos, existem diversos
métodos que podem ser aplicados de modo a maximizar a vida de prateleira e minimizar a perda
de conteudo nutricional dos rebentos. Entre estes, os mais eficazes sdo 0s que combinam
tratamentos fisicos, como ultrassons, irradiacdo e tratamentos térmicos curtos, com tratamentos

quimicos a base de acidos organicos, hipocloritos ou bacteoricinas. (36,75,90,91)
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2.7.3. Rebentos caseiros

Em relacdo a descontaminacdo de rebentos caseiros, por outro lado, ha informacéao
muito limitada relacionada com os métodos de descontaminacéo, ou que permitam a reducédo
da contaminacéo, mais eficazes. Alguns estudos testaram o uso de diferentes concentracGes de
acidos organicos na descontaminagdo de rebentos de leguminosas, os quais podem facilmente
ser obtidos pelos consumidores. (89,92,93) Em termos de efetividade, o 4cido acético e o acido
citrico tém demonstrado resultados melhores, mas em concentracdes que dificilmente seriam
acessiveis ao publico geral (até 30%). (89) Por outro lado, a aplicacdo de concentracGes
inferiores de acido citrico ou acético (2% a 5%) implica um tempo de tratamento prolongado
OuU a sua conjugagdo com outros tipos de tratamentos para garantir a descontaminagéao eficaz
dos rebentos. (92,93)

Em paises asiaticos diversos tipos de tratamentos térmicos sdo empregues na preparacdo
de rebentos crus. (92) Neste contexto, a aplicacdo de tratamentos térmicos himidos podera ser
um método elegivel para reduzir a descontaminacdo de rebentos e prolongar a sua vida de
prateleira visto que o calor humido consegue inativar as células bacterianas ao afetar
principalmente a membrana celular e as enzimas proteicas. (75,94) Quando é controlada a sua
temperatura e duracgdo, este tipo de processamento pode preservar a aparéncia original e a
qualidade fisica dos rebentos, bem como minimizar a perda de nutrientes durante o processo.
(41) No ambito da germinacao caseira, 0 uso destes métodos podera ser mais pratico para o
consumidor considerando que implica a execucdo de técnicas simples e acessiveis que podem
ser adaptadas aos tipos de equipamentos que ja se encontram presentes em cozinhas de

domicilios comuns.
2.7.3.1. Tratamentos térmicos humidos

Um ndmero limitado de autores dedicou-se a estudar o efeito da aplicacdo de
tratamentos térmicos humidos com diferentes técnicas e bindGmios de tempo-temperatura na

qualidade microbioldgica de rebentos de feijdo mungo (92,95), soja (96,97) e alfafa (92).

Kim et al. (2008), aplicaram uma técnica de branqueamento (100°C/8min), com o
auxilio de um fervedor de &gua, em rebentos de soja e denotaram uma reducdo nas contagens
de microrganismos mesofilos, psicrofilos e anaerdbios até niveis aceitaveis. Ao aplicar uma
etapa adicional de pasteurizacao sous vide (70°C/2min), posterior ao branqueamento, ndo foi
possivel detetar quaisquer microrganismos. Contudo, verificou-se uma reducdo no contetdo de

acido ascorbico de 59% apds o branqueamento e de 70% ap0s a pasteurizagdo (98).
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Phua et al. (2014) observaram uma reducdo significativa nos niveis de contaminacéo de
E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e microflora natural, em rebentos
de feijdo mungo previamente inoculados com as estirpes patogénicas, apds aplicar um
tratamento humido (70°C/20s) baseado no aquecimento de dgua desionizada esterilizada com
uma placa de aquecimento. No entanto, apesar de ter sido atingida uma reducéo significativa
da carga microbiana, o método ndo levou a eliminacdo completa dos microrganismos

patogénicos e impactou ligeiramente os atributos fisicos dos rebentos. (95)

Pao et al. (2008) emergiram rebentos de alfafa e feijdo mungo, previamente germinados
a partir de sementes inoculadas com estirpes de Salmonella enterica, num banho de dgua quente
e com diferentes bindmios de temperatura-tempo. Antes do tratamento, os rebentos de alfafa e
feijdo mungo continham respetivamente um nivel de contaminacgéo equivalente a 7.6 log ufc/g
e 6.9 log ufc/g de Salmonella enterica. Em seguida aos tratamentos térmicos com 70°C/10s,
80°C/5s, 90°C/3s e 100°C/3s verificou-se uma eliminacdo completa das culturas de Salmonella
nos rebentos de alfafa. Nos rebentos de feijdo mungo, a eliminacdo foi observada com os
bindmios 70°C ou 80°C/20s, 90°C/10s e 100°C/5s. Ainda, os autores apontam para a
necessidade de ser estudado o impacto destes bindbmios ao nivel das caracteristicas

organoléticas dos rebentos e da sua aceitagdo sensorial. (92)

Com base nos estudos supramencionados, denota-se que os tratamentos baseados em
calor himido devem continuar a ser investigados e otimizados para garantir a seguranca e

qualidade de produtos germinados.

3. Materiais e métodos

Neste capitulo estardo descritos as amostras, equipamentos, reagentes, meios e métodos
empregues ao longo do processo de germinagdo das leguminosas, da analise da seguranca
microbiologica e da qualidade proteica dos rebentos e da subsequente andlise estatistica dos
dados obtidos. A elaboracdo do presente estudo teve lugar no Laboratério de Quimica do
Departamento de Alimentagdo e Nutri¢do do Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge,

I. P. (INSA) sob a orientacdo da Dra. Carla Motta e da Dra. Rosélia Furtado.
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3.1 Amostras

No mercado foram adquiridas sementes de feijdo mungo, lentilha e grdo-de-bico
proprias para germinar e provenientes de agricultura bioldgica certificada, bem como sementes
de feijdo frade, feijdo encarnado e feijao branco oriundas de agricultura bioldgica caseira.

3.2 Testes prévios de germinacao

Inicialmente foram realizados diversos testes de germinac¢do com o intuito de identificar
as leguminosas com maior capacidade para germinar e consequentemente produzir rebentos
desenvolvidos e presuntivamente ediveis durante o periodo de tempo de germinacéo estipulado.
No final foram selecionadas as leguminosas que cumpriram com estes critérios. Na Figura 3.1

apresentam-se as amostras de leguminosas germinadas.

Figura 3.1 - Sementes de feijao frade (a), feijdo mungo (b), lentilha (c), gréo (d),
feijao branco (e) e feijdo encarnado (f) ap6s 48 horas de germinagédo a 25°C.

Com o objetivo de mimetizar o processo de germinacdo em diferentes momentos do
ano, aplicaram-se duas temperaturas de germinacdo (18°C e 25°C), correspondentes a
temperatura média no interior das casas portuguesas durante a estacdo média e o verdo.
Adicionalmente foram aplicados dois tempos de germinacao, 24 horas e 48 horas.

As amostras foram lavadas, colocadas em duplicado em caixas de petri, cada uma
identificada com a respetiva temperatura de germinacdo, e demolhadas em &gua da torneira
durante 24 horas. Posteriormente foram escorridas, novamente lavadas com agua, e dispostas
sob folhas de papel de filtro previamente humedecidas, dentro das caixas de petri

correspondentes. As amostras foram logo colocadas nas respetivas estufas para dar inicio a
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germinacdo. Apos cada 24 horas analisou-se o aspeto e comprimento dos rebentos. Apds cerca
de 48 horas de germinacgéo o feijdo encarnado comecou a desenvolver bolores, indicando que
as sementes ndo estavam viaveis para germinar. Por esta razdo, foi retirado da amostragem. O
feijao branco foi igualmente descartado visto que poucas sementes conseguiram germinar apos
48 horas. Com base nestas observagdes, as leguminosas selecionadas para as posteriores
andlises foram as sementes de feijdo mungo, feijao frade, grao-de-bico e lentilha.

3.3 Medicdo do comprimento dos rebentos

Tendo em conta que as sementes foram germinadas durante um méximo de 48 horas,
nenhuma amostra germinada chegou a desenvolver epicotilos ou raizes secundérias, tendo
apenas demonstrado a emergéncia do hipocotilo. Logo, de forma a avaliar o crescimento dos
rebentos foi medido o hipocotilo de cada leguminosa germinada sob as diferentes condicdes de
temperatura e tempo de germinacdo. Para tornar a analise mais rigorosa mediu-se o

comprimento de trés rebentos, aleatoriamente selecionados, pertencentes a mesma amostra.
3.4 Germinacédo em condicbes controladas

Para a producdo dos rebentos destinados a andlises microbioldgicas foi utilizado
material e &gua esterilizados de modo a evitar a introducéo de fontes externas de contaminacao
e garantir as melhores condicGes de higiene aguando da germinacdo das sementes. Como
material de germinacao foram empregues recipientes de porcelana provenientes do Laboratorio
de Microbiologia (Figura 3.2). Esta decis@o prendeu-se na possibilidade de germinar amostras
em maior quantidade, comparativamente com a capacidade das placas de petri utilizadas nos
testes prévios de germinacdo, e de serem, no geral, mais convenientes durante a manipulacao e

pesagem dos rebentos.

Figura 3.2 — Recipientes utilizados durante a germinag&o das leguminosas.
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Leguminosas secas (4 amostras)

e

Lavagem com Agua esterilizada

e
Demolha em agua esterilizada (24h)

h

Germinacio
Temperatura - 18°C, 25°C
Tempo - 24h, 48h

l

Tratamento térmico (Tt, as 48h)

l

Subamostras
(1) Semente demolhada
(2) 24h 18°C; (3) 48h 18°C
(4) 24k 25°C; (5) 48h 25°C
(6) Tt 18°C; (7) Tt 25°C

Figura 3.3 - Esquema de germinagéo

Depois de lavadas com agua esterilizada, cada amostra de leguminosa seca foi dividida
em duas amostras de 35 gramas, cada uma correspondendo a uma temperatura de germinacao.
As sementes foram posteriormente demolhadas em agua esterilizada durante 24 horas, a
temperatura ambiente. Finalizada a demolha, as sementes foram escorridas e lavadas
novamente com &gua esterilizada tendo sido separada uma porcao delas para realizar as analises
microbioldgicas antes de serem colocadas nas estufas respetivas. Apos 24 horas de germinacao
as amostras foram retiradas das estufas e foi novamente separada uma porcao de cada amostra
para a analise microbiolédgica. Antes de devolver as amostras as estufas, foi adicionado cerca
de 30 mL de agua esterilizada as sementes remanescentes de modo a evitar a desidratacdo das
sementes e promover a sua germinacdo. No final das 48 horas foi separada a quantidade de
amostra necessaria para as analises e 0s rebentos remanescentes foram submetidos a um
tratamento térmico, que ira ser posteriormente descrito. Como se pode visualizar na Figura 3.3,

foram obtidas 7 subamostras por cada amostra inicial de leguminosas.
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3.5 Tratamento térmico dos rebentos

Para a execucdo do tratamento térmico dos rebentos foi adaptado o procedimento
proposto por Pao et al. (2008). Entre os bindmios de temperatura-tempo utilizados com sucesso
pelos autores - 70°C/20s, 80°C/20s, 90°C/10s ou 100°C/5s - optou-se por testar apenas o
segundo (80°C/20s), visto que ha maior dificuldade e probabilidade de erro experimental
quando se utilizam tempos de tratamento mais curtos. Com o objetivo de aplicar o tratamento

a rebentos prontos a consumir, optou-se por apenas tratar termicamente os rebentos com 48

horas de germinagéo.

Figura 3.4 — Maquina de vacuo Figura 3.5 - Amostras embaladas a vacuo Figura 3.6 - Banho-maria

Ap0s atingir o 2° dia de germinacdo, pesou-se 10g de cada amostra para sacos proprios
para vacuo, procedeu-se ao seu embalamento a vacuo (Figuras 3.4 e 3.5) e conservou-se em
refrigeracdo a 4°C durante aproximadamente 24 horas. No dia seguinte regulou-se um banho-
maria (Figura 3.6) a 80°C, retirou-se 0s sacos com os rebentos do frigorifico e procedeu-se a
imersdo de cada saco no banho-maria durante 20 segundos. Em seguida as amostras foram
colocadas num recipiente com agua fria e termoacumuladores durante 3 minutos para provocar
um choque térmico aos rebentos e diminuir o desenvolvimento de microrganismos. Apds 0s 3
minutos retirou-se os sacos do recipiente com agua fria, secou-se e passou-se alcool pela sua

superficie antes de proceder para a analise microbioldgica.

3.6 Anédlise da qualidade microbiologica

A anéalise da qualidade microbiolégica das amostras foi realizada no Laborat6rio de

Microbiologia do Departamento de Alimentacao e Nutrigdo do INSA sob condigGes controladas
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e de acordo as praticas laboratoriais dispostas na Norma 1SO 7218. (99) Na Tabela 6 encontra-

se um resumo dos meios de cultura e métodos aplicados para as analises realizadas.
3.6.1. Contagem de microrganismos indicadores de higiene

Para a contagem de microrganismos aerobios mesoéfilos, Enterobacteriaceae, E. coli ndo
patogénica e fungos cumpriu-se estritamente os critérios referidos nas Normas 1SO 4833-1,
1ISO-21528-2, EN/ISO 16649-2 e 1SO 21527-1 respetivamente. (100-103) Recolheu-se, com 0
auxilio de uma colher esterilizada, 10 g de amostra demolhada (semente crua demolhada),
amostra germinada durante 24 horas e 48 horas e amostra germinada tratada com agua quente.
As amostras foram pesadas para sacos de amostras, adicionadas de 90 g de &gua peptonada
tamponada (BioMérieux) e homogeneizadas no aparelho Stomacher Circulator (Lab Blender
400) durante um ciclo de 60s a 230 rpm, obtendo-se assim a suspensdo-mae (diluigdo 101). A
partir de cada suspensdao-mée foram feitas dilui¢fes seriadas. Para a primeira dilui¢do pipetou-
se 1 mL da suspensdo mde para um tubo de ensaio contendo 9 mL de Caldo Triptona-Sal
(Biokar) e homogeneizou-se com o0 vortex mixer, repetindo-se 0 mesmo procedimento para as

diluicdes posteriores. O esquema de diluicdes esta representado na Tabela 2.

Tabela 2 - Esquema de dilui¢des das amostras.

Semente Amostra germinada Amostra germinada | Amostra germinada tratada

SIS demolhada durante 24h durante 48h com 4gua quente

Diluigao final 10 10 10° 10

3.6.1.1. Contagem de microrganismos aerdbios mesoéfilos (1SO 4833-1)

Com o objetivo de enumerar microrganismos aerébios mesofilos, usou-se 0 meio nao
seletivo Plate Count Agar (PCA), que € composto por nutrientes favoraveis ao crescimento e
metabolismo da maioria das bactérias — triptona, extrato de levedura e glucose.

Da suspensdo-mée e diluicbes seriadas previamente descritas pipetou-se 1 mL e
dispensou-se em placas de petri vazias. Em seguida incorporou-se ao inoculo cerca de 15 mL
de meio PCA (Biokar) e homogeneizou-se com recurso a movimentos circulares. Apos a
solidificacdo do meio as placas foram invertidas e incubadas a 30°C por 72 horas sob condicdes
aerobias. A contagem das coldnias presentes foi feita segundo a norma ISO 4833-1 e 0s

resultados foram expressos de acordo com a norma ISO 7218.
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3.6.1.2. Contagem de Enterobacteriaceae (1SO 21528-2)

As Enterobacteriaceae sdo bactérias Gram negativas que fermentam a glucose. Para a
sua contagem é utilizado meio seletivo Violet Red Bile Glucose (VRBG), que é composto por
sais biliares e cristal de violeta que inibem as bactérias Gram positivas, glucose e um indicador

de pH que altera a cor do meio para vermelho quando ocorre a degradagao da glucose do meio.

Da suspensdo-mae e correspondentes diluigOes seriadas pipetou-se 1 mL em caixas de
petri vazias e incorporou-se cerca de 15 mL do meio de cultura VRBG (Biokar), com
movimentos circulares até o meio solidificar. Adicionou-se e incorporou-se outra camada (5 a
10 mL) de meio VRBG a placa para garantir condi¢des de semi-anaerobiose, visto que algumas
enterobactérias usam a glucose por via fermentativa. De seguida, arrefeceu-se e inverteu-se as
placas e incubou-se a 37°C por 24 horas. No dia seguinte efetuou-se a contagem das coldnias
tipicas de coloracdo violeta/cor-de-rosa conforme a norma 21528-2 e procedeu-se aos testes de

confirmag&o apenas nas placas contendo menos de 150 ufc/g.

Para garantir que as coldnias tipicas presuntivas pertencem a familia das
Enterobacteriaceae, torna-se necessario realizar testes bioquimicos, nomeadamente o teste da
oxidase e da fermentacdo da glucose. As colodnias testadas deverdo ser oxidase negativas e
glucose positivas dado a que as enterobactérias ndo possuem a enzima citocromo oxidase e sao

capazes de fermentar a glucose.
3.6.1.2.1. Teste da oxidase (I1SO 21528-2)

Para o teste da oxidase, dividiu-se uma placa de Tryptone Soy Agar (BioMérieux) em 5
seccOes. A partir das placas de VRBG previamente incubadas, escolheu-se 5 colonias tipicas
presuntivas e, com ansa esterilizada, picou-se cada colonia e transferiu-se para 0 meio TSA
(meio ndo seletivo) sob a forma de estrias, realizando-se uma sementeira por esgotamento. Esta
transferéncia para meio nao seletivo teve como objetivo permitir, sem quaisquer restricdes, 0
desenvolvimento das coldnias selecionadas de modo a possibilitar a realizacdo dos testes
bioquimicos. Apos incubadas as placas de TSA a 37°C por 24 horas, colocou-se 2 a 3 gotas do
reagente, indofenol oxidase, num pedaco de papel de filtro e, uma a uma, testou-se cada colonia
ao passar uma ansa de inoculacdo na colonia e posteriormente tocar com a cultura no local do
papel onde foram colocadas as gotas do reagente. O resultado é considerado como negativo se,

apos 10 segundos, a cor do papel de filtro ndo se alterar para uma tonalidade arroxeada escura.
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3.6.1.2.2. Teste fermentacao da glucose (ISO 21528-2)

De seguida, para o teste da fermentacdo da glucose foram utilizados tubos de ensaio
contendo meio semissolido OF Glucose Agar (Biokar). As colonias oxidase negativas foram
individualmente inoculadas por picada central no meio previamente regenerado e cobriu-se a
superficie de cada tubo com cerca de 1cm de parafina para criar condi¢es de anaerobiose e por
sua vez garantir que as bactérias realizem a fermentacdo. Os tubos foram incubados a 37°C por
24 horas. Considera-se o resultado como positivo se 0 meio desenvolver uma cor amarela ou

negativo se finalizar o periodo de incubacdo com uma cor esverdeada.

No final, com base no nimero de colénias confirmadas como Enterobacteriaceae,

foram expressos o0s resultados das contagens segundo a norma 1SO 7218.
3.6.1.3. Contagem de Escherichia coli (EN/ISO 16649-2)

A contagem de E. coli B-D-glucuronidase positivas foi feita por meio de uma sementeira
de incorporacdo em meio seletivo Tryptone Bile X-Glucoronidase (TBX). O meio TBX contém
sais biliares que inibem o crescimento de bactérias Gram-positivas e um substrato cromogéneo

(BCIG) que, ao ser clivado pela enzima B-D-glucuronidase forma um precipitado de cor azul.

Foi pipetado 1 mL da suspensdo-mae para uma placa de petri a qual posteriormente se
incorporou 15 mL de meio de cultura TBX (Biokar) com movimentos circulares. Apos o seu
arrefecimento, as placas foram invertidas e incubadas especificamente a 44°C por 18 a 24 horas.
Esta temperatura de incubagdo deve ser respeitada visto que outro microrganismos B-D-
glucuronidase positivos podem crescer no mesmo meio sob temperaturas mais baixas. As
colodnias foram posteriormente contadas segundo o disposto na Norma 1SO 16649-2, sendo que
as tipicas deverdo apresentar uma coloracdo cor azul-turquesa. Os resultados foram

posteriormente expressos com base na Norma 1SO 7218.
3.6.1.4. Contagem de fungos (ISO 21527-1)

Para a contagem de fungos utilizou-se o meio seletivo Dicloran Rose-Bengal
Cloranfenicol Agar (DRBC). Este meio é constituido por nutrientes que garantem o
crescimento de leveduras e bolores (peptonas e glucose), um antibidtico que reforca a
seletividade do meio (cloranfenicol), um pigmento cor-de-rosa que é assimilado pelas leveduras
e facilita a sua contagem (rosa bengala) e sulfatos de cobre e zinco que induzem os bolores a

produzirem pigmentos.
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Foram pipetados 0,1 mL, 0,3 mL, 0,3 mL e 0,4 mL da suspensdo-mde e 0,1 mL das 2
diluicBes seguintes (102 e 10°) em placas com o0 meio DRBC (Biokar), efetuando-se uma
sementeira por espalhamento a superficie com recurso a espalhadores esterilizados. As placas
foram posteriormente incubadas, sem inverter, a 25°C durante 5 dias. Com base na norma ISO
21527-1 foi efetuada a contagem, em separado, das colonias de leveduras, que sdo tipicamente
pequenas, lisas e opacas, e dos bolores, que apresentam micélio e podem exibir diversas cores
dependendo da espécie. Os resultados foram posteriormente expressos de acordo com a Norma
ISO 7218.

3.6.2. Calculo e expressdo de resultados (1SO 7218)

O numero de microrganismos (N) presente em cada amostra corresponde a media entre duas

diluicdes sucessivas segundo a seguinte formula:

N >C
C Vx1llxd

Em que:

> C E asoma das colonias tipicas contadas na placa, sempre que contenha no minimo 10

colonias.
V E o volume do inéculo dispenso em cada placa, em mililitros
d E a diluicdo (10™) correspondente & primeira diluicio contavel.

Os resultados das contagens das colonias foram arredondados com dois algarismos
significativos e apresentados como log ufc/g.

3.6.2.1. Critérios microbioldgicos aplicados

De modo a classificar a qualidade microbioldgica das sementes e respetivos germinados
e, por sua vez, a sua aceitabilidade e disponibilidade para consumo, empregou-se como forma
de critérios microbioldgicos os valores-guia microbiologicos recomendados para a avaliacéo de
produtos prontos para consumo. Considerando que as sementes germinadas sé@o produtos
horticolas crus, foram utilizados os critérios aplicaveis ao Grupo 3B de alimentos prontos para
consumo — Frutos e produtos horticolas crus minimamente processados. Nas Tabelas 3 e 4

estdo evidenciados os valores-guia aplicados para cada parametro microbioldgico.
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Tabela 3 - Parametros microbiologicos e respetivos valores-guia (INSA) utilizados na avaliacdo da

aceitabilidade microbioldgica das amostras.

Microrganismos indicadores de higiene Satisfatorio Questionéavel Néo satisfatorio
Microrganismos aerébios mesofilos <10° 108- <108 >108
Enterobacteriaceae a 37°C <10° 10°- <108 >10°
. . <10 ufc/g (Néo x -
Escherichia coli detetado) Né&o aplicavel >10 ufc/g
Leveduras <10° 105- <106 >106
Bolores <5x102 5x10?- <103 >103

Tabela 4 - Parametros microbiologicos e respetivos valores-guia (INSA) utilizados na avaliacdo da

seguranca microbioldgica das amostras.

. . .. . .. " . , . Nao satisfatério/Potencialmente
Microrganismos patogénicos  Satisfatério N&o satisfatdrio

perigoso
Listeria monocytogenes N&o detetado Detetado >102
Salmonella spp. N&o detetado N&o aplicavel Detetado

3.6.2.2. Interpretacdo da qualidade microbiol6gica das amostras

A interpretacdo da qualidade microbiol6gica das amostras analisadas foi efetuada com
base nos resultados obtidos para cada parametro microbioldgico supramencionado, de acordo
com 0s niveis descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Niveis utilizados para interpretar a qualidade microbiolégica das amostras analisadas.

Nivel da qualidade

microbioldgica Significado

Satisfatorio Todos os parametros tém resultados satisfatérios

Um ou mais do que um parametro tem um resultado questionavel e

uestionavel x e . .
Q nenhum resultado néo satisfatorio ou potencialmente perigoso

Um ou mais do que um parametro tem um resultado nao satisfatorio e

Néo satisfatorio . .
nenhum resultado potencialmente perigoso
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Nao satisfatorio/Potencialmente  Um ou mais do que um parametro tem um resultado nao

perigoso satisfatorio/potencialmente perigoso

3.6.3. Pesquisa de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
3.6.3.1. Sistema VIDAS® (BioMérieux)

O Vitek® Immuno Diagnostic Assay System (VIDAS®) é um sistema de imunoensaio
multiparamétrico que foi utilizado para detetar antigénios de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes, através de um ensaio imunoenzimatico denominado de Enzyme Linked
Fluorescent Assay (ELFA). O equipamento é composto por um modulo analitico dividido em
5 seccdes independentes, cada uma contendo 6 subdivisGes onde se introduzem as amostras,
um fluorimetro (detetor) e um software multi-task através do qual se pode identificar a amostra,

selecionar o teste a realizar e visualizar os resultados. (104)

O VIDAS® dispde ainda de kits compostos por barretes e cones (SPR®) especificos a
detecdo de um determinado antigénio. Cada barrete, para a qual é inicialmente pipetada a
amostra, contém 0s reagentes necessarios a reacdo imunoenzimatica (diluente, solucdo de
lavagem, enzima) e uma cuvette onde é medida a fluorescéncia da reacdo. Os cones atuam como
a fase sélida da reacdo e dispdem no seu interior os anticorpos que apresentam afinidade aos
antigénios a ser detetados, sendo o0s responsaveis por pipetar e dispensar continuamente a
amostra, da barrete para o sistema, em conjunto com os reagentes da reacdo. (104) Para as
pesquisas realizadas no presente trabalho foram utilizados os kits VIDAS® SLM e VIDAS®

LMO2, especificos a detecdo de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, respetivamente.

Na presenca do antigénio bacteriano alvo (analito) na amostra a ser analisada, este se ira fixar
ao anticorpo primario que se encontra adsorvido no cone (anticorpo de captura) e os restantes
antigénios, isto é, os que ndo se fixaram, sdo removidos por lavagem. Posteriormente, é
dispensado pelo cone o anticorpo secundario que se encontra covalentemente conjugado a
enzima fosfatase alcalina e que se ira fixar apenas ao antigénio fixado ao anticorpo primario,
resultando numa reacdo imunoenzimatica do tipo sandwich. Em seguida, ao ser pipetado o
substrato cromogéneo (4-metilumbeliferil fosfato), a fosfatase alcalina reage com este e catalisa
a sua hidrdlise resultando assim num produto colorido cuja fluorescéncia € medida a 450 nm e
posteriormente emitida e visualizada sob a forma de um sinal fluorescente. Conforme a

concentragdo do produto colorido produzido e, por conseguinte, a intensidade do sinal
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fluorescente emitido, o sistema fornece um valor de teste a amostra e o resultado é entdo

deduzido como positivo ou negativo (detetado ou ndo detetado em 25g/25mL).
3.6.3.2 Pesquisa de Salmonella spp (EN/ISO 6579-1)

Para a pesquisa de Salmonella spp. foram respeitadas as regras dispostas nas Normas
EN/ISO 6579-1. (105) Realizou-se inicialmente um pré-enriquecimento em meio ndo seletivo
(&gua peptonada tamponada) com o objetivo de promover o desenvolvimento das colénias de
Salmonella e, deste modo, aumentar a sensibilidade do método de detecdo. Pesou-se 25 g de
cada amostra germinada durante 48 horas para sacos de colheita, adicionou-se 225 mL de agua

peptonada tamponada (BPW), homogeneizou-se e levou-se a incubar a 37°C durante 18 horas.

Finalizado o periodo de incubacdo, transferiu-se 0,1 mL do in6culo para um tubo de
amostra contendo 10 mL de meio seletivo Caldo SX2 (BioMérieux), homogeneizou-se e
voltou-se a incubar a 41,5°C durante 22 a 26 horas. O Caldo SX2 favorece o crescimento das
principais espécies de Salmonella spp. ao manter um pH propicio a sua multiplicacéo e ao
conter uma mistura de agentes seletivos que garantem seletividade contra outros

microrganismos irrelevantes.

No dia seguinte, homogeneizou-se o inéculo previamente incubado e transferiu-se
500l para o primeiro orificio de uma barrete SLM. A barrete foi posteriormente aquecida
durante 15 minutos num termobloco (Dri-Block DB-3D), arrefecida durante 10 minutos a
temperatura ambiente e inserida numa das subdivisdes do VIDAS®. Inseriu-se o cone SLM no
equipamento e, com recurso ao computador ligado ao sistema, identificou-se as amostras a ser
analisadas e iniciou-se os testes correspondentes. No final, os resultados foram impressos e

interpretados.
3.6.3.3 Pesquisa de Listeria monocytogenes (EN/ISO 11290-1)

Para a pesquisa de Listeria monocytogenes seguiu-se as regras descritas na Norma 1SO
11290-1. (106) Pesou-se 25 g de cada amostra germinada durante 48 horas para sacos de
colheita e procedeu-se ao seu pré-enriquecimento com 225 mL de Caldo Fraser %2 (BioMerieux)
e a sua incubacgéo a 30°C durante 24 a 26 horas. Este meio de pré-enriquecimento contribui para
o0 crescimento de Listeria monocytogenes ao conter uma concentragdo pequena de antibioticos
e antisséticos na sua formulagdo que induzem no meio o stress necessario para favorecer a

multiplicacdo deste agente patogénico.

Apos a incubagéo transferiu-se 0,1 mL do inoculo para um tubo de ensaio contendo 10

mL de Caldo Fraser (BioMérieux), homogeneizou-se e incubou-se durante 24h a 37°C. O Caldo
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Fraser contém o dobro da concentracdo de antibioticos e antisséticos em relagdo ao caldo de
pré-enrigquecimento, o que permite aumentar a seletividade contra outros contaminantes. No dia
seguinte homogeneizou-se novamente a amostra e dispensou-se 500ul para uma barrete LMO2
que foi aquecida durante 15 minutos no termobloco e arrefecida durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Inseriu-se a barrete e o cone correspondente no VIDAS®, identificou-se
as amostras no software e deu-se inicio ao teste imunoenzimatico, tendo-se impresso e

interpretado os resultados no final.
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Tabela 6 - Resumo dos meios de cultura e métodos utilizados nas analises microbioldgicas

Tipologia de col6nia

Meio de cultura Método Microrganismo -alvo Caracteristicas/Composi¢do do meio tipica Norma

PCA Sementeira por incorporagéo Mlcrorganls[n_os aerébios  Meio ndo seletivo composto por triptona, extrato Colénias claras ISO
mesofilos de levedura e glicose. 4833-1

Sementeira por incorporagao Meio seletivo composto por sais biliares, cristal Colonias violeta/cor- ISO-
VRBG em dupla camada Enterobacteriaceae de violeta, glucose enlngitlr%ador de pH vermelho de-rosa 21528-2
. . x . Meio seletivo composto por sais biliares e Coloénias azul- EN/ISO
TBX Sementeira por incorporagdo E. coli substrato cromogéneo BCIG esverdeadas 16649-2

Leveduras: coldnias
) i i pequenas, lisas e

orec  Smemporegnmeno o Mebeeosmeopmomeguee  PRCRSEC s

a superficie g ' bg ) 21527-1
€ cobre Bolores: coldnias
filamentosas
BPW Inoculagéo por diluicio (1:9) Salmonell_a spp. Meio de pré-enriquecimento ndo seletivo rico em i EN/ISO
(pesquisa) peptonas 6579-1
x L Salmonella spp. Meio de enriquecimento seletivo composto por EN/ISO
Caldo SX2 Inoculagdo por diluigao (1:9) (pesquisa) mistura de agentes seletivos 6579-1
Listeria monocvtoaenes Meio de pré-enriquecimento seletivo composto EN/ISO
Caldo Fraser %2 Inoculagéo por dilui¢do (1:9) cylog por litio, acriflavina e acido nalidixico em -
(pesquisa) . . 11290-1
concentragdes baixas

Listeria monocytogenes Meio de pré-enriquecimento seletivo composto EN/ISO
Caldo Fraser Inoculagdo por diluicdo (1:9) (pesquisa) por litio, acriflavina e acido nalidixico em - 11290-1

concentragdes superiores
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3.8 Avaliacdo da qualidade proteica

Para a avaliacdo da qualidade proteica dos rebentos procedeu-se a germinacdo das
amostras, com base no procedimento descrito no ponto 3.2, e a sua conservacdo a 18°C até ao
momento da preparacdo da amostra. Durante a preparagdo, pesou-se 0s rebentos e as respetivas
sementes secas e submeteu-se a uma etapa de secagem a 70°C durante 24 horas numa estufa
de vacuo (Memmert VO). Ap0s a secagem pesou-se novamente as amostras e procedeu-se a sua
moagem com um moinho (Grindomix GM200) e um almofariz, tendo-se conservado no fim as
amostras trituradas a 4°C. O doseamento de aminoacidos e a determinacdo do azoto total foram

determinados conforme os procedimentos em uso no INSA.
3.8.1. Doseamento de aminoéacidos
3.8.1.1. Hidrolise acida

A hidrdlise &cida é um tipo de reacdo quimica que tem como objetivo a libertacdo de
aminoacidos que se encontram unidos atraves de ligacGes peptidicas, a partir da utilizacdo de
uma variedade de acidos como o0 HCI 6 N. (107) A reacéo destes &cidos com a amostra proteica
resulta na clivagem de cada ligacdo peptidica covalente e consequentemente na recuperacao da
maioria dos aminoacidos individuais. Para o doseamento de amino&cidos das amostras
analisadas foi inicialmente realizada uma hidroélise acida assistida por forno de micro-ondas em
sistema fechado (Milestone ETHOS 1). Neste método, a digestdo € efetuada sob condicGes de
vacuo e altas temperaturas, de modo a agilizar a libertacdo completa dos aminoacidos da matriz
proteica, e sob anaerobiose para evitar a oxidacdo dos aminoacidos sulfurados. (107) Tendo em
conta que o triptofano € um aminoéacido extremamente sensivel a digestéo &cida, acabando por

ser destruido, ndo foi possivel realizar o seu doseamento neste trabalho.

Foram pesados cerca de 40 mg de cada amostra desidratada para viais apropriados para
hidrélise &cida e adicionados de 200 uL de D-Norvalina (padrdo interno) e 1 mL de uma solugédo
de HCI 6 N com 0,5% de fenol. E de enfatizar que o fenol é utilizado neste método para evitar
a perda de aminoécidos ciclicos como a tirosina e o padréo interno é adicionado para evitar que
eventuais variagcdes nas condi¢Oes de analise tenham interferéncia na quantificagdo dos

aminoacidos.

De seguida foram adicionados 30 mL de HCI 6 N ao copo do rotor do micro-ondas
(Figura 3.7), colocou-se o suporte com os viais dentro do copo e levou-se o rotor ao micro-

ondas onde se ligou a bomba de vacuo e iniciou as purgas de azoto. Estas purgas sao realizadas
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para remover o oxigénio do sistema ao substitui-lo com azoto. Iniciou-se posteriormente o
programa de hidrdlise lenta (15 minutos até atingir 160°C, 10 minutos a 160°C e 30 minutos de
arrefecimento). Finalizada a hidrolise, neutralizou-se cada hidrolisado com 1mL de NaOH 6 N,
filtrando-se de seguida para bal6es volumétricos de 10 mL. Apos perfazer o volume com agua
ultra pura, filtrou-se o contetido dos balGes para tubos de amostra com o auxilio de papel de

filtro, acabando-se por conservar os filtrados em eppendorfs as -19°C.

Figura 3.7 - Rotor e forno de micro-ondas de digestéo &cida

3.8.1.2. Analise cromatogréfica

A cromatografia € um método fisico-quimico que permite separar compostos presentes
numa amostra de acordo com as suas caracteristicas moleculares, como o0 seu peso, ou a sua
afinidade para um determinado material de retencéo (fase estacionaria). Inicialmente, a amostra
ou mistura é dissolvida num solvente denominado de fase movel, que transporta os analitos até
a fase estacionaria. Com base nas suas caracteristicas moleculares, alguns compostos sdo retidos
por periodos mais prolongados na fase estacionaria, fazendo com que se movam de modo
significativamente mais lento. Outros sdo menos quimicamente atraidos pela fase estacionaria

e rapidamente eluem da coluna cromatogréafica até ao detetor. (108)

A diferenga entre a velocidade de passagem de cada composto da fase estacionéria até
ao detetor, que é conhecida como tempo de retencdo, permite com que 0S cOmpostos sejam
separados e posteriormente transportados ao detetor. Ao detetar os compostos separados, este
dispositivo envia um sinal elétrico para o computador ao qual esta acoplado, o qual viabiliza a
visualizagdo do sinal na forma de um cromatograma. No final, os compostos detetados podem
ser identificados e/ou quantificados por meio da comparagéo entre o seu cromatograma e o de

um padrdo de referéncia correspondente. (108)
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No dia da anélise foi realizada a derivatizacdo pré coluna das solugdes padréo e das
amostras. O objetivo deste passo de derivatizacdo € de facilitar a separagdo cromatogréafica e,
desta forma, a sensibilidade do método ao alterar as propriedades quimicas dos analitos. Para
tal adicionou-se para um vial 80 uL do tampéo (AccQ Fluor Borate Buffer, Waters), 10 uL da
solucdo padrdo ou da amostra hidrolisada adicionadas de padrdo interno e previamente
homogeneizadas e 20 pL do reagente derivatizante (AccQ Fluor Reagent, Waters) previamente
reconstituido. Homogeneizou-se o produto derivatizado com o vortex e levou-se a aquecer a

55° durante 10 minutos.

A separacdo de aminodcidos foi realizada por cromatografia liquida de ulta eficiéncia
acoplada a um detetor de fotodiodos (UPLD-DAD). O cromatografo utilizado foi o Acquity da
Waters®, equipado com uma coluna de alta eficiéncia BEH C18 (100 mm x 2,1 mm. de
didmetro, 1,6 um de particula). Para a analise cromatografica foi aplicado um fluxo aplicado
0,7 mL/min e uma temperatura constante de 55°C, tendo a detecdo sido realizada pelo detetor
de fotodiodos a 260 nm. Como fases moveis foram utilizados o AccQ-Tag Ultra Eluente A
(Solvente A) preparado com 95% de agua Milli Q e o AccQ-Tag Ultra Eluente (Solvente B) e
os solventes de lavagem da agulha forte (Strong) constituido por 95% de acetonitrilo e 5% de
agua Milli Q e o fraco (Weak) formulado com 5% de acetonitrilo e 5% de agua Milli Q. O

gradiente de eluicéo foi configurado segundo a Tabela 7.

Tabela 7 - Gradiente de eluicio aplicado na analise cromatografica.

Tempo (min) %A %B

0,00 99,9 0,1
0,54 99,9 0,1
5,74 90,9 91
7,74 78,8 21,2
8,04 40,4 59,6
8,64 40,4 59,6
8,73 99,9 0,1
9,50 99,9 0,1

Além da pipetagem das amostras no sistema, foi pipetada uma curva de calibracdo

previamente preparada a partir de uma solugdo composta por uma concentragdo conhecida de
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cada aminoacido. No final, a identificacdo e quantificacdo dos aminoécidos analisados foi
efetuada por meio da utilizacdo de uma curva de calibragéo previamente preparada para cada
aminoacido, tendo-se recorrido ao método do padrdo interno (D-Norvalina) com vista a
assegurar a compensacao de potenciais desvios de tempo de retencdo que possam ocorrer
durante o decorrer da analise. Os dados cromatograficos foram analisados e os resultados
calculados a partir do software Empower®, sendo expressos no fim, com aproximagdo as

décimas, em g/100g e em mg/g de proteina de parte edivel com base no peso seco.
3.8.2. Determinacédo da proteina total

A proteina total foi determinado a partir do método Kjeldahl, o qual se divide em trés
etapas: (i) a mineralizacéo ou digestdo do azoto em bloco digestor por ebulicdo da amostra com
acido sulfurico concentrado, na presenca de um catalisador; (ii) a destilacdo do produto anterior
arrefecido através da adicdo de uma base concentrada resultando na conversdo do metano
(NH4"), presente na amostra, em amoniaco (NHs) que é fervido, condensado e recolhido numa
solucdo de &cido borico e (iii) a quantificacdo do amoniaco libertado para a solugéo de recolha

por meio da titulacdo do borato de amonia com uma solucao de HCI 0,1 N. (109)
3.8.2.1. Mineralizacdo

Aproximadamente 750 mg de amostra desidratada foi pesada para um tubo de Kjeldahl
previamente lavado com agua. Adicionou-se a cada tubo duas pastilhas de mistura catalisadora
e 15 mL de acido sulfdrico (H2SO4) concentrado e misturou-se ligeiramente. Colocou-se as
amostras na Unidade de Digestdo (Foss Tecator 2006 Digestor), selecionou-se o programa
adequado e iniciou-se a sua mineralizacdo até a mistura atingir uma cor azul-clara. Durante a
mineralizacdo, ocorre um aumento gradual da temperatura, desde a temperatura ambiente até
aos 400°C, durante 4 horas. Os tubos com as amostras sdo mantidos a esta temperatura durante
1 hora e 30 minutos e sdo posteriormente retirados do bloco de aquecimento, deixando a

unidade de recolha de fumos ligada, até voltar a temperatura ambiente.
3.8.2.2. Destilacao

ApoOs o seu arrefecimento, denotou-se a formacgdo de cristais nas amostras
mineralizadas. Para dissolver os cristais adicionou-se a cada tubo um pequeno volume de dgua
e procedeu-se & sua agitacdo e aquecimento num banho de agua a 90°C. De seguida ligou-se a
Unidade de Destilacdo (Foss Tecator 2800 Kjeltec AutoDistillation) apresentada na Figura 3.8,
e efetuou-se o ciclo de limpeza. Iniciou-se a destilacdo do branco, das amostras e do sulfato de

amonio. Para a destilacdo do branco mediu-se 10 ml de H2SO4 para um tubo de Kjeldahl e 50
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mL de solucdo de recolha (acido bérico 4%) para um erlenmeyer, colocou-se o tubo e o
erlenmeyer no equipamento e destilou-se conforme o ciclo de destilagcdo adequado. Conforme
este ciclo, o branco/amostras sao destilados durante 5 minutos por adi¢cdo de 50 mL de solugédo
de hidroxido de sddio 40% e de 50 mL de &gua, sendo depois o produto destilado (cerca de 150
mL) recolhido para uma solucéo recetora de 50 mL. Para a destilagdo das amostras repetiu-se
0 mesmo procedimento a excecdo da adi¢do do H2SO4 para o tubo da amostra. Para a destilagdo
da solucéo de sulfato de amonio mediu-se 10 mL da mesma para um tubo vazio, adicionou-se

10 mL de H2SO4 e seguiu-se o procedimento anterior.
3.8.2.3. Titulagéo

O branco, as amostras e o sulfato de amonio foram titulados com solu¢do de HCL 0,1
N até ao ponto de pH 4,4 + 0,1 num sistema de titulacdo automatico (Metrohm Titrando 808 —

Figura 3.8) de acordo com o programa “Azoto géneros alimenticios”.

Figura 3.8 - Unidade de Destilacdo e sistema de titulagdo automatico utilizados no método Kjeldahl.
3.8.2.4. Teor de proteina total

O teor de proteina total de cada amostra foi obtido através da multiplicagdo da percentagem
de azoto total pelo fator de Jones para a maioria das leguminosas (6,25), de acordo com a
Organizacdo das Nag6es Unidas para Alimentacédo e Agricultura (FAO). (110) O teor de azoto
total é calculado segundo a seguinte formula:

0,14‘ X (Vl - Vo)
m

Em que:

V1 € o volume em mililitros da solucdo de HCI 0,1 N gasto na titulagdo da amostra;
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Vo ¢éovolume em mililitros da HCI 0,1 N gasto na titulagdo do branco;

m  éamassa em gramas da toma de amostra.
Os resultados da proteina total foram expressos em g/100g com aproximagédo as décimas
3.8.3. Score de aminoacidos

De modo a prever a qualidade proteica dos germinados de leguminosas recorreu-se ao

calculo do score quimico de cada AAE segundo a seguinte formula:

SAA mg de aminoacido em 1g de proteina na amostra

mg de aminoacido em 1g de proteina de referéncia

Como proteina de referéncia foi empregue o padrdo de AAE recomendado pela
WHO/FAO/UNU (2002) para humanos adultos, que se encontra presente na Tabela 8. Importa
mencionar que neste trabalho ndo foi efetuado o célculo do Score de Aminoacidos Essenciais
Corrigido pela Verdadeira Digestibilidade das Proteinas (PDCAAS), nem o do Score de
Aminoécidos Indispensaveis Digestiveis (DIAAS), uma vez que ndo foi possivel encontrar os
dados relativos a digestibilidade fecal ou ileal das proteinas e dos aminoacidos que estdo

associados as leguminosas que foram analisadas.

Tabela 8 - Estimativa da ingestdo adequada de aminoacidos essenciais em adultos

AAE mg/g proteina
Histidina 15
Triptofano 6.0
Treonina 23
Lisina 45
AAS 22
AAA 38
Valina 39
Ileucina 30
Leucina 59

Legenda: AAS, aminoacidos sulfurados (metionina + cisteina); AAA, Aminoacidos aromaticos

(trionina + fenilalanina).
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3.9 Andlise estatistica

Para realizar a analise estatistica dos resultados relativos ao comprimento dos rebentos
e ao teor de aminoacidos totais foi utilizado o software IBM SPSS Statistics v.29. Inicialmente
procurou-se efetuar uma analise de varidncia com um fator a vérios niveis (One-way ANOVA)
para comparar os valores médios obtidos nestas determinagdes. Contudo, na impossibilidade
de validar os pressupostos subjacentes a ANOV A optou-se por recorrer ao teste ndo parametrico
de Kruskal-Wallis para avaliar o significado estatistico das diferencas. Consideraram-se as
diferengas como significativas quando o valor de p <0,05. Os resultados das restantes
determinac@es realizadas, nomeadamente a analise microbioldgica e a quantificagdo do teor
proteico pelo método de Kjedahl, ndo foram analisados estatisticamente por se tratar de

medicdes diretas, e ndo de médias.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Medicao do comprimento dos rebentos

Na Tabela 9 e Grafico 4.1 figuram as medicGes do comprimento do hipocotilo de cada
tipo de rebento analisado. De acordo com os valores apresentados, as maiores medi¢cdes foram
observadas nos rebentos com 48 horas de germinagdo a temperatura de 25°C, indicando
possivelmente que esta combinacdo de temperatura e tempo de germinagao terd sido a mais
adequada para o desenvolvimento dos rebentos estudados neste trabalho. Sob estas condicdes,
o0s rebentos de feijdo mungo apresentaram a média de comprimento mais elevada (4,97 cm),

seguindo-se os rebentos de feijdo frade (3,13 cm), lentilha (1,52 cm) e grdo (0,80 cm).

Tabela 9 - Média e desvio-padrio do comprimento do hipocétilo dos rebentos

Condigdes de germinagao
(tempo e temperatura)

24h 18°C  48h 18°C | 24h 25°C  48h 25°C

Feijdo frade | 0,90+0,10 1,47+0,06 | 1,47+0,15 3,13+0,32

Feijdo mungo | 0,97+0,15 3,43+0,12 | 1,67+0,12 4,97+0,15

Lentilha 0,18+0,06 1,93+0,12 | 0,27+0,06 1,57+0,12

Amostras germinadas
(wo) ouswiadwo)d

Gréo 0,06+0,04 0,23+0,06 | 0,13+0,06 0,80+0,20

As segundas maiores medi¢des foram obtidas nos rebentos germinados apds 48 horas a
temperatura de 18°C, seguindo-se 0s germinados por 24 horas a 25°C e, por ultimo, 0s
germinados por 24 horas a 18°C. Ao visualizar estes resultados tornou-se possivel verificar
maiores medi¢des de comprimento nos rebentos germinados a 25°C, algo que era expectavel
visto que, segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
0s quatro tipos de sementes de leguminosas estudadas conseguem crescer e atingir a maturidade

de forma mais rapida em areas com temperaturas amenas a quentes. (111)

Para todas as amostras germinadas, foram encontradas diferencas significativas (p< 0,05)
entre os rebentos germinados durante 24 horas a 18°C e os germinados durante 48 horas a 25°C.
Conforme estes resultados infere-se que ambos fatores, tempo e temperatura e germinagéo,

poderdo ter influéncia no crescimento e comprimento dos rebentos analisados.
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Grafico 4.1 - Comprimento do hipocétilo de cada rebento conforme as condigdes de germinagéo

Como ja foi mencionado, ndo foi possivel encontrar estudos na literatura que analisassem
as mesmas condi¢des de germinacdo as aplicadas no presente trabalho. A maioria dos estudos
aplicou tempos de germinacdo mais elevados e analisou a influéncia de condi¢des adicionais
que ndo foram analisadas neste estudo, tal como o tempo de demolha das sementes, a presenca
de diversos tipos de luz, o namero de irrigacdes durante a germinacdo, entre outros. Ainda que
existissem dados que possibilitassem a sua comparacdo com os resultados obtidos, é importante
considerar a possibilidade de haver discrepancias entre os dados desses estudos e 0s resultados
aqui obtidos, uma vez que estd comprovado que ha diversos fatores antecedentes a germinacgéo
que podem afetar negativamente a viabilidade das sementes e, por sua vez, afetar a eficiéncia
da germinacdo e o comprimento dos rebentos resultantes. (112,113) Exemplos destes fatores
incluem: (i) a época de cultivo das sementes; (ii) as condicdes e tipos de processamento que as
sementes sofrem apds a sua colheita, como por exemplo a temperatura e tempo de secagem;
(iii) o seu teor de humidade po6s-processamento e (iv) a duracdo do seu armazenamento. Nao
obstante, importa mencionar que a maioria dos estudos analisados demonstrou que o
prolongamento do tempo de germinagéo e a utilizagdo de temperaturas de germinagédo mais

elevadas, até 25°C, levam a um crescimento mais acentuado dos rebentos. (114-119)
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4.2. Analise da qualidade microbioldgica
4.2.1. Microrganismos aerobios mesofilos

No Gréfico 4.2 encontra-se resumida a variacdo da contagem de microrganismos aerébios
mesdéfilos (CAM) em unidades formadoras de colonias por grama (ufc/g), conforme o tempo e
temperatura de germinacéo aplicado a cada semente. Nas amostras correspondentes as sementes
demolhadas de feijdo frade, feijdo mungo e grdo foram observadas contagens de
microrganismos aerobios mesdfilos entre 1x10* e 1x10° ufc/g. Alguns estudos reportaram
contagens semelhantes em sementes demolhadas de feijdo preto e branco (entre 1x10% e 1x10°
ufc/g), feijdo mungo (2,5x10°,1,3x10*, 1,0x10%e 7,4x10° ufc/g), lentilha (1,6x10° ufc/g) e gréo
(2,8x10? ufc/g). (120-125)

As sementes demolhadas de lentilha, por outro lado, apresentaram niveis abaixo do limite
de detecdo (<10 ufc/g de amostra). A discrepancia entre os resultados obtidos para as sementes
demolhadas de lentilha e as restantes sementes pode ser potencialmente justificada por
diferencas ao nivel da origem das sementes e/ou do modo como sdo produzidas. De acordo com
o National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods (NACMCEF), as
sementes podem ser expostas em maiores ou menores propor¢des a contaminagdo microbiana
segundo as praticas de manipulagdo, devidas ou indevidas, que sdo adotadas durante o seu
cultivo e colheita, bem como o tipo de processamento que lhes é aplicado ou as condicdes sob
as quais sdo armazenadas, acondicionadas e transportadas. Além disso, Rao et al. (2017)
reportam no seu estudo que a contaminacdo inicial presente nas sementes e, por sua vez, a sua
qualidade microbioldgica, pode igualmente depender de fatores inerentes a estas, tais como o

seu teor de humidade, pH, morfologia e integridade fisica. (126)

Contagens de Microrganismos Aerdbios
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Grafico 4.2 - Evolugdo do nimero de microrganismos aerébios mesdéfilos conforme as condi¢des de germinagao.
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Foi observado um aumento de 9,6x10°, 1,7x10%, 4,8x10* e 1,7x10% ufc/g na CAM entre as
sementes demolhadas de feijao frade, feijdo mungo, lentilha e gréo, respetivamente, e 0s
correspondentes germinados durante 24 horas a 18°C. Entre as sementes demolhadas e as
germinadas a 25°C durante 24 horas foi evidenciada uma variacdo na CAM equivalente a
2,4x10%, 2,1x10%, 1,1x107 e 3,5x10° ufc/g, correspondente as amostras de feijao frade, feijdo
mungo, lentilha e grdo. Ao comparar estes resultados é possivel verificar que a temperatura
mais elevada utilizada no estudo (25°C) levou a um maior aumento na CAM, a respeito das
amostras germinadas durante 24 horas. Esta tendéncia € também observada entre a CAM das
amostras demolhadas e as respetivas amostras apos 48 horas de germinacdo. Contudo, seria
imperativo efetuar a priori uma analise estatistica que permitisse entender se a temperatura de
25°C, em comparacdo com a de 18°C, estimula o aumento significativo do desenvolvimento de

microrganismos, durante a germinacao das sementes.

Considerando a totalidade das sementes germinadas, isto é, todas as amostras germinadas
sem qualquer distingdo ao nivel das temperaturas de germinagdo, houve um aumento minimo
de 1x10° e méaximo de 2,5x10% ufc/g na CAM entre as sementes com 1 dia e 2 dias de
germinacdo. Simon-Sarkadi e Holzapfel (1996) verificaram um aumento semelhante na CAM
em sementes de feijdio mungo e de lentilha germinadas durante 45 horas (3,2x10° e 6,3x102

respetivamente).

No final da germinacdo, as duas amostras de feijdo frade e grdo germinadas a 25°C
apresentaram CAM acima do Valor Maximo Admissivel (>1x108 ufc/g), ou seja, N&o
Satisfatorios, para alimentos prontos para consumo, verificando-se 0 mesmo para ambas as
amostras de feijdo frade e grdo germinadas a 18°C durante 48 horas e a amostra de feijdo mungo
germinada a 25°C durante 24 horas. Apenas uma amostra de lentilha, a germinada a 18°C
durante 24 horas, revelou um resultado Satisfatorio (<1x10°® ufc/g). As restantes amostras
germinadas de feijdo frade (1), feijdo mungo (3), lentilha (3) e gréo (1) demonstraram resultados
Questionaveis (10° - < 10® ufc/g). De acordo com Yang (2013), a ocorréncia de niveis elevados
de microrganismos em sementes germinadas deve-se potencialmente as condicGes de
temperatura e humidade que durante a germinacdo favorecem a rapida reproducdo dos

microrganismos que se encontram presentes na superficie da semente.
4.2.2. Enterobacteriaceae e Escherichia coli ndo patogénica

No Gréfico 4.3 encontra-se resumida a variagdo das contagens de Enterobacteriaceae

conforme o tempo e temperatura de germinacgédo aplicado a cada semente de leguminosa, em
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ufc/g. Ao comparar a contagem de Enterobacteriaceae com a CAM é possivel visualizar que
a primeira se assemelha as segunda e que a sua variacdo ao longo da germinacdo foi paralela.
Esta semelhanga esta em concordancia com o observado nos estudos de Simon-Sarkadi e
Holzapfel (1996) e lacumin e Comi (2019). Tendo isto em conta, e considerando que o
parametro de microrganismos aerébios mesoéfilos inclui a totalidade dos microrganismos
viaveis numa dada amostra, é possivel inferir que as Enterobacteriaceae correspondem a flora

predominante das amostras de leguminosas analisadas.

Nas amostras correspondentes as sementes demolhadas de feijao frade, feijado mungo e
grao foram observadas contagens de Enterobacteriaceae entre 1x10? e 1x10° ufc/g. Um estudo
reportou contagens similares (1x10%) em sementes demolhadas de feijao mungo. (121) Outro
denotou contagens ligeiramente inferiores (9,3x10* ufc/g) em sementes de grdo demolhadas.
(125) Em concordancia com a CAM, as amostras de lentilha demolhadas apresentaram valores
de Enterobacteriaceae abaixo do limite de detecdo (<10 ufc/g de amostra). A semelhanca do
observado com a CAM, o aumento das contagens de Enterobacteriaceae pareceu ser

ligeiramente mais pronunciado quando as sementes de leguminosas foram germinadas a 25°C.
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Grafico 4.3 - Evolugdo do nimero de Enterobacteriaceae conforme as condicdes de germinagao.

Considerando a totalidade das sementes germinadas, observa-se um aumento minimo de
1,1x10° e maximo de 1,9x10° ufc/g de Enterobacteriaceae entre as sementes com 1 dia e 2 dias
de germinacdo. Simon-Sarkadi e Holzapfel (1996) verificaram um aumento semelhante dos
niveis de Enterobacteriaceae em sementes de feijdo mungo e de lentilha germinadas durante

45 horas (2,5x10° e 2,0x102 ufc/g respetivamente).
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No final da germinacéo, todas as amostras germinadas de feijao frade, feijdo mungo e gréo,
independentemente das condic¢des de temperatura e tempo aplicadas durante a sua germinacéo,
apresentaram niveis de Enterobacteriaceae Nao Satisfatorios (>1x10° ufc/g). Relativamente as
amostras de lentilha, ambas as germinadas a 25°C revelaram niveis igualmente N&o
Satisfatorios, e as restantes germinadas a 18°C durante 24 horas e 48 horas demonstraram
respetivamente um resultado Satisfatorio (<1x10° ufc/g) e Questionavel (10° - < 10° ufc/g).
Como ja foi mencionado, a presenca de niveis de Enterobacteriaceae acima do Valor Maximo
Admissivel nos germinados deve-se ao desenvolvimento elevado dos microrganismos

inicialmente presentes na semente durante o processo de germinacao.

No presente trabalho ndo foram encontradas colénias de E. coli (<10 ufc/g), tanto ao
nivel das sementes demolhadas como ao longo do processo de germinacéo de todos 0s tipos de
leguminosas estudadas. Segundo Cava (2009) a presenca de niveis elevados da microbiota
acompanhante nas amostras pode dificultar a detecdo de E. coli quando este microrganismo esta

presente em niveis baixos.
4.2.3. Fungos totais

No Grafico 4.4 é possivel visualizar a variacdo das contagens de leveduras em ufc/g.

conforme o tempo e temperatura de germinacéao aplicado a cada semente.
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Gréfico 4.4 - Evolucdo do nimero de leveduras conforme as condi¢Ges de germinagao.
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As amostras correspondentes as sementes de feijdo mungo, lentilha e grdo revelaram
contagens de leveduras inferiores ao limite de dete¢éo (<10 ufc/g). O mesmo foi observado por

Alonzo (2005) em sementes de feijdo mungo. As sementes de feijdo frade, por outro lado,
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revelaram niveis superiores a 1x10% ufc/g. Importa referir que estas sementes, ao contrario das
restantes, provieram de uma horta caseira e foram acondicionadas em sacos comuns de plastico
até ao momento da sua analise. As outras sementes, de feijado mungo, lentilha e gréo, foram
adquiridas em espacos comerciais e em embalagens proprias para o seu acondicionamento. Dito
Isto, assume-se que a contagem de leveduras nas sementes de feijéo frade possa ter-se devido a
uma potencial contaminacg&o prévia do saco de plastico onde foram acondicionadas.

Foi observado um aumento de 9,9x10?, 2,4x10% e 2,8x10° ufc/g de leveduras entre as
sementes demolhadas de feijdo mungo, lentilha e gréo e os respetivos germinados durante 24
horas a 18°C. N&o foi reportado um aumento entre a amostra de feijado mungo demolhada e a
mesma germinada sob estas condi¢Ges. Entre as sementes demolhadas e as respetivas
germinadas a 25°C durante 24 horas, observou-se uma variacdo das contagens equivalente a
7,1x10°, 9,3x10?, 2,5x10°, e 5,6x10? ufc/g, correspondente as amostras de feijao frade, feijao
mungo, lentilha e grdo. Ao comparar estes resultados com os anteriores, é possivel verificar que
a variacao das contagens de leveduras foi semelhante entre as amostras germinadas a 18°C e a
25°C, 0 que parece indicar que a temperatura de germinacéo nao teve uma influéncia relevante
na tendéncia de crescimento destes microrganismos. Quando comparadas as amostras
demolhadas com as germinadas durante 48 horas a 18°C e a 25°C é visivel a mesma pequena

variacdo dos niveis de leveduras.

Considerando a totalidade das sementes germinadas, houve um aumento minimo de
1,1x10° e méaximo de 7,7x10° ufc/g de leveduras entre as sementes com 1 dia e 2 dias de
germinacdo, sugerindo que a variagcdo foi quase inexistente ao longo da germinagdo. Simon
Sarkadi e Holzapfel (1996) observaram uma variagao nula entre sementes de leguminosas com
1 e 2 dias de germinacdo. Na maioria dos estudos que revelaram variacBes mais acentuadas
entre sementes demolhadas e germinadas, na ordem dos 1x10* ufc/g, 1x 102 ufc/g e 1x102 ufc/g,
foram aplicados tempos de germinacdo mais prolongados que os estudados neste trabalho.
(120,123,124,127)

Todas as amostras analisadas, tanto as demolhadas como as germinadas, apresentaram
niveis de leveduras Satisfatorios (<10° ufc/g). Quanto aos bolores, apenas foram quantificados
nas amostras de grdo germinadas durante 48 horas, em niveis também Satisfatorios. Nas
restantes amostras as contagens de bolores estiveram consistentemente abaixo do limite de

detecéo (<10 ufc/g).
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4.2.4 Salmonella spp. e Listeria monocytogenes

Ap0s a sua pesquisa, ndo foram detetadas a presenca de Salmonella spp. ou Listeria
monocytogenes em nenhuma das amostras germinadas analisadas. De acordo com a Autoridade
Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA), um numero elevado de microrganismos nao
patogénicos em rebentos podera inibir ou limitar o crescimento de microrganismos patogénicos,

como Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, por competi¢cdo por espago ou nutrientes.
4.2.5 Interpretacdo da qualidade microbioldgica das amostras

De acordo com os critérios de qualidade dispostos na Tabela 5 do subcapitulo 3.6.2.2, que

tém em consideracéo os resultados de todos os parametros microbioldgicos analisados:

e Todas as amostras de feijao frade apresentaram um nivel de qualidade Nao Satisfatorio;

e Todas as amostras germinadas de feijdo mungo e de grdo apresentaram um nivel de
qualidade Nao Satisfatorio, a excecdo da amostra correspondente a semente demolhada,
que demonstrou uma qualidade Satisfatéria;

e Todas as amostras de lentilha germinadas a 25°C demonstraram um nivel de qualidade
N&o Satisfatorio, enquanto que as germinadas a 18°C durante 24 h e 48h revelaram um

nivel de qualidade Satisfatorio e Questionavel, respetivamente.

4.3. Tratamento térmico

De acordo com o NACMCF, é recomendado aplicar tratamentos que garantam uma
reducdo minima de microrganismos patogénicos equivalente a 5 logio ufc/g (1x10° ufc/g) em
sementes antes da sua germinacao. Pao et al. (2007) aplicaram um tratamento térmico, com o
bindmio temperatura-tempo de 80°C/20s, a rebentos de feijdo mungo e alfafa com cargas
iniciais de 7,6 e 6,9 log ufc/g de estirpes de Salmonella enterica, respetivamente. Apos 0
tratamento, ndo foi detetada Salmonella spp. nas amostras (<1 célula/25g de amostra),
significando que 0 método de descontaminacdo provocou uma reducdo superior a 5 log ufc/g

dos niveis deste microrganismo patogenico.

No presente estudo, foi replicado o método de tratamento térmico estudado por Pao et
al. (2007) com o intuito de verificar a sua eficacia na reducdo da carga de microrganismos cuja
presenca € tipica em sementes germinadas. A Tabela 10 resume as contagens de
Enterobacteriaceae, microrganismos aerébios mesofilos e leveduras antes e depois da

aplicacdo do tratamento térmico (80°C/20s) as amostras de feijdo frade, feijdo mungo e lentilha
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com 48 horas de germinagdo. Tendo em conta que ndo foram detetadas células de Salmonella
spp. ou Listeria monocytogenes e ndo houve contagem de E. coli e bolores nas amostras
germinadas ndo tratadas termicamente, ndo se achou pertinente realizar a analise destes
parametros apos o tratamento das amostras.

Tabela 10 - Variacao das contagens de Enterobacteriaceae, CAM e leveduras antes e ap6s o

tratamento térmico himido dos rebentos.

Contagens (log ufc/g)
Amostra STEIEEES EL Tratamento i
germinacio Enterobacteriaceae CAM Leveduras
* ** * ** * *%*
NT 7,9 8,4 33
0, 1 - 1 _ ) N
Feiio frace 48h 18°C T 74 0,5 79 0,5 26 0,7
NT 8,0 8,4 33
0, 1 _ 1 _ ) N
48h 25°C T 79 0,1 8.3 0,1 3.1 0,2
NT 7,9 8,0 3,2
0 i — 1 _ ) N
Feiio mungo 48h 18°C T 74 0,5 79 0,1 29 0,3
NT 7,5 7,9 3,0
(o] 1 ] y _
48h 25°C T 77 +0,2 80 +0,1 27 0,3
NT 5,6 6,2 3,2
0, 1 - 1 _ ) N
' 48h 18°C T 47 0,9 5.8 0,4 25 0,7
Lentilha NT 7,2 7,6 34
0, 1 - 1 - ) -
48h 25°C T 6.6 0,6 67 0,9 3.0 0,4

Legenda: NT, amostra nao tratada; T, amostra tratada; *, contagens em log ufc/g; ** variacao das

contagens em log ufc/g entre a amostra tratada e a nao tratada (NT-T).

Atendendo aos resultados obtidos, é possivel verificar que o tratamento térmico nédo
provocou, em nenhuma das amostras, reducbes da carga de Enterobacteriaceae,
microrganismos aerdbios mesoéfilos ou leveduras superiores a 1 logio ufc/g (1x10! ufc/g). A
maioria das amostras que apresentavam cargas iniciais de Enterobacteriaceae e
microrganismos aerobios mesofilos em niveis N&o Satisfatorios ou Questionaveis mantiveram
estes niveis ap0s 0 seu tratamento, a excecdo das amostras de lentilha germinadas durante 48h
a 18°C nas quais se observou a reducdo das contagens destes microrganismos de um nivel de
gualidade Questionavel para um nivel Satisfatorio. Todas as amostras apresentaram contagens
satisfatorias de leveduras antes do tratamento, tendo sido mantidos estes niveis aceitaveis apos
o tratamento. E possivel inferir que o tratamento térmico estudado ndo provou ser eficaz na
reducdo da contaminacdo da maioria das amostras germinadas analisadas até niveis de

qualidade higiénica satisfatorios.
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4.4 Analise da qualidade proteica

Durante o processo de pesquisa de informacéo relevante ao tema da dissertacdo, néo
foi possivel encontrar dados na literatura técnico-cientifica que possibilitassem estabelecer
comparagles diretas com os resultados obtidos para o doseamento de amino&cidos, a
quantificacdo de proteina total, e o calculo do score de aminoacidos essenciais de sementes de
leguminosas da mesma proveniéncia e/ou germinadas sob as mesmas condic¢des de germinacéo

aplicadas no presente trabalho.

Relativamente as amostras de leguminosas secas (ndo germinadas), optou-se por
consultar o Padréo de Referéncia Nacional da Base de Dados de Nutrientes do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) de modo a comparar os dados presentes nesta tabela
de composicdo com os resultados que foram obtidos em sequéncia da analise da qualidade
proteica destas amostras. (128) Foi decido utilizar a base de dados americana, ao invés da
portuguesa, uma vez que tabela de composicdo dos alimentos portuguesa ndo retne dados sobre

o perfil e o teor de aminoéacidos de alimentos.

Os teores obtidos para o contetdo proteico e o teor de aminoacidos das sementes
germinadas foram expressos em peso seco de modo a eliminar a interferéncia da humidade
entre as amostras germinadas. Na Tabela 14 esta expresso o teor de dgua inicialmente presente
em cada amostra, antes da sua secagem. Os resultados relativos as sementes ndo germinadas
foram igualmente expressos em base seco, de modo a poder compara-los diretamente com 0s
dados obtidos para as sementes germinadas e, deste modo, poder avaliar de forma isolada o

efeito da germinagé@o nas amostras.
4.4.1 Teor de aminoacidos

Atendendo ao Grafico 4.5 e a Tabela 11, em todas as amostras de leguminosas
analisadas ndo germinadas e germinadas, os aminoacidos ndo essenciais que apresentaram
concentragdes mais elevadas, por ordem decrescente, foram a glutamina e a asparagina,
seguindo-se o aminoacido condicionalmente essencial arginina. Estes resultados, por esta
mesma ordem, estdo de acordo com os dados reportados na tabela de composigéo da USDA. O
aminoéacido nédo essencial menos predominante foi a glicina, seguida dos aminoacidos cisteina
e tirosina. A tabela de composicdo americana coloca a cisteina como o aminoacido néo
essencial menos predominante nas leguminosas estudadas e 0s aminoacidos tirosina e a glicina

como o segundo e terceiro aminoacidos menos abundantes.
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Quantificacio de AANE e AACE (mg/100g)
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Gréfico 4.5 - Teor de aminoécidos ndo essenciais (AANE) e condicionalmente essenciais (AACE) em mg/100g de amostra
seca.

E de destacar que alguns dos resultados obtidos para os aminoacidos ndo essenciais
diferiram dos dados da USDA em valores superiores a 15%. Em média, os aminoacidos glicina,
arginina, e glutamina apresentam teores cerca de 57,7; 30,94 e 18,21 vezes inferiores aos
tabelados na base de dados americana. Tais variagdes nos teores de aminoacidos podem ser
explicadas por diferencas ao nivel das medidas agronoémicas que podem ser adotadas durante o
cultivo das leguminosas, tais como a pratica de rotacao de culturas, a agricultura organica e o
uso de fertilizantes ricos em azoto e enxofre, ou por fatores climéaticos e geograficos.
(111,113,129) Adicionalmente, diversos estudos reportam que leguminosas da mesma espécie
podem demonstrar variabilidade genética para o teor de proteina total e para a concentracao de

aminoacidos individuais e totais. (111,130-132)

Em todas as amostras de leguminosas analisadas, 0s aminoacidos essenciais (Gréafico
4.6 e Tabela 12) mais predominantes, por ordem decrescente foram a leucina, a lisina e a
fenilalanina. Seguindo a mesma ldgica, a metionina, seguida da histidina e da treonina foram
0s aminoacidos essenciais com o0s valores mais baixos. No que diz respeito as amostras ndo
germinadas de todos os tipos de leguminosas, os resultados dos teores de aminoacidos
essenciais estdo de acordo com os dados dispostos na tabela de composicdo da USDA. As
maiores variagOes de resultados entre os obtidos e os reportados na base de dados foram de

12,18% e 10,96% para os aminodacidos isoleucina e lisina, respetivamente.
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Gréfico 4.6 - Teor de aminoécidos essenciais em mg/100g de amostra seca.

Todos os aminoacidos quantificados nas sementes de feijao frade seca revelaram
concentrag0es inferiores aos determinados nas amostras germinadas. Nas amostras
correspondentes as sementes secas de feijdo mungo e lentilha, a maioria dos aminoacidos totais
demonstrou a mesma tendéncia, a excecdo da arginina, glutamina, alanina e metionina nas
amostras de feijdo mundo e a glicina e prolina nas amostras de lentilha. Nas sementes secas de
grdo, por outro lado, a maioria dos aminoacidos totais revelou concentracdes superiores as das
reportadas nos germinados. Com base numa analise meramente visual, constatou-se que a
germinacdo podera ter reduzido em maior proporcdo a qualidade proteica das amostras iniciais

de gréo.

De entre as amostras germinadas a mesma temperatura, observou-se que a maioria dos
aminoacidos (totais) quantificados revelou valores ligeiramente superiores quando a
germinacdo durou 48 horas, excetuando-se as amostras germinadas de feijdo mungo, as quais
revelaram concentracbes de aminoacidos maioritariamente superiores ap6s um dia de
germinacdo. Em relacdo as amostras com tempos de germinacdo iguais, verificou-se que a
germinacdo a 18°C provocou concentragdes de aminoacidos maioritariamente superiores nas
amostras de feijdo mungo e do feijdo frade, tendo-se observado 0 oposto para as amostras de

gréo e de lentilha.
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Contudo, ap0s ter sido aplicada uma analise estatistica aos dados, foi possivel concluir
as variacdes evidenciadas na composicdo e concentragdes de aminodcidos essenciais, ndo
essenciais e condicionalmente essenciais entre as amostras secas e as germinadas,
independentemente do tempo e temperatura de germinacdo, ndo demonstraram ser

estatisticamente diferentes (p >0,05).
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Tabela 11 - Teor de aminoacidos nio essenciais® e condicionalmente essenciais &),

Amostra Ser? ArgP Gly® Asp? Glu? Ala? Pro® CysP Tyr®

Semente 1030+0,70 1034+45,11 71,4+1,16 2803£15,6 3800£25,2 945+12,2 916+5,64 94,3119 664+13,9

% 24h18° | 1053+4,08 11094196  73,9+041  2781%149  3845x145  962+¢21,0  913+325  88,6:114  699+9,90
o | 48h1g° | 1135:345  1162+509  744+005  3180+183 44064235  1046+411  950+37.1  94,7+164  713+3,30
= 24h25° 1047+15,8 1010+29,3 71,7£0,28 2815+36,4 3939+3,51 1006x4,87 864+43,8 82,2+3,62 640£36,8
- 48h25° 1041+66,3 1031+101,6 75,0£2,79 2663+163 3785+318 1031+24,4 891+28,5 82,2+5,65 690£48,0
Semente 1226+26,3 1361+51,8 70,3£0,01 3089+35,9 44281275 103446,5 1007£15,3 82,9+18,0 726x17,5

EC)” 24h18° 12994115 1348+22,4 74,3+£0,20 3538+14,2 4080+28,4 986x4,55 1048+9,99 53,3+£0,05 740£9,19
% 48h18° 1279+72,4 1325+118 73,6£1,76 3265+243 4095+211 1002+58,2 1018+85,6 88,2+15,8 741+£30,5
= | oanpse | 1225$597  1219+114  715+064 3286140 40894948  1005:319  O78:59,7 787171  650,8473,2
S| sgnoso | 1212+119  1264#174 7174132  3153+51,6  4346#557  1031#8,35  996+0,08  79,6+472  710+19,3
Semente 1187+29,9 1530+40,0 67,8+£0,61 2902+12,4 4010+48,0 1021+1,16 1048+13,0 97,8+5,64 791+£28,8

- 24h18° 1208+7,07 1502+18,8 61,6£7,95 2966+89,3 4216+105 1058+20,5 967+7,95 93,8+6,35 752+£15,4
% 48h18° 1176+36,1 1464+49,5 66,6+1,63 2898+51,1 4138+94,7 1031+17,7 963+82,9 91,3+£0,72 730£50,5
g 24h25° 1223+30,0 1540+£36,2 67,3x0,76 29861887 42821135 1090+26,9 991+0,12 94,9+7,10 742+3,29
48h25° 1277+£39,7 1627+33,4 65,57,75 29371167 42481222 1099+47.,8 1013£21,3 101+6,23 813+1,25
Semente | 1005%90,7  1465+37.0  71,0+105  2568+754  3580+108  B873+150  859+7,84  128+0.86  616£22.6
24h18° 970+11,5 1247+29, 72,3+0,79 2389+0.20 3308+36,4 858+3,38 808+31,8 10445,54 618+50,9

lg 48h18° 962+0,53 1277+30,7 70,9£1,00 23981944 3254107 838+17,9 832+11,8 98,4+2,03 611+19,3
O 24h25° 949+5,51 1190+7,70 67,3+0,41 2402+7,75 3302+14,4 860+8,47 783+2,28 72,8127 586+21,0
48h25° 1049+3,77 1304+26,4 71,2+1,54 2808+57,0 34441528 869+12,5 822+10,9 110+0,27 611+11,1

Legenda - Valores apresentados em média+desvio padrio dos duplicados, mg/100g peso seco. Os valores sublinhados representam a maior

concentracao encontrada para cada aminoacido, dentro da mesma amostra de leguminosa.
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Tabela 12 - Teor de aminoacidos essenciais (mg/100g de peso seco).

Amostra His Thr Lys Met Val lle Leu Phe
Semente 553+15,2 698+4,51 1280+14,3 245%4,85 905+2,24 730£9,50 1500+16,2 1054+13,9
§ 24180 554+15,7 706+2,36 1245+33,3 249+25.1 951+16,8 774+17,7 1565+34,6 1117+13,6
o
= 48h18° 578+9,98 764+17,5 1381+103 236+3,44 1037+32,9 8344343 1670+66,2 1153+11,9
::;% 24h250 519222 704+6,23 1342+23,6 232+20,1 941+15,1 754422,1 1515+40,8 1001+58,7
48h25° 541+44,3 704+34,3 1251+45.5 225+10,9 957+49 4 773+44,7 1534+94,2 1081+103
Semente 631+14,4 70218,75 1612+27,7 331+13,9 1116+19,9 894+20,4 1793+23,4 1321+40,4
§° 24h18° 658+13,8 703+3,91 1465+4,45 317+4,48 1215+2,77 962+6,32 1833+11,9 1410+15,8
§ 48h18° 650+40,7 714+40,2 1504+153 324+28,8 1187+69,4 943+61,0 1829+120 1373+51,1
?% 247250 584,3+52,6 679+32,7 1618+6,64 304+14,6 1142+100 906+81,0 1768+120 1200+148
- 48h25° 608+9,56 683+5,95 1594+25,0 301+0,87 1149+14,0 922+17,0 1821+38,7 1318+53,3
Semente 631+11,4 760+20,2 1498+5,13 238+9,64 1046+2,10 861+4,77 1696+2,11 1172+11,4
< 24h18° 602+8,06 788+7,65 1581+0,39 246+1,16 1061+10,5 868+11,1 1680+14,1 1104+28,8
% 48h18° 592+31,0 770+14,5 1552+36,9 239+11,1 1040+29,8 853+27,7 1649+65,1 1068+77,8
)
- 24h250 614,4+4,79 795242 1652+55,1 238+6,80 1098+23,9 897+16,1 1725+30,3 1085+1,48
48h25° 652+7,95 834+24,7 1535+109 250+9,65 1111+34.8 907+27,2 1750+52,7 1190+1,96
Semente 500+16,4 659+20,4 1337+2,95 297+8,98 811+8,72 734+11,3 1428+18,7 1098+38,6
° 24h18° 4791242 654+2,74 1209+40,4 2834129 805+12,9 7294133 1393+20,7 1086+74,8
zg 48h18° 483+17,3 640+2,96 1222+65,0 290+2,57 826+4,65 748+12,0 1427+9,70 1065+45,1
24h25° 454+3,45 647+6,57 1289+27,5 279+2,22 819+13,3 731+7,89 1388+8,26 978+28,0
48h25° 500+5,55 682+9,39 1231+28,4 295+9,51 865+19,7 775142 1456+18,5 1072+12,9

Legenda - Valores apresentados em médiatdesvio padrdo dos duplicados, mg/100g peso seco. Os valores sublinhados representam a maior

concentracao encontrada para cada aminoacido, dentro da mesma amostra de leguminosa.
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4.4.2 Score de aminoacidos essenciais

Os resultados obtidos do score dos aminoacidos essenciais das sementes e respetivos
germinados encontram-se resumidos na Tabela 13. Com base nos valores observados para as
amostras de feijdo mungo é possivel observar que a germinacao tera levado a uma reducéo
ligeira dos scores calculados para todos os aminoacidos. Nas amostras de feijao frade verificou-
se 0 mesmo para a maioria dos aminoacidos, a exce¢do da valina e da isoeucina. Por outro lado,
nas amostras de lentilha houve um aumento ligeiro em todos nos valores dos scores de todos
0s aminoacidos, verificando-se um aumento similar na maioria dos scores das amostras de gréo
a excecdo dos scores correspondentes a lisina e aos aminoacidos sulfurados e aromaticos. Nao

obstante, estas variagOes ligeiras ndo demonstraram ser estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 13 - Score de aminoacidos essenciais com base nos requerimentos dietéticos em adultos.

His Thr Lys AAS? AAAP Val Ile Leu

, | Semente | 178 147 137 0,74 2,18 112 118 1,23
8 24h18° 166 1,38 125 0,69 2,15 1,10 1,06 1,19
:‘é 48h18° 165 142 131 0,64 2,10 114 119 121
5 24h25° 158 140 136 0,65 1,97 1,10 115 117
48h25° 155 1,31 119 0,60 2,00 1,056 1,11 112

o | Semente | 175 1,27 1,49 0,79 2,24 119 124 127
£ 24h18° 181 126 134 0,69 2,33 128 132 128
£ 48h18° 174 125 134 0,75 2,23 122 126 125
= | 2an2se 1,70 129 157 0,76 2,13 128 132 131
= 48h250 165 121 145 0,71 2,18 120 126 126
Semente | 1,67 131 132 0,61 2,05 106 114 114

s 24h18° 159 1,36 1,39 0,61 1,94 1,08 1,05 113
S | 48h18e 155 132 136 0,59 1,51 1,05 112 1,10
3 24h25° 158 1,34 142 0,58 1,86 1,00 1,15 113
48h25° 172 143 135 0,63 2,08 113 119 117
Semente | 167 1,43 149 0,97 2,25 104 122 121

o 24h18° 169 1,50 142 0,93 2,37 1,00 1,29 125
"g 48h18° 167 144 141 0,92 2,29 110 129 125
24h25° 161 150 152 0,85 2,19 112 130 125

48h25° 169 150 1,38 0,93 2,24 112 1,30 1,25

Legenda - a, Aminoacidos sulfurados (metionina + cisteina); b, Aminoacidos aromaticos (tirosina +
fenilalanina). Os valores a negrito representam a concentracio dos aminoacidos limitantes (score

< 1) para cada amostra.
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Um determinado aminoacido essencial é definido como limitante numa dada fonte de
proteina sempre que esteja presente numa concentracdo inferior ao seu teor correspondente na
proteina de referéncia, ou seja, quando o seu score € menor do que 1. Diversos estudos
demonstram que varios tipos de leguminosas sdo principalmente deficientes em aminoacidos
sulfurados. (38,113,130,133) Neste trabalho, em todas as amostras, germinadas e n&o
germinadas, os aminoacidos sulfurados demonstraram um score inferior a 1, significando isto
que todas as amostras analisadas sdo limitantes nos aminoécidos metionina e cisteina. Apos a
visualizacao dos resultados anteriores relativos a quantificacdo dos aminoacidos essenciais, ndo
essenciais e condicionalmente essenciais, os resultados alusivos ao score dos aminoacidos
sulfurados estavam dentro do expectével, considerando que a cisteina foi 0 segundo aminoacido
ndo essencial com o valor mais baixo e a metionina foi o principal aminoacido essencial com o

teor mais baixo.

No que toca as amostras de grao, denota-se que os aminoacidos sulfurados apresentaram
scores mais elevados, indicando que o tipo especifico de grdo utilizado no estudo revelou
potencialmente uma qualidade proteica ligeiramente superior as restantes leguminosas
estudadas. Importa salientar ainda o elevado score dos aminoacidos aromaticos, tirosina e
fenilalanina, bem como a histidina, com scores consideravelmente superiores a 1 em todas as

amostras.
4.4.3 Teor proteico

Neste trabalho, o teor proteico das amostras foi determinado com recurso a dois métodos,
sendo estes a soma dos aminoécidos totais, a excec¢do do triptofano, quantificados por analise
cromatografica e o teor da proteina total determinada pelo método de Kjedahl. Na Tabela 14
encontram-se discriminados os resultados obtidos para a soma dos aminoacidos totais e o teor

de proteina total em g/100g de amostra.

Com base nestes resultados é possivel observar que, para todas as amostras analisadas, o
teor proteina total demonstrado pelo método de Kjedahl revelou valores consistentemente mais
elevados em comparacdo com os valores correspondentes a soma de aminoacidos totais,
diferindo, em média, cerca de 3,44 g/100g nas amostras de feijao frade, 2,8 g/100g nas amostras
de feijdo mungo, 4,61 g/100g nas amostras de lentilha e 2 g/100g nas amostras de grao.
Similarmente, Motta (2015) observou variagdes de 39/100g e de 2g/100g, entre 0S mesmos

métodos, em amostras de amaranto e de quinoa.
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A discrepancia entre os resultados obtidos por meio destas metodologias distintas estava
dentro do expectéavel pois 0 método de Kjedahl fornece o contetido total de azoto presente numa
amostra, 0 que por sua vez pode levar a sobrestimacdo do teor proteico da amostra ja que 0s
fatores de conversdo de Jones, que sdo tipicamente utilizados para calcular o teor de proteina,
n&o foram concebidos para realizarem a distin¢do entre formas de azoto proteico e ndo proteico

(por exemplo, nucledtidos, &cidos nucleicos e ureia). (109)

Tabela 14 - Teor proteico obtido pela soma dos aminoacidos totais e pelo método Kjedahl e teor de

agua de cada amostra.

Amostra Soma AA totais | Proteina total Teor de dgua
0/100g* 0/100g* 0/100g

o Semente 18,3 20,7 8,22
3 24h18° 18,7 22,2 59,2
:é 48h18°C 20,4 23,4 62,1
S 24h25° 18,5 21,9 63,5
= 48h25° 18,4 23,3 63,8
S Semente 21,4 24,0 6,88
5 24h18° 21,7 24,3 60,5
E | 48hiee 21,4 24,9 68,6
= 24h25° 20,8 22,9 60,0
L 48h250 21,3 24,5 62,6
Semente 20,6 25,2 6,78

e 24h18° 20,8 25,2 65,7
= 48h18° 20,3 254 59,0
3 24h25° 21,1 25,9 63,7
48h250 21,4 25,3 60,6
Semente 18,0 20,0 7,56

o 24h18° 17,0 18,9 56,4
‘g 48h18° 17,0 19,3 53,0
24h25° 16,8 18,3 58,8

48h25° 18,0 19,8 55,4

Legenda - *valores apresentados em g/100g de peso seco.

A soma dos aminoacidos totais, por outro lado, permite obter o contetdo proteico real do
alimento, sem haver a influéncia de compostos de azoto ndo proteico. Adicionalmente, o facto
de no presente estudo ter sido necessario utilizar o fator de conversao genérico de Jones de 6,25,
devido a impossibilidade de encontrar, até a data atual, fatores de conversdo especificos as
leguminosas analisadas, pode ter igualmente influenciado e possivelmente sobrestimado a

quantificacdo do teor proteico das amostras.
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Comparando o teor de proteina total (obtido pelo método de Kjedahl) de cada semente
seca com os Vvalores reportados na tabela de composicéo de dados americana para 0 mesmo tipo
de leguminosa, os quais também foram determinados pelo método de Kjedahl, foi possivel
observar diferencas na ordem dos 3,8 g/100g; 0,1 g/100g, 0,69/100g e 0,5 g/100g para as
amostras de feijao frade, feijao mungo, lentilha e grdo. A maior variagdo entre as amostras de
feijdo frade pode ser explicada, como ja foi mencionado, por diferencas ao nivel das condi¢des

de crescimento, condi¢des climaticas ou por variabilidades genéticas entre cultivares.

O teor proteico das amostras, obtido pela soma de aminoacidos totais, ndo demonstrou
variar de forma significativa (p >0,05) ao longo da germinacdo. Se for tido em consideracdo o
teor proteico obtido pelo método de Kjedahl é possivel, apenas por observacao direta, discernir
gue o tempo de germinacdo podera ter influenciado o teor de proteina total das amostras de
feijdo frade, no sentido em que, quanto mais prolongada fosse a germinagdo, maior seria o
contetdo proteico destas amostras. Contudo, visto que os resultados obtidos por este método se
tratam de medicdes diretas, e ndo de médias de réplicas, ndo é possivel realizar testes estatisticos
que corroborassem esta observacdo. Em relacéo as restantes amostras de feijdo mungo, lentilha
e grdo, observou-se que apresentaram valores relativamente semelhantes ao longo da

germinacao, independentemente do tempo e temperatura de germinacéo.

66



5. Conclusodes

A germinacdo € uma pratica conhecida por aprimorar a qualidade nutricional de sementes
de leguminosas. Devido aos beneficios nutricionais que podem advir da germinagéo, tem sido
evidenciado um aumento da popularidade da execucdo desta pratica nomeadamente a nivel
doméstica por parte de pablicos conscientes em relacdo a sua satde. Contudo, sendo os rebentos
consumidos tipicamente na forma crua, podem aportar um elevado risco microbiolégico com
graves repercussdes na salde humana, para o qual o publico que produz rebentos caseiros pode

nao estar ciente.

O foco ao longo da presente dissertacao foi analisar o efeito da germinacédo ao nivel da
seguranca e qualidade microbioldgica e proteica de diversos tipos de leguminosas, para
determinar se o risco microbioldgico e a qualidade proteica, em simultaneo, sdo acrescidos ou
reduzidos nas amostras de leguminosas estudadas, de acordo com as condi¢Ges de temperatura
e tempo de germinacdo utilizadas, com o futuro intuito de estabelecer um procedimento guia

que pudesse vir a ser recriado pelo publico interessado.

De acordo com os resultados, foi possivel observar que as condigdes de germinacdo
aplicadas no presente trabalho ndo conduziram a diferencas significativas (p >0,05) a respeito
do conteido de aminoacidos essenciais, ndo essenciais ou condicionalmente essenciais das
sementes de leguminosas estudadas e do teor de proteina total, significando que a germinacgéo

ndo provocou alteracdes relevantes ao nivel da qualidade proteica geral das amostras.

Os fatores de germinacdo estudados demonstraram provocar diferencas significativas ao
nivel do comprimento dos rebentos de leguminosas analisados. Contudo, independentemente
do tempo e temperatura aplicados, foi demonstrado que a germinacdo, ainda que realizada sob
as condicGes controladas que foram seguidas neste estudo, levou a producéo de rebentos cuja
maioria demonstrou niveis de qualidade ndo satisfatorios. Dito isto, € possivel assumir que a
germinacdo, quando praticada em ambiente doméstico, pode resultar na criacdo de produtos
germinados com um risco microbioldgico que, no minimo pode ser igual aos produzidos em

ambiente de laboratério, e no maximo pode ser potencialmente patogénico.

Adicionalmente, o tratamento térmico estudado ndo provou ser eficaz para reduzir a
contaminacdo da maioria das amostras até niveis aceitaveis, o que aponta para a necessidade de
mais estudos que investiguem tratamentos mais eficazes que possam ser facilmente recriados

pelos consumidores.
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Recomendacdes para trabalhos futuros

A principal limitagcdo experienciada durante a vertente pratica do presente trabalho foi a
indisponibilidade de recursos materiais para a realizagao de anélises adicionais as amostras, tal
como, por exemplo, a detecéo de E. coli O157:H7 nas sementes e nos rebentos, Vvisto que este
patétipo de E. coli especifico ndo cresce no mesmo meio que € utilizado para a contagem de
colonias de E. coli ndo patogénicas. Ainda no contexto da analise da qualidade microbioldgica
das amostras, teria sido relevante realizar varias réplicas das amostras germinadas para
possibilitar a anélise estatistica dos resultados obtidos e deste modo chegar a conclusdes mais
robustas. Em retrospetiva, se o estudo tivesse tido foco em apenas um tipo de leguminosa, ao
invés de quatro, teria sido possivel realizar varias réplicas dessa Unica amostra e alocar todos

0s recursos disponiveis na sua analise.

Adicionalmente, teria sido interessante estudar o efeito de outros binémios de tempo-
temperatura durante o tratamento térmico das amostras germinadas e, em paralelo, analisar o
efeito desses tratamentos ao nivel da qualidade organolética das amostras termicamente

tratadas, potencialmente através de analises reoldgicas e/ou sensoriais.

Por fim, numa perspetiva mais ambiciosa, considerando que o célculo do score de
aminoacidos ndo tem em consideracdo a verdadeira digestibilidade da proteina, seria
interessante avaliar a digestibilidade proteica in vitro (IVPD) das amostras antes e apds a
germinacao, considerando a falta de estudos baseados na avaliacdo da influéncia da germinacéo

na digestibilidade proteica de leguminosas.
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Anexos

Anexo | — Protocolo experimental para o doseamento de aminoacidos em alimentos

Reagentes

e Kit AccQ-Tag Chemistry Kit que inclui: Waters Amino Acid Hydrolysate standard;
Waters AccQ Fluor Borate Buffer; Waters AccQ Fluor Reagent Powder; Waters AccQ
Fluor Reagent Diluent; AccQ-Tag Ultra Eluente A; AccQ-Tag Ultra Eluente B.

e D-Norvalina - 99% grau de pureza (CAS N°: 2013-12-9)

e Acetonitrilo para HPLC grau de gradiente, (CAS N°: 75-05-8)

e Acido cloridrico fumante 37%, (p.a.) (CAS N°: 7647-01-0) - HCL 6N —501,1mL/1L

e Fenol puro (Cristalino) (CAS N°: 108-95-2)

e Hidroxido de Sodio lentilhas, p.a. (CAS. N°: 1310-73-2) - NaOH 6N — 240 g/ 1L

e Agua Ultra Pura— Milli-Q (18-megaohm)

Preparacédo da solucdo de padréo interno de D-Norvalina para a hidrdlise

Preparar uma solucdo com uma concentracdo de 25mM.

1.
2.

3.

Pesar 29,5 mg de NVal.
P6r a NVal num baldo volumétrico certificado de 10 mL e preencher o volume com HCI 0,1
N.

Armazenar esta solucdo em pequenas aliquotas no congelador.

Hidrdlise 4cida em microondas

Esta foi realizada no microondas, modelo Ethos 1 da marca Milestone.

1.
2.

Pesar entre 20 a 50 mg de amostra para um vial de hidrolise.

Adicionar 100 pL ou 200 pL de solucéo de padrdo interno de NVal ao vial, se amostra for
retomada, respetivamente, para um baldo de 5mL ou de 10mL.

Adicionar a cada vial 1 mL de uma solucéo de HCI 6 N com 0,5% de fenol.

Colocar 30 mL de HCI 6 N no copo do rotor do microondas e colocar a rack dos vials 1a
dentro.

Colocar o rotor no microondas e selecionar o programa (15 minutos para atingir os 160°C,

10 minutos a 160°C e 30 min. de arrefecimento).

. Fazer 3 purgas ao rotor do seguinte modo:

a) Abrir a valvula de vacuo e a valvula de azoto durante 2 min;
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b) Fechar a valvula de azoto e esperar mais 2 min;
c) Repetir os passos a. e b. mais duas vezes.
7. Iniciar o programa do microondas.
8. Apos a conclusdo da hidrolise retirar as amostras do microondas e neutralizar a hidrolise
com 1 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 6 N.
9. Retomar o contetido de cada vial para um baldo volumétrico. Lavar o vial até completa
remocao dos residuos com a ajuda de um vortex e perfazer o restante volume com agua ultra
pura.

10. Filtrar conteudo do baldo para um tudo de vidro com tampa.
Preparacao da solucédo de padréo interno de D-Norvalina para a curva de calibracéo
Preparar uma solucdo com uma concentracdo de 2,5 mM.

1. Pesar 2,95 mg de NVal.
2. Colocar a NVal num baldo volumétrico certificado de 10 mL e perfazer o volume com HCI
0,1 N.

Preparacao de uma curva de calibracéo

Preparar solugdes de concentracdes sucessivas, a partir da solucao inicial (Waters Amino Acid
Hydrolysate standard), que tem uma concentracéo de 2,5 mM para todos os AA, tendo em conta

as concentracgdes esperadas em cada uma das matrizes
Preparacédo das Fases Moveis

e Solvente A — Preparar uma solu¢do com 5% de AccQ-Tag Ultra Eluente A e 95% de
agua ultra pura. Filtrar por uma membrana de 0,22 um. Transferir para um reservatorio
de fase movel. Identificar como A. Deve ser preparado diariamente. (Colocar as linhas
de solvente Al e A2).

e Solvente B — O AccQ-Tag Ultra Eluente B esta pronto a usar. Colocar as linhas de
solvente diretamente no frasco ou transferir para um reservatorio de fase movel.
Identificar como B. (Colocar a linha de solvente B1).

e Solvente de lavagem da agulha, fraco (Weak) — Preparar uma solugdo com 5% de
Acetonitrilo e 95% de agua ultra pura. Misturar e filtrar por uma membrana de 0,22 pm.
Transferir para um reservatorio de fase movel. Identificar como Weak. (Colocar as

linhas de solvente Weak needle wash e seal wash).
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e Solvente de lavagem da agulha, forte (Strong) — Preparar uma solu¢do com 95% de
Acetonitrilo e 5% de agua ultra pura. Misturar e filtrar por uma membrana de 0,22 um.
Transferir para um reservatorio de fase mével e identificar como Strong. (Colocar as

linhas de solvente Strong needle wash e B2).

Derivatizacéo das solucbes padrdo e amostras

Reconstituicdo do reagente de derivatizacdo (Waters AccQ Fluor Reagent):

1.
2.

Aquecer previamente uma estufa a 55°C.
Lavar a ponta da micropipeta, aspirando e dispensando 1 mL de reagente AccQ Fluor

Reagent Diluent.

. Repetir uma vez o passo 2.

. Pipetar 1 mL de reagente AccQ Fldor Reagent Diluent para o frasco AccQ Fluor Reagent

Powder. Tapar cuidadosamente.

. Agitar utilizando um vortex durante 10 segundos.

. Aquecer o frasco reconstituido na estufa a 55°C até o reagente se dissolver. Nao aquecer

mais do que 10 minutos.

Derivatizacéo das solugdes padrao:

© a k~ w N oE

7.

Aquecer previamente uma estufa a 55°C.

Pipetar 80 L do reagente AccQ Fluor Borate Buffer para um vial.

Adicionar 10 pL da solucdo padréo preparada com adicao de padréo interno.

Adicionar 20 pL do reagente AccQ Fluor Reagent reconstituido.

Agitar utilizando um vortex durante 10 segundos.

Deixar repousar 1 minuto a temperatura ambiente e colocar na estufa previamente aquecida
a 55°C durante 10 minutos.

Proceder a analise cromatografica.

Derivatizacdo das Amostras:

I L T L

Aguecer previamente uma estufa a 55°C.

Pipetar 80 L do reagente AccQ Fluor Borate Buffer para um vial.

Adicionar 10 pL da solucdo da amostra hidrolisada preparada com adi¢éo de padréo interno.
Adicionar 20 pL do reagente AccQ Fluor Reagent reconstituido.

Levar ao vortex durante 10 segundos.

Deixar repousar 1 minuto a temperatura ambiente e colocar na estufa previamente aquecida

a 55°C durante 10 minutos.
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7. Proceder a analise cromatografica.

Parametro a programar para o detetor:

Parametros

Valor programado

Modo do comprimento de onda

Comprimento de onda Unico (Single wavelength)

Comprimento de onda 260 (nm)
Velocidade da amostragem 20 (pontos/seg)
Constante de tempo 0.40 (seq)
Gradiente a programar
Tempo (min) Fluxo (ml/min) %A %B Curva
1 0,00 0,7 99,9 01
2 0,54 0,7 99,9 0,1 6
3 5,74 0,7 90,9 9,1 7
4 7,74 0,7 78,8 21,2 6
5 8,04 0,7 40,4 59,6 6
6 8,64 0,7 40,4 59,6 6
7 8,73 0,7 99,9 0,1 6
8 9,50 0,7 99,9 0,1 6
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Anexo Il — Determinacao da proteina total pelo Método de Kjedahl

Reagentes

Usar apenas reagentes de qualidade analitica reconhecida. A agua deve ser no minimo de grau

2 ou de qualidade equivalente, de acordo com a Norma ISO 3696.

Acido sulfurico 95-98% concentrado (H2S04, p20 = 1,84 g/cm3).

Mistura catalisadora. Disponivel no comércio sob a forma de pastilhas com a seguinte
composicdo: 3,5 g K2S04 + 0,4 g CuS04-5H20.

Solucgdo de acido borico, a 4% (m/v). Pesar 40 g de &cido borico, adicionar H20 e
transferir para um baldo de 1L. Completar o volume. Medir o pH e registar.

Solucdo de hidréxido de sodio a 40% (m/m ou m/v).

Solugéo de HCI 0,1N ou H2SO4 0,1N. 5.2.6 Triptofano (98,5%) (C11H12N202) (PM
204,2 g/mol) ou hidrocloreto de lisina (C6H15CIN202) (PM 182,65 g/mol).

Sulfato de amonio (99,5%) (NH4)2S0O4 (PM 132,13 g/mol).

Solucéo de (NH4)2S04 1,2% (m/v). Pesar 6,0800 g de (NH4)2SO4 (previamente seco
em estufa elétrica a 100°C durante 4 horas), adicionar H2O e transferir para um baldo
de 500 mL. Completar o volume. Guardar no frigorifico (2°C - 8°C).

Solucdes padrédo de pH 4,0e 7,0. 5.3

Aparelhos e utensilios

Material corrente de laboratério nomeadamente:

Balanca analitica com resolucéo de 0,0001 g.

Equipamento Tecator Kjeltec.

Baldes volumétricos.

Titulador automatico “Titrando 808-Metrohm” ou sistema equivalente.

Frascos de Erlenmeyer de 300 mL.

Pipeta de 5 mL, calibrada. 5.3.7 Tubos de digestdo de 250 mL. 5.3.8 Estufa elétrica
regulada a 102°C + 2°C.

Pipeta de 5 mL calibrada.

Preparacdo da Amostra
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Homogeneizar a amostra, recorrendo ao auxilio de um moinho /homogeneizador, de forma
a garantir que nédo haja separacdo de nenhum constituinte da amostra. No caso de amostras

liquidas gaseificadas, proceder a eliminacdo do gas em banho de ultrassons.

Toma de amostra

Pesar 0,759 de amostra.

Técnica

As pesagens sdo efetuadas ao decimiligrama. Efetuar duas determinacdes paralelas.

1.

Efetuar um ensaio de recuperacdo de padrédo usando cerca de 0,1 g de triptofano (ou de
cloreto de lisina) e cerca de % da toma de amostra utilizada no ensaio. Deve recuperar-se
pelo menos 95% de azoto.

Antes da destilacdo das amostras efetuar um ensaio em branco da destilacdo e um ensaio
controlo da destilacdo. O volume de solucéo de acido (5.2.5) gasto na titulacdo do branco
nédo deve ser superior a 0,30 mL e deve recuperar-se pelo menos 98% de azoto no ensaio

controlo da destilagéo.

Mineralizacdo

1.

4.

Pesar a amostra (medir o volume quando aplicavel) com a precisdo de 0,0001 g. - Lavar as
paredes dos tubos de Kjeldahl com um pouco de H20.

Adicionar duas pastilhas de mistura catalisadora

Adicionar cuidadosamente, junto as paredes internas do tubo de Kjeldahl, 15mL de H2S04
concentrado e misturar suavemente.

Colocar os tubos a mineralizar na Unidade Digestéo

Nota 1: Depois de arrefecer, o mineralizado pode apresentar a formacéo de cristais que devem

ser dissolvidos com adicdo de um pequeno volume de &gua seguida de agitacdo e/ou

aquecimento.

Destilacao

1.
2.

Ligar a Unidade de Destilagdo do Sistema Tecator Kjeltec.

Efetuar o ciclo de limpeza diario, selecionando o Programa P2. Este ciclo € repetido pelo
menos 3 vezes antes de se iniciar a destilagdo do branco e das amostras.

Iniciar a destilacdo do branco, das amostras, do padrédo e do sulfato de amdnio, selecionando

0 Programa P1.
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4. Efetuar a destilacdo do branco (branco de destilagdo): medir 10 mL de H2SO4 para um tubo
de Kjeldahl e destilar conforme Programa 1. Terminada a destilacéo, retirar o erlenmeyer
com o destilado e lavar com agua os tubos que estiveram em contacto com o destilado

5. Efetuar a destilacdo da solucéo de sulfato de aménio: medir 10 mL de H2SO4 (5.2.1) e 10
mL da solucdo de sulfato de amonio para um tubo de Kjeldahl e destilar conforme Programa
1. Terminada a destilagdo, retirar o erlenmeyer com o destilado e lavar com agua os tubos
que estiveram em contacto com o destilado.

6. Seguidamente, destilar as amostras conforme Programa 1. Terminada cada destilacéo, retirar
o erlenmeyer com o destilado e lavar com agua os tubos que estiveram em contacto com o

destilado.
Titulacdo

Titular o branco, as amostras, o padrdo e o sulfato de aménio com solucéo de acido 0,1N até ao

ponto de pH 4,4 + 0,1, medido por potenciémetro.

Nota: Se o volume da solucdo de &cido (5.2.5) gasto na titulacdo do branco de destilacdo for
superior a 0,30 mL, repetir o ciclo de limpeza da unidade de destilacdo e confirmar o valor da

titulacdo do branco.

Resultados

Teor de azoto expresso em gramas por 100 g ou 100 ml de amostra.
O teor de azoto total da amostra, expresso em percentagem, é:

0,14 x (V; — V)
moulV

Sendo:

V10 volume, em mililitros, da solucédo de acido 0,1 N (5.2.5) gasto na titulacdo da amostra; Vo
0 volume, em mililitros da solucdo de acido 0,1 N (5.2.5) gasto na titulagdo do branco de

destilacéo;
m a massa, em gramas, da toma de amostra;
v 0 volume, em mililitros, da toma de amostra.

O teor de proteina total obtém-se multiplicando a percentagem de azoto pelo factor 5,7 para

cereais, 6,38 para leites e produtos lacteos e 6,25 para os restantes produtos.

Apresentacéo dos Resultados
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Os resultados sdo apresentados com aproximacdo as centésimas para 0 azoto e com

aproximacdo as décimas para a proteina.
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