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Caracterizacdo de diferentes fracdes derivadas do Pinhdo (Araucaria

angustifolia) e suas aplicacdes para o desenvolvimento de produtos.

Resumo

Na atualidade é crescente a busca pelo desenvolvimento de novos produtos,
tanto pela inddstria alimenticia quanto pela farmacéutica, com aplicacdo de
matérias-primas ndo convencionais. Existem produtos regionais com grande
potencial de uso, ainda ndo totalmente explorados, como € o caso do pinhéo,
semente da Araucaria angustifdlia. Impulsionados pela valorizacdo do uso de
produtos com origem natural, sem uso de agrotoxicos e que apresentem
caracteristicas de regionalizacdo, que valorizam os pequenos produtores e o
extrativismo sustentavel, o presente trabalho se propbs a estudar formas
diferenciadas de utilizacdo do pinhdo proveniente da Araucaria para producdo
de novos produtos, propiciando o aumento de seu consumo. Desta forma,
foram desenvolvidos dois processos diferentes de producdo de farinhas de
pinh&o (cru e cozido) com objetivo de aumentar a vida Util desta matéria-prima.
A partir destas farinhas foi desenvolvido um leite fermentado acrescido de
Lactobacillus acidophilus que apresentou boa qualidade nutricional e aceitacao
frente ao publico consumidor (nota 7,68 na avaliacdo hedonica). Também foi
desenvolvido um queijo cremoso acrescido de farinha de pinhdo cozido com
caracteristicas inovadoras, associando os beneficios do queijo e os do pinhéo,
o qual apresentou boa aceitacdo (nota 2,60 — teste de atribuicdo de
preferéncia). Ambos os produtos foram considerados fortes candidatos a
produgdo em escala industrial, com comercializagdo como produtos
inovadores. Como proposta de utilizagdo completa da matéria-prima, a casca
do pinhdo, produto de descarte, foi utilizada para producdo de extratos
aguosos e hidroalcoolicos, os quais foram liofilizados e utilizados para avaliar
sua acao antimicrobiana, demonstrando resultados satisfatérios frente a cepas
de Staphylococcus aureus (aquosos-17,0' cm, hidroalcodlico-14,0R cm)
demonstrando ser um produto promissor como fitoterapico antimicrobiano. Com
este trabalho foi possivel o desenvolvimento de produtos com caracteristicas
inovadoras e potenciais para inUmeras aplicacdes futuras.

Palavras-Chave: Atividade antimicrobiana; Casca de pinhdo; Farinha de
pinhdo; logurte de Pinh&o; Queijo cremoso de Pinhéo.
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Characterization of different fractions derived from Araucaria angustifolia
pine and its applications for products development with functional

properties.

Abstract

Currently, it is a growing search for the development of new products, both by
the food and pharmaceutical industries, with the application of unconventional
raw materials. There are regional products with great potential for use, not yet
fully explored, such as the pine nut, Araucaria angustifolia seed. Driven by the
valorization of the use of products with natural origin, without the use of
pesticides and that present regionalization characteristics, that value the small
producers and the sustainable extractivism, the present work aimed to study
different ways of using the Araucaria’s pine for production of new products,
increasing their consumption. Thus, two different production processes of pine
nut flour (raw and cooked) were developed with the purpose of increasing the
useful life of this raw material. From these flours was developed a fermented
milk plus Lactobacillus acidophilus that presented good nutritional quality and
acceptance with the consuming public (grade 7.68 in the hedonic evaluation). It
was also developed a creamy cheese plus cooked pine nut flour with innovative
characteristics, combining the benefits of cheese and pine nuts, which
presented good acceptance (grade 2.60 - preference attribution test). Both
products were considered strong candidates for industrial scale production, with
commercialization as innovative products. As a proposal for the complete use of
the raw material, the pinion bark, a waste product, was used to produce
agueous and hydroalcoholic extracts, which were lyophilized and used to
evaluate their antimicrobial action, showing satisfactory results against
Staphylococcus aureus strains. (aqueous-17.01 cm, hydroalcoholic-14.0R cm)
proving to be a promising product as an antimicrobial phytotherapic. With this
work it was possible to develop products with innovative and potential
characteristics for countless future applications.

Keywords: Antimicrobial Activity; Pine nut shell; Pine nut flour; Pine nut Yogurt;
Pine Nut Creamy Cheese.
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1. Introducéao

A constante busca por novos produtos alimenticios para atender uma boa
parte da sociedade, que nos dias atuais esta sempre em busca de diferentes
produtos, é algo constante para todos os ramos da industria. O desenvolvimento de
alternativas para produtos j& existentes abre um grande campo de novas
descobertas. Levando em consideragéo estes fatores o uso do pinhdo, semente da
Araucaria angustifolia, vem de encontro a esta necessidade; tendo em vista que este
€ um alimento com grandes propriedades nutricionais, sem nenhum produto de uso
industrial, além de apresentar a possibilidade de ser uma alternativa alimentar a
pessoas portadoras de doenca celiaca ou que buscam uma dieta mais nutritiva e
diversificada.

Sua améndoa/semente € rica em reservas energéticas, servindo para a
alimentacdo humana de animais domeésticos e da fauna silvestre. Também
apresenta propriedades medicinais, sendo indicadas para combater azia, anemia,
debilidades do organismo, entre outros beneficios; relatados pelo uso popular e
passados de geracdo em geracdo. Apesar disto, talvez mais por falta de uma cultura
industrial do que por dificuldades técnicas em seu processamento, esta matéria-
prima ndo tem sido largamente empregada na industria brasileira de alimentos como
0 sdo as outras améndoas. Seu consumo mais usual é na forma assada ou cozida
em pratos produzidos de forma artesanal, sem nenhum tipo de preparo ou
envolvimento industrial.

O pinhdo é um produto regional, tipico do sul do Brasil, sendo de grande
importancia para uma grande parte da populacdo que se beneficia de sua producéo,
nao apenas como alimento, mas também como forma de sustento de suas familias,
através de sua venda. O presente estudo teve por objetivo desenvolver e avaliar
comparativamente caracteristicas composicionais, bem como caracterizagées fisico-
quimicas das farinhas obtidas a partir de pinhdo cru e cozido, secos em estufas com
temperaturas e umidades controladas, com o intuito de desenvolver um produto que
possa ser consumido durante periodos mais longos e que mantenha as
caracteristicas nutricionais préprias deste alimento. Além disso, este trabalho se
propds a desenvolver um iogurte acrescido de polpa de pinh&o ou de suas farinhas,
gue surja como uma alternativa nova para o mercado de alimentos lacteos, além de
incentivar a utilizacdo de um alimento que embora apresente grande consumo na
regiado sul do pais, € pouco pesquisado, utilizado e pode-se dizer desconhecido pela

maioria dos brasileiros: o pinh&o.



Foram desenvolvidas diferentes formulagbes de iogurtes aciddfilas acrescidos
de pinh&o cru e cozido e das respectivas farinhas obtidas destes. Como resultado se
obteve um produto final que surge como uma nova alternativa de alimentacao
probidtica saudavel para os consumidores de alimentos lacteos.

No campo de desenvolvimento de novos produtos, este trabalho também
realizou o desenvolvimento de um queijo frescal cremoso acrescido de pinh&o,
agregando valor nutricional e econémico e este novo produto. Gerando assim uma
nova opcao de queijo para o0 mercado consumidor.

Verificando que o uso do pinhdo como alimento gera uma grande quantidade
de cascas, que séo residuos de producédo, e que nao possui nenhum outro destino a
nao ser o descarte para decomposicdo na natureza, processo este que leva muito
tempo para ocorrer, o presente trabalho se propds a busca por alternativas para o
uso da casca do pinhdo apés o consumo da polpa. Neste sentido foram
desenvolvidos extratos aquosos e hidroalcodlicos produzidos a partir da casca do
pinhdo que passou por processo de cozimento e que ndo passaram por este
processo. Os extratos obtidos foram liofilizados para melhor conservacdo e
padronizacdo destes, sendo em seguida avaliados quanto a sua atividade
antimicrobiana frente a diferentes classes de micro-organismos, buscando assim

novas alternativas fitoquimicas para uso comercial.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar as caracteristicas composicionais e fisico-quimicas do pinhdo,
semente da Araucaria angustifolia, caracterizando os componentes existentes nesta
matéria-prima e verificando quais as possiveis aplicacbes para o desenvolvimento

de novos produtos alimenticios e farmacéuticos de suas diferentes partes.

2.2. Objetivos Especificos

Desenvolver farinhas de pinhdo cozido e de pinhdo cru e comparar as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas que possam existir entre os dois
diferentes tipos de farinha e pinh&o in natura.

Desenvolvimento de um iogurte acidofilo acrescido de pinhdo e de suas
farinhas, com atividade probidtica apresentando caracteristica inovadora pela
presenca desta matéria-prima.

Determinacdo das  caracteristicas  fisico-quimicas,  bromatoldgicas,
microbiolégicas e sensoriais desta nova formulacdo de iogurte acidofilo
desenvolvido, verificando se as mesmas se encontram dentro dos padrées de
qualidade estabelecidos pela legislacdo para este tipo de produto.

Avaliagdo da capacidade antioxidante do iogurte acidoéfilo, verificando se o
mesmo apresenta concentracdes que possam classificar este novo produto dentro
desta categoria de alimentos.

Desenvolvimento de um queijo frescal cremoso acrescido de pinhdo cozido ou
farinha de pinh&o cozido, avaliando as caracteristicas bromatolégicas e sensoriais
deste novo produto com carater inovador pela presenca da matéria-prima pinhdo em
sua composicao.

Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas e microbiol6gicas desta
nova formulagdo, verificando se as mesmas se encontram dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislag&o vigente.

Levando em consideracdo que um grande volume de cascas € produzido e
descartado como residuo, quando do consumo deste alimento, o presente trabalho
se propbe ao desenvolvimento de extratos hidroalcoolicos e aquoso a partir da
casca do pinhédo (fruto), para avaliagdo da atividade antimicrobiana destes extratos

sob diferentes micro-organismos.



3. Revisdo bibliografica

3.1. Caracterizacéo botanica

Araucéria é um dos trés géneros que pertencem a familia Araucariaceae,
ocupando uma posicdo isolada em meio as coniferas. O género Araucaria inclui
dezenove espécies presentes em sua maioria na faixa geografica que cobre a
América do Sul até a Austrdlia e Ilhas do Pacifico. Apesar de a familia
Araucariaceae estar agora restrita ao hemisfério sul, evidéncias fésseis mostram que
ocorreu anteriormente também na parte norte do globo (Branco et al.,2016; David &
Silochi, 2010; Daudt, 2016; Guidolin et al., 2017; Peralta et al., 2016).

Pinho, Pinheiro-do-Parana, Pinheiro-Caiova, Pinheiro das Missfes, Pinheiro-
Sao-José, Cori, Curi, Curitiva, Pino, Pinhdo, Pinheiro, Pinheiro Araucéria, Pinheiro
Brasileiro, Pinheiro Cajuva, Pinheiro Chorédo, Pinheiro Macaco, Pinho, Pinho
Brasileiro, Pinho do Parana, Araucaria entre outros (Figura 1), sdo algumas das
denominacdes pelas quais a Araucaria angustifolia € conhecida (Acorsi et al., 2009;
Conab, 2014; Costa, 2017; Costa & Daudt, 2014; Forlin et al., 2009; Garcia et al.,
2012; Leite, 2007; Lorenzi, 2000; Oliveira et al., 2015; Peralta et al., 2016; Souza,
2013). Esta espécie foi descrita pela primeira vez por Bertoloni em 1820 como
Columbea angustifolia Bert. Depois, foi redescrito por Richard Rich como Araucaria
brasiliana e retificada por Otto Kuntze como Araucaria angustifolia (Bert.) Ktze
(Branco et al., 2016), sendo esta a Unica espécie do género Araucéria encontrada no

Brasil de forma natural.

Figura 1: Floresta de Araucaria angustifolia na regido sul do Brasil.

Fonte: https://bibocaambiental. blogspot.com/2015/11/mata-da-araucaria.html
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E uma planta nativa da mata atlantica do sul do Brasil (Costa, 2017; Conab,
2014) distribuindo-se principalmente nos estados mais ao sul: Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (Koehnlein et al., 2012) (Figura 2). Crescem em
altitudes superiores a 500 m acima do nivel do mar e atingem bom desenvolvimento
em 50 anos, com média de vida variando entre 200 e 300 anos. Tolerante a baixas
temperaturas, possui adaptabilidade fisiologica a mudanca de condicbes ambientais
de luz e sombra (Branco et al., 2016).

E uma planta didica, ou seja, ha arvores femininas e masculinas, com
predominancia de pinheiros masculinos, com um longo ciclo reprodutivo, sendo que
a primeira florada ocorre em média aos 15 anos, em planta cultivada isoladamente,
e 20 anos, nas populacdes naturais. A floracdo feminina ocorre o ano todo, enquanto

a masculina, de agosto a janeiro (Conab, 2014; Lorenzi, 2000).

Distribuic3ao da Floresta
Ombrofila Mista - Mata
de Araucaria

Figura 2: Distribuicdo geografica da Araucaria angustifolia na regido sul do Brasil.

Fonte: https://bibocaambiental.blogspot.com/2015/11/mata-da-araucaria.html

Raramente apresenta regeneracdo natural na floresta onde vive. Como nao
tolera sombra, ali o crescimento é lentissimo, e as plantas sao raquiticas. Mas pode,
com frequéncia, colonizar o campo. O pinheiro cresce melhor sob precipitagdo bem
repartida e temperaturas mais suaves (médias em torno de 20 a 21°C durante o
verdo e de 10 a 11°C durante o inverno) aceitando algumas varia¢des (Rizzini,
1986).

A producéo de mudas ocorre com melhor eficacia se for realizada logo apos a
colheita das sementes, devendo ser colocadas para germinacdo em recipientes
individuais. A emergéncia ocorre em alguns dias e a taxa de germinacgéo € alta com

sementes novas (Lorenzi, 2000).



3.2. Planta

O pinheiro é uma arvore que atinge até 50 m de altura, com diametro de 1 a 3
m, tronco reto, casca resinosa e grossa. Ramos dispostos em verticilos que véao
diminuindo de distancia para o alto, ramos secundarios agrupados no apice dos
primarios (Hatschbach & Ziller, 1995; Peralta et al., 2016). De acordo com Lorenzi
(2000), a arvore jovem tem forma piramidal e bem diferente da adulta, podendo ser
considerada como uma arvore extremamente ornamental, podendo ser empregada
no paisagismo. Quando atinge a idade adulta, a copa atinge forma de taca devido a
perda natural dos ramos inferiores (Peralta et al., 2016).

O tronco apresenta uma cor castanho purpurea, com casca exterior aspera e
uma casca interna que € resinosa e esbranquicada. A espessura da casca pode
variar de 2 a 15 cm confome a idade da planta podendo chegar a um diametro de 40
cm, com aspecto esponjoso, apresentando placas e anéis grossos e deprimidos a
espacos mais ou menos regulares (antigos nés). A medida que o tempo passa, a
casca externa (casca morta) € naturalmente descartada pela arvore, que pode viver
200 anos em média.

Suas folhas sao aciculares verde-escuro (em forma de agulha) que
permanecem em anexo sob a arvore por muitos anos e podem atingir até 6 cm de
comprimento e 1 cm de largura. Se apresentam oval-lanceoladas, truncadas na
base, atenuadas na direcdo do apice, que é bem agudo e pungente, coriaceas,
duras, cbncavas, voltadas para a ponta dos ramos, razdo por estes parecerem
cilindros verdes, medindo entre 25 e 60 mm por 8 a 25 mm (Branco et al., 2016;
Hatschbach & Ziller, 1995; Rizzini, 1986).

Sua madeira apresenta coloracdo amarelada ou alvacenta, as vezes, com
tonalidade résea ou levemente pardacenta, uniforme, com superficie lustrosa e lisa,
cheiro e sabor ligeiramente resinoso. Leve e macia, pouco duravel quando exposta
ao tempo, densidade de 0,55g/cm? (Lorenzi, 2000; Rizzini, 1986).

As flores femininas (Figura 3) apresentam-se como estrébilo, mais conhecido
como pinha, com forma globular ou ovéide. A pinha é formada pelas sementes
(pinhdes), eixo central e bracteas (sementes ndo desenvolvidas), estreitamente
sobrepostas e inseridas em um eixo central cénico (Souza, 2013). De acordo com
Brancoet al. (2016), o cone fecundado pode medir 10 a 25 cm de didmetro e pesar
até 4,7 kg, contendo mais de 1.000 elementos, incluindo sementes e bracteas. A
ocorréncia de bracteas é cerca de cinco vezes maior que as sementes férteis.

Os estrébilos machos (Figura 3) sédo alongados, cilindricos, densos e cobertos
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por escamas, que se organizam em espiral. As escamas da base sao abertas para
permitir a liberacdo de pdélen e sua disseminacdo e ambos estrébilos se

desenvolvem durante o verao (Branco et al., 2016).

Figura 3: Araucaria angustifolia: Estrobilo fémea (A) e macho (B).

Fonte: Fotografados por Catia S. Branco em Branco et al. (2016).

A polinizagdo ocorre nos meses de outubro a dezembro, sendo realizada
predominantemente pelo vento, sendo que dois anos apos, as pinhas amadurecem
(Conab, 2014; Lorenzi, 2000; Macedo et al., 2016; Souza, 2013).

Algumas espécies de animais auxiliam na reproducdo da Araucdria, como por
exemplo, a ave gralha-azul (Cyanocoraxcaeruleus), que ao esconder suas sementes
no solo para posterior consumo acaba, involuntariamente, plantando-a (Costa,
2017). Estudo realizado por Reinert & Bornschein (1998), comprovou que 0s pinhdes
fazem parte da dieta da gralha-azul. Por este motivo é considerada ave simbolo do
estado do Parana protegido pela Lei Estadual N°. 7957 de 12 de novembro de 1984,
no Artigo 1°, sendo considerada como um animal de grande importancia para a
preservacdo do pinheiro (PARANA, 1984).

3.3. Semente

A semente da Araucéaria € o pinhdo, apresentando-se com 3 a 8 cm de
comprimento, por 1 a 2,5 cm de largura e peso médio de 8,7 g (Acorsi et al., 2008;
Leite, 2007; Forlin et al., 2009; Peralta et al., 2016). Com forma conico-arredondada,
sdo carnosos e bastante apreciados na culinaria do sul do Pais (Souza, 2013). O
envoltorio ou casca (tegumento) do pinhdo é a parte externa que protege a améndoa
e €& composta por trés camadas, a externa, a mediana e a interna, possuindo
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coloragéo de amarelo ao marrom avermelhado, branco amarelado ao marrom e de
marrom ao rosa avermelhado, respectivamente. As camadas, externa e mediana,
dispbem-se longitudinalmente e conferem maior resisténcia as sementes,
assemelhando-se a madeira, conforme demonstrado na Figura 4 (Costa & Daudt,
2014). As cascas das sementes correspondem a, aproximadamente, 30% do peso
total do fruto (Oliveira et al., 2015). Ja o envoltério interno é mais fino e

membranaceo (Costa, 2014).
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Figura 4: Sementes cozidas de Araucaria angustifolia (pinh&o) mostrando
revestimento externo (A), secdo longitudinal exibindo embrido (B) e porgao
comestivel interna (C).

Fonte: Branco et al. (2016).

A améndoa é a parte comestivel, € muito dura quando crua, necessitando de
processo de abrandamento de sua textura para permitir 0 consumo. Seu
desenvolvimento ocorre em locais de grandes altitudes, entre 500 e 1500 m, com
temperatura anual média entre 11,5 e 21°C (Capella et al. 2009).

E um produto sazonal encontrado principalmente entre os meses de abril e
agosto (Branco et al., 2016; Polet, 2014). E colhido e consumido durante o inverno,
temporada onde apresenta uma boa qualidade sensorial (Guidolin et al., 2017).

O método de colheita é rudimentar e, como a arvore € alta, muitas vezes, 0s
pinhdes ndo sao colhidos diretamente, mas sim, recolhidos do chéo (Daudt, 2016). A

Figura 5 mostra a arvore Araucaria e sua semente, o pinhao, dentro de uma pinha.



Figura 5: Araucaria (a) e pinha com os pinhdes (b).

Fonte: Campestrini (2011) (a) e Verdi (2010) (b), adaptado de Daudt (2016).

Dentre os componentes majoritarios do pinhdo (Tabela 1), destacam-se os
carboidratos, os quais incluem a fragdo fibra. O consumo de fibras alimentares esta
associado com resultados benéficos para o organismo humano e mesmo para
prevencdo de algumas doencas crénicas. Quanto ao seu valor nutricional, o pinhédo
é considerado uma fonte de amido, fibra dietética e também de micronutrientes
como cobre e magnésio, além de possuir baixo indice glicémico. Estudos também
encontraram propriedades antioxidantes do pinhdo, sendo encontrados pelo menos
trés compostos fendlicos, além de acido citrico. Em relacdo ao seu teor protéico foi
verificado que a maior parte das proteinas encontradas sdo albuminas, que
possuem um valor nutritivo elevado, semelhante a soja (Branco et al., 2016; Daudat
et al., 2014; Guidolin et al., 2017; Koehnlein et al., 2012; Polet, 2014).

Tabela 1: Componentes Nutricionais da semente da Araucaria angustifolia segundo
diferentes autores.

Autoria Parte da planta utilizada Nutriente
Ano de Publicacéo

Branco et al. (2016) Sementes cozidas Carboidratos
Cobre
Fracéo fibra — fibra dietética
Magnésio

Branco et al. (2016) Sementes Albuminas
Amido
Calcio
Ferro
Histidina - aminoéacidos
limitantes
Lisina -amino&cidos limitantes
Magnésio
Potéassio




Proteinas
Zinco

Cordenunsi et al., (2004) Sementes Amido
Fosforo

Corréa & Helm (2010) Sementes Acidos graxos

Koehnlein et al. (2012) Sementes Albuminas
Amido
Carboidratos
Cobre
Fracao fibra — fibra dietética
Magnésio

Polet (2014) Sementes Albuminas
Aminoacidos arométicos
Aminoacidos contendo enxofre
Carboidratos
Cobre
Fracéo fibra — fibra dietética
Globulinas
Magnésio
Valina — proteinas

Segundo Corréa & Helm (2010) o pinhdo apresenta quantidades significativas
de minerais e acidos graxos. Além disso, possui amido resistente (RS) e amido
lentamente digerivel (SDS) conhecidos por liberarem glicose a uma taxa lenta e
exibir uma baixa resposta glicémica, reduzindo o risco de diabetes, obesidade,
doencas cardiovasculares e cancer de colon. Assim, o pinhdo € considerado um
alimento saudavel, podendo também constituir um ingrediente para a producédo de
diferentes alimentos (Guidolin et al., 2017).

3.4. O Pinh&o como alimento

O pinhdo, que constitui a améndoa da Araucaria, € rico em reservas
energéticas, servindo para a alimentacdo humana, de animais domésticos
(principalmente suinos) e da fauna silvestre. (Acorsi et al., 2008; David & Silochi,
2010; Garcia, 2012).

Apesar do grande consumo, talvez mais por falta de uma cultura industrial do
que por dificuldades técnicas em seu processamento, 0 pinhdo ndo € muito
empregado na culinaria brasileira como o sédo outras améndoas.

Seu consumo mais usual é na forma assada ou cozida (Santos et al., 2002).
Para o consumo, as sementes sdo geralmente cozidas em agua ou torradas. As
farinhas de pinh&o cru ou cozido (preparadas artesanalmente) sédo utilizadas na
preparacao de varios pratos como bolos, paes e biscoitos (Peralta et al., (2016)
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O pinh&@o pode ser considerado uma 6tima fonte alternativa de amido. O uso
do amido de pinh&o no Brasil oferece a vantagem de apoiar o uso de um produto
regional que €& protegido por leis ambientais e que muitas vezes acaba sendo
desperdicado devido ao armazenamento inadequado, colheita rudimentar ou
excesso de producdo (Daudt et al., 2014), além, da inexisténcia de uma cultura

industrial para este produto.

3.5. Pinhdo na Medicina

O pinhdo também apresenta propriedades medicinais, sendo indicado para o
combate da azia, da anemia e a debilidade do organismo (Acorsi et al., 2008;
Carvalho, 2002).

Por ser rico em fibras, o consumo de pinhdo pode trazer diversos beneficios,
como prevenir doencas intestinais. O pinhdo € composto por varios minerais como
cobre, zinco, manganés, ferro, magnésio, célcio, fosforo, enxofre e sodio. Porém,
merece destaque no fornecimento de potassio, mineral que ajuda a controlar a
pressao arterial. Ainda no pinhdo, sdo encontrados os acidos graxos linoleico
(bmega 6) e oleico (bmega 9). Estes contribuem para a redugéo do colesterol no
sangue. Por isso, podem ajudar na prevencdo de doencas cardiovasculares
(EMBRAPA, 2018).

O cozimento das folhas € eficiente contra a anemia e tumores que surgem
devido as disfun¢des dos ganglios linfaticos- escréfulas (Carvalho, 2002). A casca
em infus@o no alcool cura cobreiros, reumatismo, varizes e distensfes musculares.
O no, a casca do caule e os brotos sdo usados na medicina popular pelos indios de
varias etnias do Parana e de Santa Catarina nas afec¢cées do reumatismo, dores
causadas por quedas durante a gravidez, machucado nos olhos, catarata, cortes,
feridas, dor nos rins e doencas venéreas (Marquesini, 1995).

Estudos demostram que extratos metandlicos de pinhdo apresentam
quantidades significativas de catequina e quercetina, flavondides com importante
atividade antioxidante (Giazzon et al., 2009).

3.6. Compostos Fitoquimicos Funcionais

Segundo Cordenunsi et al. (2004), na semente, compostos fendlicos podem
migrar do revestimento interno para a polpa durante o processo de aquecimento, e,
portanto, quantidades significativas de catequina e quercetina podem ser
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encontradas na semente cozida. Resultados semelhantes foram relatados em outro
estudo, mostrando diferencas entre extratos obtidos de sementes cozidas e cruas
em relacao aos flavondides (11,89 £ 0,26 pg/mg em sementes cozidas e 1,16 + 0,02
Mg/mg em extrato de sementes cruas) e proantocianidinas (40,70 £ 0,59 yg/mg em
sementes cozidas e 0,45+ 0,02 uyg/mg em extratos de sementes cruas) (Koehnlein
etal., 2012).

Koehnlein et al., (2012), descreve que o0s compostos polifendlicos séo
metabdlitos secundarios das plantas, sendo importantes para a salude humana
porque eles tém potenciais benéficos em doencas cardiovasculares e cancer,
possivelmente associado as suas propriedades antioxidantes (Daudt et al., 2014).
Sendo este mais uma alternativa para a utilizacdo desta matéria-prima na fabricacao
de diferentes produtos.

Estudos demonstram que as bracteas (sementes estéreis) contém niveis
elevados de compostos quimicos, como  3-glucosidedihidroquercetina,
Amentoflavona 4', 4", 7,7"-tetrametil, Apigenina, Catequina, Epicatequina,
Quercetina e Rutina, com importantes acfes farmacoldgicas em varios modelos de
estudo (Branco et al., 2016).

Alguns estudos cientificos realizados com Araucéria demonstraram que a
casca da arvore apresenta alta concentracdo de flavondides e atividade antioxidante
em microssomos e fibroblastos de ratos. Além disso, as folhas dessa arvore contém
proantocianidinas e biflavondides e apresentaram atividade anti-herpes, também
foram capazes de reduzir danos oxidativos a lipidios e DNA em diferentes sistemas
in vitro (Sousa, 2013).

Os flavondides mais comuns encontrados na Araucaria sdo catequina e
epicatequina que sao flavan-3-ols (derivados de flavanos que usam a estrutura 2-
fenil-3,4-diidro-2H-cromen-3-ol), a subclasse mais complexa de flavondides. Esta
subclasse varia de monémeros simples a oligoméricos e polimeros,
proantocianidinas, que também sdo conhecidas como taninos condensados. A
quercetina € um flavonol, enquanto o apigenina é uma flavona (Branco et al., 2016).
Na Tabela 2 estdo descritos alguns dos principais principios ativos encontrados na

Araucaria angustifolia.
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Tabela 2: Componentes fitoquimicos presentes em diferentes partes da Araucaria
angustifolia.

Autoria Parte da planta Principio ativo presente
Ano de publicacao estudada
Cordenunsi et al. (2004) Sementes cozidas Catequina
Quercetina
Koehnlein et al. (2012) Sementes cozidas Acido galico
Catequinas
Quercetina
Koehnlein et al. (2012) Extratos sementes crua  Flavondides
e cozida Proantocianidinas - taninos
condensados
Koehnlein et al. (2012) Sementes Acido citrico

Compostos fendlicos

Branco et al.(2016) Sementes Acido galico
Lecitinas

N-acetil-D-glucosamina

Polet (2014) Sementes Acido citrico

Conab (2014) Madeira Breu
Terebintina

Sousa (2013) Folhas Biflavonéides

Proantocianidinas

Branco et al.(2016) Folhas Acido para-cumarico
Acidos diterpénicos E e Z
Amentoflavone
Apigenina — flavona
Bilobetina
Catequina
Cupressuflavona
Ent-kaureno
Epicatequina
Esteroides
Ginkgetin
[I-7-O-metil-robusta flavona
Mono-, di-, tri- e tetra-
omethylamentoflavone
Phyllocladene
Polifendis
Quercetina
Terpenoides
B-Sitosterol

Sousa (2013) Casca da planta Flavonoides

Branco et al.(2016) Casca da planta Acido benzoéico
Acido galico
Acido p-hidroxibenzoico
Acido protocatequico
Antocianidinas
Catequinas - flavan-3-ols
Epiafzelechin p-
hidroxibenzoato
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Epiafzelechin protocatechuate
Epicatequinas - flavan-3-ols
Flavonas — apigenina
Flavonoides

Isoflavonas

Piroresinol- eudesmina
Quercitina — flavonol
Sitosterol

Sugiol

Branco et al.(2016) Bracteas 3-glucosidedihidroquercetina
Acido quinico
Amentoflavone 4 ', 4'', 7,7' -
tetrametil
Apigenina
Catequina
Epicatequina
Eter

Quercetina
Rutina

Branco et al.(2016) N6 Isolariciresinol
Isolariciresinol-4'-methyl ether
Lariciresinol
Lariciresinol-4-metil éter
Pinoresinol
Secoisolariciresinol
Secoisolariciresinol monometil
éter

Branco et al.(2016) Resina do né 2,3-bis- (p-hidroxifenil) -2-
ciclopenteno-1-ona
4,4'-di-hidroxi chalcona

Criptoresinol - neolignana
Eter monometilico de
pinoresinol

Hinokiresinol — ligano
Isolariciresinol
Secoisolariciresinol — lignano

Branco et al.(2016) Resina arvore 4-hidroxibenzaldeido
Acido p-cumarico
Ferruginol - diterpeno
Hidroquinona
Lignanos — polifendis

Garcia (2012) Resina arvore Acetona
Acido pirolenhoso

Branco et al.(2016) Casca da semente Proantocianidinas - taninos
condensados

Cordenunsi et al. (2004) Casca da semente Quercitina

Koehnlein et al. (2012) Casca da semente Quercitina

Apesar de alguns estudos farmacoldgicos terem sido realizados nesta planta,
h&a uma histéria notavel de uso medicinal por populac¢des nativas que fazem uso de

infusdes de folhas, cascas e nds sendo estes usados para tratar anemia, estirpes
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musculares, reumatismo, varizes, doengas renais e doengas sexualmente
transmissiveis. Além disso, um xarope produzido a partir de sua resina € usado para
tratar infecgcbes do trato respiratorio, indicando uma versatilidade terapéutica nos
usos empiricos da Araucaria. Infusbes de folhas sdo usadas como emoliente, anti-
séptico, contra infec¢Bes respiratorias, reumatismo, fadiga e anemia, e corantes séo
usados para o tratamento de feridas e erupc¢des causadas pela herpes (Branco et
al., 2016; Peralta et al., 2016).

Em trabalho realizado por Klein et al. (2015) foi comprovado que extratos da
casca de pinhdo que foram previamente autoclavados n&o apresentam agao
antifangica frente a culturas de Bipolaris curvispora, Bipolaris cynodontis, Bipolaris
oryzae, Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus phoenicis, Aspergillus flavus,
Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum, Monascus purpureus e bacterias
Gram-negativas como Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli e Salmonella
enteritidis. Esses resultados podem ser creditados ao fato de que alguns micro-
organismos como Aspergillus niger e Penicillium sp. podem crescer na presenca de
taninos e seus monomeros e dimeros, tendo a utilizagcdo destes compostos como
uma fonte de carbono (Scalbert, 1991). Ja a estrutura da membrana externa de
bactérias Gram-negativas tem a capacidade de protegé-las de muitos
antimicrobianos, conferindo maior resisténcia do que as bactérias Gram-positivas
(Klein et al., 2015).

Extratos de casca de pinhdo apresentam atividade inibitéria contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Listeria inoccua e
Clostridium perfringens (Klein et al., 2015). Esta acdo sobre o crescimento de
bactérias esta relacionada a taninos presentes na casca do pinhdo, que afetam o
crescimento de bactérias por diferentes mecanismos, como a inibicdo de enzimas
extracelulares, complexacdo de ions metalicos essenciais para o metabolismo
celular ou por acéo direta na membrana celular (Serrano et al., 2009).

Na Tabela 3 estdo descritas algumas atividades ja comprovadas por
diferentes autores de compostos quimicos que sdo encontrados na Araucaria

angustifolia.
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Tabela 3: Compostos e suas a¢des sobre micro-organismos.

Composto quimico Antimicrobiana | Antifungica Antiviral
Proantocianidinas?,® Sim - Sim
Taninos condensados? Sim - Sim
Lignanas? - - Sim
Biflavonas® - Sim Sim
Biflavonodides?* - - Sim
Lectina* Sim - -

1 (Esquenazi, 2002; Santos & Mello, 2002); 2 (Ohashi et al, 1992; Castro et al, 1996; Saarinen et al,
2002); 3 (Parveen et al., 1987; Lin et al, 1999; Grynberg et al, 2002). 4 (Branco et al., 2016).

3.7. Importancia econdmica

A comercializagcdo do pinhdo praticamente se restringe aos meses de
producdo (abril a junho, podendo se estender até agosto). Apenas as arvores
femininas geram a pinha, em cujo interior encontram-se os pinhdes (Conab, 2014).

A safra anual ocorre no inicio do inverno e como ndo € consumida totalmente
costuma ser destinada a alimentacdo animal o que indica um excedente de pinhao
ao final das safras. No censo agropecuario realizado em 2006, o percentual de
perda entre colheita e pinhdes vendidos foi acima de 12% (IBGE, 2006). Esta grande
quantidade de perda de matéria-prima se deve ao pouco uso industrial do pinhao.

Na Araucaria tudo pode ser aproveitado desde as améndoas/sementes,
contidas no interior das pinhas, principal produto comercial, que sao ricas em amido,
proteinas e gorduras, constituindo um alimento bastante nutritivo, até a resina que,
destilada, fornece o alcatrdo. Da sua madeira obtém-se a pasta de celulose que,
apos uma série de operacdes industriais, d4 origem ao papel. Por fim, gera ainda
diversos Oleos tais como a terebentina e o breu, utilizados em variadas aplicacées
industriais (Conab, 2014).

A Araucaria ja foi um dos mais importantes produtos da exportacao brasileira,
especialmente em funcdo da elevada qualidade da sua madeira (Costa & Daudt,
2014), para uso em construcdes, serrarias e producéo de celulose e papel, além do
uso ornamental da arvore. Os galhos, refugos e o n6 de pinho servem para lenha e
combustivel de caldeiras. Sua resina é utilizada na fabricacdo de vernizes,
terebentina, acetona, acido pirolenhoso e outros produtos quimicos (Garcia, 2012).

Segundo dados de Dorneles (2015), em 2013 o Parana obteve uma receita

gerada pelo pinhdo de R$ 8,2 milhdes, com uma producédo de 3,9 mil toneladas. A
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regido sul do estado, que abrange o0s nucleos de Curitiba, Guarapuava, Irati,
Laranjeiras do Sul, Paranagua, Ponta Grossa e Unido da Vitéria, respondem por
mais de 80% da producéo total do estado.

A exploracdo e comercializacdo do pinhdo no Parana sdo regulamentadas
pela Portaria IAP N° 46 de 26 de marco de 2015, que institui os procedimentos para

controle da exploracdo do pinhéo e define outras providéncias (Parana, 2015).

3.8. Usos comerciais

Uma das vertentes para a valorizacdo do pinhdo refere-se ao seu
processamento que permite estender o periodo de oferta do produto, bastante
limitado pelo baixo grau de industrializacdo (Conto & Ide, 2015; Cornejo et al., 2014).

De acordo com Conab (2014) a cadeia extrativa do pinhdo é bastante
simplificada, ndo sendo verificado nenhum processo industrial, diferentemente do
gue acontece com outras améndoas. Possivelmente esse é um dos maiores
obstaculos a comercializacdo de um volume maior deste produto, tendo em vista a
reduzida quantidade de uso de técnicas de conservacao e industrializacdo, que se
restringe (em rarissimos casos) ao uso de camaras de refrigeracdo na conservacao
pos-colheita do pinhéo.

A perecibilidade do pinhao, aliada a falta de industrializacdo e a sazonalidade
de producao (normalmente de marco a julho) faz com que sua comercializacao seja
feita quase que totalmente in natura e na regido de producdo. Para mudar esta
realidade é necesséario implantar uma estrutura de armazenamento em camaras
frias, a temperatura de 2°C e umidade relativa de 90 + 2% (Amarante et al., 2007),
desenvolver técnicas de industrializacdo do pinhdo e intensificar a divulgacdo do
pinhdo como alimento nutritivo. Isto favoreceria a comercializagdo também fora da
época de colheita e 0 acesso a mercados consumidores fora da area de ocorréncia
da floresta com Araucaria, para obter um maior valor agregado, com aumento da
renda das familias envolvidas no extrativismo e producédo (Danner et al., 2012).

Segundo Conto & Ide (2015), normalmente, o pinhdo é consumido cozido ou
assado, porém a sua industrializacdo é quase nula devido a falta de uma cultura
industrial das regides produtoras e por sua sazonalidade.

O uso do pinhdo na culinaria brasileira esta longe de ser difundido e intenso
devido a falta de métodos para preserva-lo fresco e para processamento industrial.

Assim, técnicas de conservacdo e uso sustentavel tém sido investigadas para
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encorajar a preservacdo e comercializacdo durante e fora da temporada de
producéo (Peralta et al., 2016).

A caréncia de produtos elaborados com pinhdo constitui um dos principais
entraves da cadeia produtiva desta espécie, sendo de suma importancia o
desenvolvimento e a disponibilizagéo de produtos de maior valor agregado (Cornejo

et al., 2014).
Na Figura 6 estdo descritos alguns usos de produtos derivados da Araucaria.

Nutrition:
traditional
Pinhdo almond:  dishes (2)  p.. 20 o imond:
source of starch, flour production
proteins, fats (2) 3)
Pinhao coat Pinhao almond:
Flavonoids: antimicrobial
antioxidants (3) lectins (3)
3 Pinhdo almond:
Pinh&o coat tannins: anti-inflammatory
lipase and a-amylase lectins (3)
inhibition (3)
Pinhao coat tannins: Biflavonoids:
potential use as protection against
cosmetics (3) UV radiation (3)
Pinhio coat: Hydroalcoholic
» extract:
potential metal antiherpetic
adsorbants (3) activity (3)

Dead bark: . .
. Biflavone fraction:
afzelechins with antioxidant and

antioxidant sunscreen (3)
activity (3)

Timber for Timber for
housing (1)  furniture (1)

Figura 6: Usos de produtos derivados de Araucaria angustifolia:

(1) Passado (madeira para habitacdo e madeira para moéveis); (2) Presente (améndoa de pinh&o:
fonte de amido, proteinas, gorduras; nutricdo: pratos tradicionais); (3) Futuro (Flavonéides da casca
do pinhdo: antioxidantes, taninos da casca do pinh&o: inibicdo de lipase e a-amilase, taninos da
casca do pinhdo: uso potencial em cosméticos; Casca do pinhdo: potencial absorvente de metais;
Casca morta: Afzelequina com atividade antioxidante; Améndoa do pinh&o: lectinas antimicrobianas;
Améndoa do pinh&o: lectinas antiinflamatérias; Biflavondides: protecdo contra radiacdo UV; Extrato
hidroalcodlico: atividade anti-herpética; Fracao flavondide: antioxidante e protetor solar.

Fonte: Peralta et al., (2016).
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3.9. Extincao

Esta arvore ndo possui apenas valor comercial, mas também cultural, uma
vez que faz parte da tradicdo do povo, tanto nas histérias populares quanto na
culinaria (Costa, 2014). O pinhdo possui um relevante aspecto social ligado as
familias de baixa renda e a agricultura familiar da regido sul do Brasil, que o utilizam
como fonte de alimento e incremento de renda durante os meses produtores (Conto
& lde, 2012), por este motivo a partir de 2014, este produto foi incluido na Politica de
Garantia de Precos Minimos para a Sociobiodiversidade (PGPM-Bio), o que permite
o0 pagamento de subvencdo aos produtores extrativistas, caso 0 preco de venda por
parte dos produtores extrativistas alcance valores inferiores ao preco minimo
estabelecido pelo Governo Federal.

E o primeiro produto da Regido Sul do pais a fazer parte da PGPM-Bio, se
inserindo no contexto das politicas de apoio a conservacao da Araucaria, espécie
gue teve exploracado intensa e desordenada e cuja existéncia vem sendo ameacada
pelo corte e pela expansao da agricultura, da pecuaria e das florestas comerciais de
pinus (Pinus elliottii), situagdo esta que tem relagdo direta com a sobrevivéncia de
numerosas espécies de animais que se alimentam do pinhdo (Branco et al., 2016;
Conab, 2014).

O pinhdo é considerado um dos principais Produtos Florestais Nao
Madeireiros (PFNM) do estado do Parana, logo apés a erva-mate (llex
paraguariensis), tanto em termos de nivel de producdo como do valor da producéo.
N&o h&d um numero exato de pessoas envolvidas na coleta e comercializacdo do
pinhdo no estado, entretanto se destacam sua importancia alimentar e fonte de
renda para coletores e produtores rurais (Bittencourt et al., 2015).

Estava em tramite na Camara dos Deputados um Projeto de Lei N.° 6.914, de
2017, que previa a Instituicdo de uma Politica Nacional de Incentivo ao Manejo
Consciente e de Qualidade da Araucaria. Com objetivo de viabilizar a retirada do
Pinheiro Brasileiro ou Pinheiro-do-Parana da lista de espécies da flora nacional
ameacadas de extincdo, por meio do incentivo ao seu manejo consciente e de uma
producédo sustentavel e de qualidade, que propicie a renovagdo da espécie em areas
de cultivo comercial e em &reas de conservacdo, com a preservagdo de seus
recursos geneéticos, esta proposta foi temporariamente retirada de pauta pelo autor
da mesma podendo voltar a votagdo em breve (BRASIL, 2017).

Esta arvore foi muito explorada pela qualidade de sua madeira a ponto de ser
incluida na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincédo do
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IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente) (BRASIL, 1992). A ameacga de
extingdo ocorreu devida principalmente a devastacao sofrida no final do século XIX,
relacionada ao alto valor de sua madeira, a falta de gestdo ambiental contra a
exploracdo e ao mecanismo reprodutivo longo e delicado dessa espécie, o que torna
dificil a sua regeneracao natural (Costa, 2014).

As areas remanescentes da espécie somam, atualmente, cerca de 2 a 5% da
area original que era de 200.000 km? originais, entrando para a Lista Vermelha de
Espécies ameacadas da IUCN (International Union for Conservation of Nature)
(Garcia, 2012; Macedo et al., 2016; Peralta et al., 2016). Segundo Oliveira et al.
(2015) esta planta que ja foi bastante abundante no sul do Brasil, ainda € um
componente importante de sua flora. Para garantir a preservacdo das espécies
ameacadas de extincdo o CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) criou a
Resolucdo 278/01 (BRASIL, 2001) que proibiu o corte e a exploracdo das espécies
que constam nesta lista oficial, entre elas a Araucaria angustifolia.

Por este motivo Daudt (2016), afirmou que o uso do pinhdo em pesquisas que
enfatizem o uso sustentavel pode auxiliar os esfor¢cos de conservacéo encorajando o

uso racional e o consumo moderado da espécie.
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Capitulo | — Artigo: Desenvolvimento e Caracterizacdo de Farinha de Pinh&o

(Araucaria anqustifolia)

Resumo — O pinheiro Araucaria é uma planta nativa da regido sul do Brasil. Seu
fruto, o pinhdo, é muito apreciado pela populacdo na forma cozida ou assada. O
objetivo deste trabalho foi obter farinhas a partir de pinhao cru e cozido, e analisar as
propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas destas em relacdo ao pinhdo in
natura. Os pinhdes foram separados em trés lotes: dois lotes processados como
farinha (cozida e crua), e um lote analisado in natura. A caracterizacdo quimica deu-
se através das seguintes analises: umidade, solidos totais, cinzas, lipideos,
proteinas, fibra bruta e carboidratos. Foram determinados indices de coliformes
totais e termotolerantes (NMP/g), contagem de bolores e leveduras (UFC/g),
determinacdo de Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) e pesquisa de
Salmonella sp. Os resultados das analises fisico-quimicas ndo demonstraram
diferenca significativa para os teores de carboidratos (76,1-78,5%), residuo mineral
fixo (2,6-2,7%), proteinas (7,1-7,3%), sélidos totais (91,3-92,4%) e umidade (7,5—
10,3%). Ocorreram diferencas entre as farinhas e o pinhdo in natura. As farinhas
apresentaram teores baixos de fibras (2,4—-2,6%) quando comparado ao pinhao cru.
As avaliacdes microbiolégicas ndo evidenciaram desenvolvimento microbiano para
nenhum parametro pesquisado. A producéo de farinhas de pinhdo é uma alternativa
viavel para melhorar a conservagao do produto, aumentando suas possibilidades de
utilizacdo devido a melhor estocagem e preservacdo, com composicdo adequada
para aplicagdo em varios produtos derivados e ou uso como ingrediente em varias

formulacgbes alimenticias.

Palavras chave: Avaliagdo microbioldgica, Brasilian pine, composicéo centesimal.

1.Introducéao

A busca por alternativas para a producdo e diferenciacdo de produtos ja
existentes abre um grande campo de novas descobertas. O uso de matérias-primas
nao convencionais como o pinhdo, semente da Araucaria angustifolia, € algo que
vem de encontro a esta necessidade, tendo em vista que este é um alimento com
grandes propriedades nutricionais, sem uso industrial, apresentando assim uma
nova opcao para quem busca uma dieta mais nutritiva e diversificada.

Uma alternativa para aumentar e incentivar o consumo do pinh&o, produto

rico em nutrientes, seria a fabricacdo de farinha, podendo esta ser utilizada na
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confeccdo de inUmeros produtos alimenticios. Hoje a producdo de farinha € feita
apenas de modo artesanal nas regibes aonde ainda restam as Araucarias (Leite,
2007). A obtencao de farinha de pinhdo poderia prover um produto com alto teor de
fibras, com alto valor nutricional, além de permitir o aproveitamento desta matéria-
prima raramente utilizada na industria (Acorsi et al., 2008).

De acordo com Forlin et al. (2009) com farinha de pinhdo € possivel
confeccionar broas, tortas e paes. O pinhdo pode ser consumido diretamente ou
misturado a saladas ou molhos para carnes. Também pode ser utilizado para o
preparo de suflé, de rocambole, de pudim, entre outros alimentos. Apesar dessas
opcOes e ocorréncia abundante no estado do Parana, sdo raros os estudos que
visam ao aproveitamento dessa matéria-prima incorporada a produtos alimenticios.
Além disso, o consumo da farinha de pinhdo poderia ser uma alternativa a pessoas
portadoras de doenca celiaca, por ndo conter gliten em sua composi¢cao. A doenca
celiaca é a intolerancia permanente ao gluten, que danifica as vilosidades do
intestino delgado e prejudica a absorcdo dos alimentos nestes individuos (Polet,
2014).

A parte comestivel da semente, conhecida como pinhdo, € consumida por
diferentes espécies de animais, especialmente roedores e passaros, bem como
humanos e possui um alto valor nutricional. indios do sul do Brasil costumam comer
pinhdo desde tempos pré historicos. Especialmente durante o inverno, cozido ou sob
a forma de farinha, sendo muitas vezes o alimento mais importante para a
sobrevivéncia da comunidade indigena (Peralta et al., (2016).

A farinha de pinhdo pode ser considerada como uma nova oOpcao
tecnolégicade utilizacdo de matérias-primas com caracter inovador e como fonte
nutricional para possiveis formulagdes de produtos alimenticios, incluindo paes sem
gluten, bem como agente microencapsulador (Santos et al., 2018).

As vantagens da utilizacdo de técnicas de conservacdo de produtos como,
por exemplo, 0os processos de secagem, estdo relacionados com a reducdo do seu
peso e volume, dos custos de transporte e armazenamento, bem como o aumento
da vida-de-prateleira dos alimentos (Capella et al., 2009), por isso se justifica a
producdo da farinha de pinhao, pois se acredita que esta se mantenha estavel, sem
degradacOes e alteragdes, por mais tempo que o produto in natura, que possui uma
vida util relativamente curta comparada com outros tipos de améndoas. O objetivo
deste trabalho foi o desenvolvimento de farinhas de pinh&o cozido e de pinhdo cru e
comparar as propriedades bromatolégicas e caracteristicas fisico-quimicas e

microbiolégicas que possam existir entre os dois diferentes tipos de farinhas e o
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pinh&o in natura.

2. Metodologia

2.1. Producéao da Farinha de Pinh&ao

Os pinhdes foram adquiridos na regido rural da cidade de Guarapuava/PR,
diretamente dos produtores, sendo conservados em temperatura ambiente (em
torno de 18°C) até o processamento. As farinhas foram elaboradas de acordo com
procedimento descrito na Figura 7. A metodologia seguida foi a proposta por
Waszczynsky] & Costa (2014), com adaptacdes. Primeiramente, foi realizada a
lavagem em &gua corrente, sendo em seguida escorridos em peneiras plasticas e
espalhados para secar naturalmente, apés este processo foi feita a selecdo da matéria-
prima e, em sequéncia, foram realizados dois procedimentos diferentes:

1° - os pinhdes crus foram descascados manualmente e triturados em
liquidificador doméstico para obtencdo de uma massa de menor didmetro;

2° - os pinhBes foram previamente cozidos em panela de pressdo doméstica
por cerca de 40 minutos a uma temperatura de 110° C, foram descascados
manualmente e triturados em liquidificador doméstico até obtencdo de uma massa
de menor diametro.

As massas obtidas foram distribuidas homogeneamente em bandejas de
aluminio e levadas para serem secas em estufa de conveccao simples, com calor
controlado entre 55 + 5°C por um periodo de 22 + 2 horas. Foram consideradas
como secas quando as massas atingissem umidade entre 6,5 £ 5,5 m/m.

A recomendacdo maxima para farinhas, amido de cereais e farelos deve ser
15,0% (g/100g) de umidade (BRASIL, 2005). Apds resfriamento, as massas secas
foram novamente trituradas em liquidificador para que ficassem mais finas,

homogéneas e caracterizadas como uma farinha.
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Recepcéao

Lavagem (manual com agua)

Selec¢éo e Classificacdo

Cozimento (apenas para producdo de farinha de pinhdo \
B cqzidg \

Descascamento (manual)

Moagem (em liquidificador)

Secagem (em estufa a 50 - 60°C/18 - 24 horas)

Obtencéo das Farinhas

Anadlises fisico-quimicas e microbiolégicas

Figura 7: Fluxograma de obtencéo das farinhas de pinh&o.

Fonte: Autoria propria (2019).

2.2. Caracterizacao bromatoldgica e fisico-quimica das farinhas

As analises bromatologicas e fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio
de Alimentos da Unversidade Estadual do Oeste do Parand — UNIOESTE,
Cascavel/PR; tendo sido feitas em triplicata, para os teores de umidade usando-se
estufa a 105 °C até peso constante; Sdlidos totais, estimado por diferenca de 100%,
residuo mineral fixo por calcinacdo a 550 °C; lipideos por extracdo em Soxhlet
durante 8 h, e posterior evaporacdo do solvente; proteinas por micro-Kjeldahl, fibra
bruta em solucéo &cida e carboidrato, estimado por diferenca, subtraindo de 100% o
valor dos demais componentes. Todas as analises foram realizadas segundo
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.3. Analises microbiol6gicas das farinhas

As amostras foram submetidas as analises microbioldgicas de determinacdo
do Numero Mais Provavel por grama de amostra (NMP/g) para coliformes totais e
coliformes termotolerantes realizado por meio de teste presuntivo e confirmativo,
para coliformes totais e termotolerantes; pesquisa de Salmonella spp, foi realizada
por meio de pré-enriquecimento, enriqguecimento seletivo e por confirmacgao
preliminar das colbnias tipicas, com resultados sendo expressos como auséncia ou
presengca do micro-organismo em 25g de amostra; contagem de Staphylococcus
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coagulase positiva (UFC/g) pelo método deplaquamentoem meio de cultivo Agar
Baird-Parker e Contagem de bolores e leveduras (UFC/g) pelo método de
plagueamento em superficie utilizando meio Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC). Os resultados das andalises microbiolégicas foram
comparados aos padrdes estabelecidos pela RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001 do
Ministério da Saude (BRASIL, 2001), a qual aprova, no Art. 1°, o Regulamento

Técnico sobre padrées microbiologicos para alimentos.

2.4. Analise estatistica dos dados

O experimento foi analisado segundo delineamento inteiramente casualizado,
com no minimo trés repeticbes para as analises fisico-quimicas, sendo os dados
submetidos ao programa Minitab® versdo 17 para obtencdo das médias e desvio
padréo.

Os resultados foram avaliados por meio de Analise de Variancia (ANOVA) a
5% de significancia. A indicacdo de diferenca significativa entre os grupos foi
realizada por teste de Comparacdes Mudltiplas (Teste de Tukey) a 5% de

significancia.

3. Resultados e Discussao

As farinhas mostraram caracteristicas distintas em relacdo a cor, uma vez que
a farinha de pinh&o cru se assemelhava a farinha de trigo comum em termos de cor
e textura (Figura 8) e a farinha de pinh&o cozido mostrou uma cor amarelada e maior
densidade (Figura 9), provavelmente devido a incorporacdo de compostos fendlicos
do revestimento e adsorcdo de agua, conforme também observado por Peralta et al.
(2016).

A coloracdo escura apresentada na farinha de pinh&o cozido provavelmente
pode estar relacionada a um conjunto de reacfes de oxidacado, além da reacdo de
Maillard e migracdo de substancias coloridas da casca para o interior do pinhao,

como ja citado anteriormente.
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Figura 8: Imagem A: Farinha de pinh&o cru processada. Imagem B: Farinha de
pinh&o cru antes da 2° trituracao.

Fonte: Autoria prorpia (2019).

Figura 9: Imagem A: Farinha de pinh&o cozido processada. Imagem B: Farinha de
pinh&o cozido antes da 2° trituragéo.

Fonte: Autoria propria (2019).

A Tabela 4 mostra os resultados das andlises quimicas das amostras de
farinhas em comparacdo com o pinhdo in natura. A analise do teor de umidade
mostrou que as amostras de farinha estavam de acordo com os padrbes
estabelecidos pela Legislacdo Brasileira, que define indice maximo de umidade de
15%, para farinhas, amido de cereais e farelos (BRASIL, 2005), embora ndo exista
especificacdo para farinhas de pinhdo. Entre as farinhas analisadas, verificou-se que
ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05). A farinha de pinh&o cozido
apresentou maior teor de umidade (8,72 + 1,21%) em relacdo a farinha de pinhao
cru (7,57 = 0,23%) (Tabela 4). Este resultado se deve ao fato desta farinha ter
apresentado granulos maiores e também pelo fato da 4gua entrar em contato com o
pinhdo durante o cozimento. Os valores de umidade das amostras estdo préximos

aos encontrados por Reineri et al.(2017), que obtiveram para farinha de pinhao
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cozido o valor de 10,6% e Pigozzi et al. (2015), que registrou para a farinha de
pinh&o cru 5,8% umidade.

O teor médio obtido para residuo mineral fixo nas amostras das farinhas de
pinh&o cru e cozido foi de 2,60 + 0,07% e 2,74 = 0,19%, respectivamente (Tabela 4).
Para o pinh&o in natura, a média obtida foi de 1,45% (Tabela 4), inferior ao
registrado por Batista (2014), que obteve 2,5%.

Para solidos totais, os resultados médios encontrados foram de 92,43 +
0,23% para farinha de pinh&o cru e 91,28 + 3,49% para farinha de pinhdo cozido
(Tabela 4), ndo apresentando uma variacao significativa (p>0,05) entre as amostras
analisadas. A amostra in natura apresentou um teor de solidos totais inferior aos das
farinhas 64,34 + 0,50%, perdendo mais agua em relacao as farinhas por nao ter sido
previamente desidratada em estufa.

As farinhas de pinhdo cru e cozido registraram teores de lipideos de 1,57 +
0,26% e 1,29 £ 0,27%, respectivamente (Tabela 4). O valor para a farinha de pinhao
cru estd muito proximo ao obtido por Pigozzi et al. (2015) e Forlin et al. (2009) que
obtiveram 1,7% e 1,8%, respectivamente. Ja a farinha de pinh&do cozido obteve um
resultado bem abaixo se comparado com estudo realizado por Reineri et al. (2017),
gue obtiveram um percentual de 5,6% e Capella et al. (2009) que obteve 7,2% para
este mesmo tipo de produto. Os valores de lipideos encontrados, embora sejam
baixos, podem ser considerados elevados em relacdo a composicdo do pinh&o
cozido 0,7% (TACO, 2011). Estes valores estariam relacionados a concentragédo dos
lipideos nas amostras de farinha pela perda da agua durante o processo de
producado e secagem das farinhas.

O teor de proteina encontrado para o pinhao in natura (5,91 + 1015%) (Tabela
4) foi igual ao valor descrito por Batista (2014) (5,9%). Para a farinha de pinhao
cozido o valor encontrado (7,15 + 1029%) assemelha-se ao retratado por Forlin et al.
(2009) que foi de 7,9% e superior ao descrito por Reineri et al. (2017) que obteve
5,5%. A farinha de pinhdo cru apresentou um teor de proteinas de 7,31 + 1,18%,
valor um pouco superior ao encontrado por Pigozzi e colaboradores (2015), que foi
de 5,1%. O pinhdo é um produto que apresenta abundante quantidade de proteinas
(3,0 g / 100 g), e assim como ocorreu com os valores de lipideos, a secagem
promoveu uma concentragdo deste composto e, consequentemente, a obtencao de
valores mais elevados. Nado houve diferenca significativa entre os resultados da
analise de proteinas (p>0,05) entre as duas farinhas analisadas e também em

comparagao com o pinh&o cru.

34



N&o ha padrdo legal para comparagdo dos teores de fibras em farinhas de
pinhdo. O valor encontrado para farinha de pinh&o cru foi de 2,40 = 1,07% e para
farinha de pinhao cozido foi de 2,64 £+ 0,49% (Tabela 04), valores semelhantes ao
valor de fibras da proteina texturizada de soja (2,7%), descrito por Guilherme & Jokl
(2005) e superior ao valor de fibras descrito na legislagao para farinhas de mandioca
(2,3%) (BRASIL, 2011).

Os valores de carboidratos encontrados para as farinhas de pinhdo cru e
cozido foram de 78,56% e 75,69% para as amostras analisadas (Tabela 4), valores
bastante elevados, mas semelhantes aos parametros encontrados por Costa (2014)
para amidos de pinhao (88,9%). Os valores altos obtidos para carboidratos podem
ser justificados pela grande presenca de amido neste tipo de alimento, como
descrito por Corréa & Helm (2010) 25,7% e TACO (2011), de 43,9%.

Os resultados das avaliagbes microbiolégicas das amostras de farinha de
pinh&o cru e cozido e do pinh&o in natura, estdo dispostos na Tabela 5.

Observa-se baixo indice de contaminacdo por coliformes totais (<3,0NMP/q),
na totalidade das amostras, assim como coliformes termotolerantes (<3,0NMP/g). Os
bons resultados encontrados demonstram que o0 processamento das farinhas
ocorreu de maneira adequada e dentro dos padrdes de higiene para manipulacéo de
alimentos.

O Regulamento Técnico sobre padrdes microbiologicos (RDC n°12/2001)
estabelece um parametro qualitativo para Salmonella spp. (auséncia em 25g). Se
presente este microrganismo, independentemente da quantidade, a amostra néo
estara de acordo com a legislacdo. Nas analises realizadas, ndo foi detectada
presenca de Salmonella spp. (em 25g), ou seja, as amostras atenderam ao padréo
estabelecido pela legislacdo encontrando-se aptas para o consumo.

Todas as trés amostras analisadas apresentaram contagem de
Staphylococcus coagulase positiva menor do que 10 UFC/g, portanto abaixo do
limite maximo estabelecido pela Resolucdo RDC n° 12/2001, da ANVISA, que é de
5,0 x 10° UFC/g (BRASIL, 2001).

Ja4 para as variaveis de bolores e leveduras, as amostras analisadas
apresentaram contaminacdo (menor do que 10° UFC/g) (Tabela 5), valores abaixo
do descrito no Regulamento Técnico sobre padrdes microbiolégicos, ja citados
anteriormente, que estabelece um maximo de 10° UFC/g. Esta contaminacgéo
poderia ser atribuida a diversos fatores como eventuais deficiéncias no

processamento, na sua manipulacao e ainda durante a estocagem.
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Tabela 4: Resultados médios (%m/m) e erro padréo da composi¢ao quimica do pinh&o in natura e das farinhas de pinhéo cru e cozido.

Amostras Cinzas Lipideos Proteinas Solidos Totais Umidade Carboidratos Fibra Bruta
FPC 2,60+ 0,07 A 1,57+0,26 A 7,31+118A | 9243+0,23A | 757+0,23A 78,56 A 240+1,07A
FPCZ 2,74+0,19A | 1,29+0,27AB | 7,15+1,29A 9128+3,49A | 872+1218B 75,69 A 2,64+0,49 A
PC 1,45+ 0,24 A 1,06+0,24B 591+115A | 64,34+£0,50B | 35,66 +0,50C 52,51 B 3,08+ 156 A

Fonte: Autoria propria (2019).

Média dos valores obtidos experimentalmente, considerando amostras analisadas em triplicata. Pelo teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam

diferenca significativa (p>0,05).

Farinha de pinh&o cru (FPC), Farinha de pinh&o cozido (FPCZ), Pinh&o cru (PC).

Tabela 5: Resultados das avaliagdes microbiolégicas das amostras de farinha de pinhao cru e cozido e do pinh&o in natura.

Amostra Coliformes Totais e Salmonella spp. Staphylococcus Bolores e Leveduras
Termotolerantes coagulase positiva
FPC < 3,0 x 10° UFC/mL Auséncia < 10UFC/mL <10 UFC/mL
FPCZz < 3,0 x 10° UFC/mL Auséncia < 10UFC/mL <10 UFC/mL
PC < 3,0 x 10° UFC/mL Auséncia < 10UFC/mL <10 UFC/mL
Fonte: Autoria propria (2019).

Farinha de pinh&o cru (FPC), Farinha de pinh&o cozido (FPCZ), Pinh&o cru (PC).

36



Cabe ressaltar que, mesmo adequadamente embalados e protegidos da
umidade, estes micro-organismos sao resistentes e podem viver por muito tempo em

baixas concentracdes de agua.

4. Conclusao

Os resultados das andlises quimicas das farinhas de pinh&o cru e cozido nao
apresentaram diferencas significativas para os parametros de lipideos, cinzas e
proteinas. No entanto, entre as farinhas e o pinhdo in natura, ocorreram diferencas
resultantes do processamento, especialmente no parametro da umidade. Todos os
parametros microbiologicos apresentaram reresultados dentro do padrédo indicado
em legislacdo para farinhas, demostrando que o processo de fabricacéo foi correto e
gue as farinhas estavam aptas ao consumo.

Considerando que a umidade ir4 influenciar a estabilidade do produto,
favorecendo a aceleracdo da sua degradacdo, quanto mais elevada estiver a
umidade, maior o risco de contaminacdo. Os resultados de umidade encontrados
para as duas farinhas obtidas estavam de acordo com o especificado em legislagao
para outros tipos de farinhas, demonstrando que o processamento do pinhdo e
obtencdo das farinhas foi satisfatério, constituindo uma interessante alternativa
tecnoldgica para este alimento, aumentando a sua comercializa¢do e utilizacdo por
um periodo prolongado, além de sua utilizagdo como ingrediente na producédo de
outros alimentos, bem como de produtos inovadores e diferenciados.
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Capitulo 2. Artigo: Desenvolvimento de logqurte adicionado de Pinhao

(Araucaria anqustifolia)

Resumo - Leites fermentados s&do produtos com elevado potencial para o
desenvolvimento de novos produtos, principalmente por estarem associados a
saude, o que vem sendo explorado pelas industrias de laticinios. O objetivo deste
trabalho foi o desenvolvimento de um iogurte acrescido de pinhdo, semente da
Araucaria angustifolia, e de suas farinhas e avaliar as propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas deste novo produto, além de sua aceitagédo pelo publico consumidor.
A caracterizacao fisico-quimica e propriedade reologica deram-se através das
seguintes analises: pH, umidade, sélidos totais, residuo mineral fixo, lipideos,
proteinas, carboidratos totais, acidez titulavel, sinérese. Foi realizada uma contagem
total de bactérias laticas. Foi determinado indices de Coliformes totais e
termotolerantes (NMP/g), pesquisa de Salmonella spp., determinacdo de
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g). Também se realizou avaliacdo da
capacidade antioxidante dos iogurtes. Os resultados das analises fisico-quimicas
ndo apresentaram divergéncias quanto aos teores de umidade, cinza e sinérese. O
teor pH encontrava-se fora dos padrbes nas amostras com farinha de pinh&o cru e
pinhdo cru no 14° dia de analise (pH> 4,0), retornando ao normal apos 21 dias. O
valor de acidez em 50% das amostras encontrava-se fora dos padrdes (0,6 — 1,5%)
para este tipo de produto no primeiro dia de producéo, ficando adequados apos 8
dias do produto pronto. Os parametros de proteinas estavam em 75% das amostras
fora do estabelecido em legislacdo (2,9%). A contagem de bactérias lacticas
demonstrou que 100% das amostras avaliadas apresentavam valores superiores ao
descrito em legislagdo (> 107 UFC/g). As avaliacbes microbiolégicas néao
evidenciaram desenvolvimento microbiano para os parametros de Staphylococcus
aureus e Salmonella sp. Na contagem de Coliformes totais, 60% das amostras
estavam fora dos parametros recomendados, devido provavelmente a praticas
inadequadas durante a producéo. A avaliacao da atividade antioxidante demonstrou
que os iogurtes acrescidos de pinhdo ou de suas farinhas ndo apresentam boa
atividade quando avaliados pelo método DPPH. Na avaliacdo sensorial ficou
demonstrado que os leites produzidos com pinh&o cru e sua farinha apresentaram
melhor aceitacao pelo publico, ndo apresentando diferenca significativa na avaliacéo
estatistica. Levando-se em conta todos os parametros positivos em relacdo a este

produto, pode-se acreditar que este leite fermentado € um potencial candidato a ser
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produzido de forma industrial e chegar ao mercado consumidor como um produto

inovador.

Palavras chave: Atividade antioxidante, avaliacdo sensorial, desenvolvimento novos

produtos.

1.Introducéao

O leite fermentado € considerado um alimento funcional e ja faz parte da
alimentacdo de muitas pessoas, devido a sua praticidade de producédo e consumo.
Confere beneficios quando administrado nas doses recomendadas (Oliveira et al.,
2018).

O leite fermentado foi produzido pela primeira vez acidentalmente por
nodmades que estocavam o leite proveniente da ordenha em recipientes ou sacolas
feitas de estbmago de bode. Esta estocagem era favorecida pelo clima arido e seco
da regido da Eurasia, o que proporcionou a proliferacdo de bactérias, as quais
modificaram a estrutura daquele alimento, tornando-o sensorialmente atrativo para
aqueles individuos, além de ser uma forma de conservacao do leite (Haenlein, 2007,
Oliveira et al., 2018).

Os produtos lacteos representam o mais importante segmento dos alimentos
funcionais, sendo os primeiros nesta categoria de alimentos. Os leites fermentados,
assim como os iogurtes, sdo os produtos de escolha pela industria alimenticia como
veiculo de culturas probidticas e adicdo de ingredientes prebidticos, sendo
considerados comercialmente os principais alimentos que contém estes compostos
(Sanchez et al, 2009).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados (BRASIL, 2007), entende-se por A legislacdo é bastante clara,
considerando iogurte o leite fermentado derivado exclusivamente da fermentacéo
das bactérias lacteas Streptococcus salivarus subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricuso, podendo de formar complementar adicionar
alguma outra bactéria como probiéticos.

Para alcancar os beneficios pelo iogurte, sendo essa bebida probidtica, o
contelido de cada bebida latica deve apresentar uma contagem minima de 10°
unidades formadoras de colbnia por mL durante toda a vida de prateleira do produto,
e a temperatura de comercializacdo ndo pode ser superior a 10°C. Os probioticos
Sao micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
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conferem algum beneficio para a saude (Hill et al., 2014). Atualmente, os iogurtes
sdo considerados um produto com elevado potencial para o desenvolvimento de
novos produtos, principalmente por estarem associados a saude, o que vem sendo
explorado pelas industrias de laticinios. Este fator esta relacionado com trés
caracteristicas: (1) as propriedades tecnolégicas da matriz lactea, como permitir a
viabilidade funcional de ingredientes adicionados ao produto; (2) a elevada
praticidade dos derivados lacteos; (3) e a relagcdo que os consumidores fazem dos
produtos lacteos com o aspecto de saudabilidade (Costa et al., 2013).

Segundo Santos et al. (2006), alguns dados cientificos apontaram uma
ingestao insuficiente de varios nutrientes por parte da populacdo mundial como um
todo. Como uma das principais caracteristicas da sociedade moderna, o tempo
escasso e o ritmo de vida acelerado nos forcam a realizar as refeicbes em um tempo
cada vez mais célere. A industria alimenticia, assim como a ciéncia tecnoldgica, tem
produzido alimentos capazes de nutrir, resultando na promog¢édo do bem-estar, da
saude e reduzindo riscos de doencas. Nesse cenario, o uso de alimentos com
propriedades funcionais tem aumentado (Maia & Santos, 2006). Assim a producao
de alimentos processados e que contenham nutrientes de origem natural estédo cada
vez mais em uso. Neste contexto a producao de alimentos com adicdo de pinhdes
(fruto da Araucaria angustifolia) que se constituem um alimento muito nutritivo e
energético para alimentacdo humana se justifica. (Carvalho, 1994).

De acordo com Lima (2006), o uso da farinha de pinhdo, composta
basicamente de amido, foi testado no preparo de broas, pirdes, tortas, paes, bolos,
sopas e croquetes, por substituicdo integral ou parcial da farinha de trigo. O pinh&o
se apresenta como um ingrediente versétil na producédo de alimentos, uma vez que
apresenta caracteristicas de composicéo, consisténcia e sabor que se encaixam nos
mais variados tipos de formulagbes, sendo consumido em diversos pratos na
culinaria popular.

Segundo estudo realizado por Cordenunsi et. al. (2004), a semente de pinhéo
é fonte de amido, fibras sollveis e apresenta baixo indice glicémico, o que justifica
seu uso como ingrediente na producdo de um iogurte acrescido desta matéria-prima
gue agregaria valor nutricional ao produto final, além de incentivar o plantio e
conservacao da Araucaria, planta ameacada de extingéo.

O pinhdo apresenta grande potencial nutritivo para consumo, mas possui
pouca utilizacdo até pelo fato de ser um produto sazonal, no entanto, apresenta
grande potencial de uso em diferentes produtos alimenticios. Ou seja, ao se

acrescentar o pinhdo a uma bebida lactea, tem-se a formulacdo de um produto

43



diferenciado, que pode apresentar significativo destaque para 0 mercado
consumidor.

J4 existem no mercado diversos produtos designados como leites
fermentados, todos apresentando praticamente a mesma formulacdo, variando
apenas a questado dos microrganismos adicionados e dos sabores empregados para
obtencdo do produto final. Levando em consideracdo a possibilidade de
diversificacdo, o presente trabalho propés o desenvolvimento de uma bebida lactea
aciddfila acrescida de pinhdo com objetivo de aumentar o valor nutricional e agregar
uso e valor a esta matéria, nativa da regido sul do pais e pouco utilizada na industria
alimenticia. Além disso, incentivar o uso deste alimento para producdo de diversos
produtos com o uso desta matéria-prima em sua composicdo. O objetivo deste
estudo foi o desenvolvimento de um iogurte acidofilo acrescido de pinhdo e de suas
farinhas, com atividade probidtica apresentando caracteristica inovadora pela
presenca desta matéria-prima. Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas,
bromatol6gicas, microbiolégicas e sensoriais desta nova formulacdo de iogurte
desenvolvido, verificando se as mesmas se encontram dentro dos padrées de
qualidade estabelecidos pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Leites Fermentados (BRASIL, 2007), para este tipo de produto. Avaliacdo da
capacidade antioxidante do iogurte, verificando se 0 mesmo apresenta
concentracfes que possam classificar este novo produto dentro desta categoria de

alimentos.

2. Metodologia

2.1. Desenvolvimento de iogurte acrescido de pinhao

Os pinhdes, sementes da Araucaria angustifolia, foram adquiridos diretamente
de produtores na regido rural da cidade de Guarapuava-PR, sendo conservados em
temperatura ambiente (média de 18°C), até o processamento dos novos produtos.

Para elaboracao dos iogurtes foi realizado um pré-teste para determinar qual
a melhor concentracdo de farinha de pinhdo deveria ser utilizada, conforme descrito
na Tabela 6. Todas as diferentes formulagdes foram misturadas em liquidificador
doméstico, apos a adicdo das farinhas de pinhdo cru e cozido para que a mistura
ficasse 0 mais homogénea possivel (Figura 10). As farinhas de pinhdo foram
produzidas de acordo com o descrito no capitulo 1, sendo utilizados pinhdes que

passaram por processo de cozimento e pinhdes que né&o passaram por estre
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procedimento. Os pinhdes foram descascados manualmente e triturados em
liquidificador doméstico, para obtencdo de uma massa de menor diametro, sendo
esta massa triturada distribuida em formas de aluminio e levadas para estufa de
conveccdo simples, com temperatura controlada com média de 50° + 5°C para
secagem até atingirem um valor de umidade de, no maximo 15%, sendo entdo
novamente trituradas em liquidificador para obtencdo de uma massa de menor

didmetro mais caracteristico como uma farinha.

Tabela 6: Valores do pré-teste para leite fermentado acrescido de pinh&o.

Quantidade Leite Farinha pinhao cru Farinha pinhao cozido Valor em gramas
Amostra % Amostra %
220 ml A 5% | 5% 11g
220 ml B 10% J 10% 228
220 ml C 15% K 15% 33g
220 ml D 20% L 20% 44 g
220 ml E 30% M 30% 66 g
220 ml F 40% N 40% 88¢g
220 ml G 50% 0] 50% 110 g
220 ml H 60% P 60% 132 g

Fonte: Autoria propria (2019).

Como resultado obteve-se que as concentragbes abaixo de 20% nao
apresentavam sabor acentuado das farinhas de pinhdo, ndo caracterizando o sabor
desejado que se esperava em um produto que utilizaria esta matéria-prima como
ingrediente diferenciado de sabor.

Verificou-se também que as formulagdes com concentracbes de farinhas
acima de 20% nao eram viaveis para producdo de uma bebida lactea, pois se
apresentavam muito espessas, com formacdo de gel e consisténcia dura, além de
apresentarem grande processo de gelatinizagdo do amido no processo de
aguecimento para producao do iogurte. Tornando esta concentracdo a de escolha
para o desenvolvimento do iogurte, pois apresentava sabor mais evidente do pinhao
e ainda assim mantinha uma consisténcia mais liquida e cremosa caracteristica

deste tipo de produto.
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Figura 10: Bebidas lacteas acidofilas produzidas para o pré-teste de avaliacdo do
percentual a ser adicionado de farinha de pinhdo no processamento.

Fonte: Autoria propria (2019).

Em seguida foram preparadas 8 diferentes formulacdes para verificar qual
destas apresentava melhor caracteristica de um iogurte, mediante avaliacdo
sensorial conforme descrito na Figura 13. Primeiro foi preparada uma solucéo de
leite em po, conforme instru¢des do fabricante, 125 g de leite em p6 para 900 ml de
agua, a solucdo obtida foi autoclavada a 121°C por cinco minutos e resfriada até
50°C. Em seguida foram adicionados a solu¢éo o acUcar e as farinhas de pinhao cru
e cozido ou as proporc¢des de pinhao cru ou cozido da seguinte forma:

e 1°formulacado, 20% de farinha de pinh&o cozido mais 10% de acgucar;
e 2°formulacao, 20% de farinha de pinhdo cru mais 10% de acucar;
e 3°formulacao, 20% de pinh&o cozido mais 10% de acucar;

e 4°formulacado, 20% de pinhao cru mais 10% de acucar;

A mistura foi deixada em repouso por dez minutos, para que ocorresse a
hidratacdo das farinhas ou do pinhdo pelo leite. Apds, a suspensédo foi batida em
liquidificador doméstico. Por ultimo foi adicionado o in6culo para iogurte e o indculo
de Lactobacillus acidophillus, ambos gentilmente cedidos pela empresa Sacco® de
acordo com a indicagéo do fabricante. Misturou-se levemente e levou-se a solugéo a
banho-maria, até que atingisse um pH de 4,6 sendo entdo acondicionadas em
refrigerador.

As outras 4 formulacdes (5°, 6° 7° e 8°), foram desenvolvidas com as
mesmas porcentagens de farinhas ou pinhdo e acucar o que diferenciou foi a
utilizagc&o de extrato lisado de células probioticas de Lactobacillus acidophilus. O

preparo do extrato lisado de células e célula intacta seguiu a metodologia realizada
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conforme Lai, Tsai e Lee (2014), com algumas modificagdes. O Lactobacillus
acidophilus foi inoculado em caldo MRS e incubado a 37 °C por 24 horas em jarra de
anaerobiose. O procedimento foi repetido duas vezes, utilizando 1 mL do in6culo
anterior para completa ativacéo da cultura. Apds crescimento bacteriano, as células
foram centrifugadas durante 15 minutos a 4 °C e 12.000 rpm. O precipitado foi
lavado duas vezes com solucéo salina tamponada fosfatada pH 7,2 e, em seguida,
ressuspenso em agua deionizada para preparo do extrato lisado de células em
solucéo salina para preparo da célula intacta. O nimero total de células foi ajustado
para 9 log UFC.mL™2.

Para romper as células foi utilizado um sonicador ultrassom, em 3 ciclos de 5
minutos, com intervalos de um (1) minuto em banho com gelo. Os detritos celulares
foram removidos por centrifugacdo (12.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C), em
centrifuga, cujo sobrenadante foi o extrato lisado de células. A partir do
sobrenadante obtido, todo procedimento descrito foi repetido trés vezes para garantir
o rompimento da célula.

Ao final do processo, o extrato lisado de células foi plaqueado por profundidade
conforme descrito por Zayed & Winter (1995), a fim de comprovar o rompimento da
célula bacteriana. Para contagem, foram utilizadas placas que apresentaram entre
30 e 300 colbnias, multiplicando-se o resultado individual pelo inverso da respectiva
diluicao.

O procedimento foi realizado em duplicata com uma repeticdo e os resultados
médios por diluicdo foram expressos em log UFC mL™.

Depois de 12 horas em refrigeracdo todas as 8 diferentes formulacées foram
consideradas como primeiro dia para realizacdo das andlises. Neste mesmo dia foi

realizada a andlise sensorial.

47



Preparo dos
Leites
Fermentados
|
l |
Pinhado Cru Pinhdo Cozido
—+ I
I |
Leite + tramento Leite + tramento Leite + Leite + tramento
termico a 110°C térmico a 110°C _ tramento térmico a 110°C /
/5 /5 térmico a 110°C 5
/5
L Farinha d Farinha de
Pinh&o cru + P'arrltn % e+ Pinh&o cozido Pinhdo Cozido
agucar inhao ~u + aclcar + aglcar
acuUcar
; : Resfriamento
Resfriamento Resfriamento besfriamento _500C
~50°C ~50°C En0
50°C
l Adicado de
Adicdo de Adicdo de Adicdo de IGao
Bagtérias Bactérias Bactérias ) Bacterias .
LActicas a 42°C LActicas a 42°C LActicas a 42°C Lacticas a 42°C
e resfriamento e resfriamento e resfriamento e resfrl%mento
~4°C ~4°C ~4°C ~4°C
Analises Fisico- Analises Fisico- Analises Fisico- Andlises Fisico-
quimicas e quimica e guimicas e quimica e
Microbiolégicas Microbioldgicas Microbiologicas Microbioldgicas

Figura 11: Fluxograma de preparo dos iogurtes acrescidos de pinhao cru ou cozidos
e de suas respectivas farinhas.

Fonte: Autoria propria (2019).

2.2. Caracterizacao fisico-quimica dos iogurtes acrescidos de pinhédo

Os parametros fisico-quimicos dos produtos foram acompanhados nos tempos
7, 14, 21 e 28 dias. As analises realizadas foram: pH, acidez, viscosidade e
avaliacdo de sinérese. Foram realizadas analises dos parametros composicionais
para umidade, residuo mineral fixo e proteinas totais.

O processamento dos iogurtes foi realizado nas dependéncias do Laboratorio
de Tecnologia em Alimentos, pertencentes a Universidade Estadual do Oeste do
Parand - UNIOESTE, Campus de Cascavel/PR. Tendo sido feitas em triplicata,
conforme o que se segue:

As andlises bromatoldgicas e fisico-quimicas foram preparadas e realizadas
no Laboratério de Alimentos da Universidade Estadual do Oeste do Parana —
UNIOESTE, Cascavel/PR; tendo sido feitas em triplicata, a determinacao do pH foi

realizada por leitura direta utilizando-se potenciometro de bancada, os teores de
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umidade usando-se estufa a 105 °C por 3 horas, até peso constante; Sélidos totais,
estimado por diferenca de 100%, o valor da umidade da amostra, residuo mineral
fixo por calcinacdo a 550 °C; lipideos por extracdo em Soxhlet durante 8 h, e
posterior evaporacdo do solvente; proteinas por micro-Kjeldahl, carboidrato,
estimado por diferenca, subtraindo de 100 o valor dos demais componentes. Todas
as analises foram realizadas segundo Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(2008). As propriedades reoldgicas foram realizadas em viscosimetro de bancada
apos 24 horas de fabricacdo das novas formulagdes. A acidez titulavel pelo método
de Dornic. Todas as andlises foram realizadas segundo normas do Instituto Adolfo
Lutz (2008). A determinacéo da Sinérese foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Antunes & Fariia (2013), onde cada amostra foi mantida sob

refrigeracdo a 7°C por 28 dias sendo realizado o0 acompanhamento a cada 7 dias.

2.3. Analises microbiol6gicas dos iogurtes acrescidos de pinhédo

Foram realizadas analises microbioldgicas conforme os padroes
estabelecidos pela Instrucdo Normativa n°® 46, de 23 de outubro de 2007 (BRASIL,
2007), que aprova o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Para a contagem total de bactérias laticas foi usada a metodologia adaptada
de Fortuna (2008), incubando as placas a 37°C/48h. Para garantir as condicdes
microaerdfilas, além da sobrecamada com MRS, foi utilizado jarros com atmosfera
microaerdfilas. Para as amostras preparadas com células lisadas esta analise néo
foi realizada, pois ndo apresentaria resultados relacionados ao Lactobacillus
acidophillus, micro-organismo relacionado a esta anélise.

As amostras foram submetidas as analises microbiol6gicas de determinacdo
do Numero Mais Provavel por grama de amostra (NMP/g) para coliformes totais e
coliformes termotolerantes, pesquisa de Salmonella spp., com presenca ou
auséncia, em 25 g de amostra, contagem de Staphylococcus coagulase positiva
(UFC/g). Os resultados das andlises microbiolégicas foram comparados aos padrdes
estabelecidos pela Instrucdo Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007 (BRASIL,
2007), que aprova o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Leites
Fermentados. Todas as analises microbiolégicas foram realizadas com 15 dias de

producao dos leites fermentados acidofilos.
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2.4. Capacidade Antioxidante dos iogurtes

A avaliacdo da atividade antioxidante foi feita através da capacidade de
varredura do radical livre DPPH, conforme metodologia descrita em literatura, com
alteracOes e adaptacédo para o produto, monitorando-se o consumo do radical livre
DPPH pelas amostras em diferentes concentracdes. As medidas foram realizadas
em espectrofotdmetro UV-Vis, no comprimento de onda de 517 nm, tendo como
controle positivo uma mistura de DPPH e solu¢cdo metandlica.

Primeiramente, foram preparados 50 mL de solucdo estoque de DPPH em
metanol na concentragao de 40 pg/mL, mantida sob refrigeracéo e protegida da luz.

As amostras foram solubilizadas em agua destilada na proporcao de 1:6 antes
de realizar as 3 diluicbes para a realizacdo das andlises. As amostras avaliadas
estavam com 19 dias de fabricacdo quanto foi realizada a analise da atividade
antioxidante.

Foram feitas diluicbes de 50, 75 e 100 uyg/mL. A curva de calibracao foi
construida a partir dos valores da absorbancia a 517 nm de todas as solucdes,
medidas em cubetas de vidro com percurso éptico de 1 cm e tendo como “branco” o
metanol. As medidas de absorbancia foram efetuadas em duplicata e em intervalos
de 1 minuto entre cada leitura.

Os valores de absorbancia em todas as concentracdes testadas, no tempo de
30 minutos, foram também convertidos em porcentagem de atividade antioxidante

(AA), determinada pela Equacao 1:

{[Abs controle -(Abs amostra -Abs branco)]x 100}

Equacéo 1: %AA =

/ Abs controle

Onde:
e Abscontrole € @ absorbancia inicial da solucdo metandlica de DPPH;

e Absamostra € a absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra);

2.5. Aceitabilidade sensorial
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), sob numero de registro CNAE —
02311712.7.0000.0107.
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Foi recrutado, um painel de consumidores né&o treinados, num total de 50
participantes, de ambos os sexos com idades entre 18 e 80 anos, sendo 19 homens
e 31 mulheres entre alunos, professores e demais funcionarios da Universidade
Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, além de outras pessoas da comunidade.
As oito formulacbes de leite fermentado acrescido de pinhdo foram apresentadas
aos consumidores de forma aleatoria. Os leites fermentados foram servidos em
copos descartaveis, codificados com trés digitos sorteados de forma aleatoria,
contendo aproximadamente 30 mL do produto. Utilizou-se a escala heddnica de
nove pontos, variando de “gostei muitissimo” (escore 9) a “desgostei muitissimo”
(escore 1), para os consumidores expressarem a aceitacdo em relacdo a impressao
global dos produtos segundo realizado por Conto & Ide (2015), seguindo o proposto
por Stone & Sidel (1985).

Os provadores receberam uma amostra de cada produto enumerada e foram
orientados a realizarem a degustacdo da seguinte forma: 1° eles deveriam provar
uma das amostras de forma aleatdria e atribuir uma nota para este produto; 2° apos
provar a primeira amostra deveriam tomar um pouquinho de 4gua e aguardar alguns
minutos antes de provarem o préximo produto, e proceder desta mesma maneira até
gue tivessem degustado todas as diferentes formulagcbes, de acordo com a Figura
22 (Anexo 1).

2.6. Analise estatistica dos dados

O experimento foi analisado segundo delineamento inteiramente casualizado,
com no minimo trés repeticbes para as analises fisico-quimicas, sendo os dados
submetidos ao programa Minitab® versdo 17 para obtencdo das médias e desvio
padréo.

Os resultados foram avaliados por meio de Analise de Variancia (ANOVA) a
5% de significancia. A indicacdo de diferenca significativa entre os grupos foi
realizada por teste de Comparacbes de Mdltiplas (Teste de Tukey) a 5% de

significancia.

3. Resultados e discussao

Na Figura 12 é possivel observar a consisténcia dos produtos finais obtidos
durante o experimento. Na imagem A destacamos o iogurte fermentado acidofilo

produzido com farinha de pinhdo cozido e células intactas, no qual € possivel
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verificar uma consisténcia mais firme e a presenca de granulos provenientes da
farinha, na imagem B vemos o iogurte fermentado acidéfilo produzido com a farinha
de pinhdo cru e células intactas, que se apresenta com uma consisténcia e

coloracao mais uniformes bem caracteristicas de produtos lacteos.

Figura 12: Imagem A: logurte produzido com farinha de pinhdo cozido e células
intactas. Imagem B: logurte produzido com a farinha de pinhdo cru e células
intactas.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Na Figura 13 estdo apresentadas duas outras diferentes formulacdes
desenvolvidas durante a pesquisa. Na imagem A podemos observar o iogurte
fermentado produzido com pinh&o cozido e células lisadas, que assim como ocorreu
com o produzido com células intactas e farinha de pinhdo cozido, também se
apresentou com consisténcia granulosa e mais consistente. Ja na imagem B é
possivel observar que o iogurte fermentado produzido com pinhdo cru e células
intactas apresentou uma consisténcia mais liquida e uniforme, bem caracteristica

deste tipo de produto.
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Figura 13: Imagem A: logurte com pinhdo cozido e células lisadas. Imagem B:
logurte produzido com pinh&o cru e células lisadas.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Importante salientar que tanto o iogurte com pinh&o cru ou pinhdo cozido ou
suas respectivas farinhas com 21 dias ja ndo estavam viaveis para consumo, pois
apresentavam odor desagradavel, ndo compativel com o produto. Vale ressaltar que
nao foi utilizado nenhum tipo de conservante nas formulagées desenvolvidas.
Utilizamos um prazo méaximo de 28 dias para avaliacdo da qualidade dos iogurtes
produzidos, uma vez que em estudos ja realizados foi possivel verificar que iogurtes
vendidos no mercado apresentam variacdo entre os dias indicados como prazo de
validade entre 31 e 70 dias (UFRJ, 2011).

Conforme se observa na Tabela 7, o pH nas amostras de iogurte variou de
3,70 = 0,00 a 5,26 + 0,05, estes valores sdo superiores aos valores de pH
encontrados por Silva et al. (2012), que foi de 3,57 a 4,03. O pH é importante, uma
vez que o iogurte com baixa acidez (pH > 4,6) favorece a separac¢éo do soro, porque
o gel ndo foi suficientemente formado, por outro lado, em pH < 4,0 ocorre a
contracdo do coagulo devido a reducdo da hidratacdo das proteinas, ocasionando
também o dessoramento do produto (Silva et al.2012). O pH € uma avaliagdo de
controle de processo na producao de leites fermentados.

Os valores de pH implicam ainda na atividade metabdlica das bactérias, o que
pode favorecer um grupo de micro-organismos em detrimento do outro. No caso da
fermentacdo do leite bactérias do género Lactobacillus crescem e toleram pH mais
baixos do que as pertencentes ao género Streptococos (Moreira et al., 1999).

Os valores médios de pH verificados nas amostras de iogurte apresentaram
diferencas significativas, no entanto, os valores de desvio padrdo sdo pouco

variaveis no decorrer dos dias no mesmo produto e também pouco variavel entre as
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diferentes formulagbes avaliadas. Algumas amostras encontravam-se fora do valor
preconizado para iogurtes, pH entre 3,5 e 4,6 apds 48 horas de fabricacdo de acordo
com a Instrucdo Normativa n°® 46 (BRASIL, 2007).

Em relagdo a acidez dos produtos analisados (Tabela 8), o valor minimo
verificado foi de 0,31 + 0,03% de acido latico no iogurte de farinha de pinhao cozido,
ja o iogurte com farinha de pinh&o cru registrou o valor maximo de acidez entre as
amostras analisadas (1,06 £ 0,01% de acido latico). Devido a esta grande variacao,
os valores de acidez verificados em 50% das amostras ficaram fora do estabelecido
pela legislacao brasileira em vigor, que é de 0,6 a 1,5% (BRASIL, 2001), no primeiro
dia de fabricacdo, para as amostras preparadas com células intactas de
Lactobacillus acidophilus. J& a partir do 7° dia todas as 8 formulacdes encontravam-
se dentro dos padrdes estabelecidos na legislacdo. Acredita-se que o valor alterado
de acidez esta relacionado a ndo fermentacdo pelas bactérias da matéria-prima
pinhdo utilizada no processo de fabricacdo. A protedlise do processo comecou a
ocorrer durante a fermentacdo e se estendeu ao longo da vida de prateleira. No
decorrer dos dias, mais precisamente no 14°, o pH baixou e com isso o valor de
acidez aumentou e se enquadrou no valor especificado em Legislacéo para este tipo
de produto.

Em relacdo a umidade os valores encontrados para os iogurtes com adicao
de pinhdo e ou farinhas de pinhao variaram entre 15,23 + 0,20% e 41,80 = 1,70%
(Tabela 10). Valores bem mais baixos que os descritos por Benica et al. (2014) e
Vieira et al. (2017) que foram 74,88% e 72,88%, respectivamente. Vale ressaltar que
estes dois autores desenvolveram iogurtes acrescidos de frutas o que justifica o
elevado valor de umidade dos produtos finais. Outro fator que pode ter contribuido
para que o valor de umidade ficasse mais baixo nos produtos desenvolvidos foi a
presenca de carboidratos, uma vez que o pinhdo é rico em carboidratos 43,9%
(TACO, 2011), principalmente amido, o que faz com que o teor de umidade diminua
devido a formacéao de gel.

O teor de residuo mineral fixo ndo é contemplado pela Legislacdo Brasileira
vigente, todavia € profundamente influenciado pela matéria-prima. Como neste
estudo ndo houve diferencas entre as concentracdes de matéria-prima utilizadas,
nao deveria ser possivel notar grandes impactos no contelido mineral, no entanto
houve variagdo significativa no conteudo mineral dos iogurtes, com amostras
apresentando valores entre 3,06 + 0,11% e 10,20 + 0,40% (Tabela 9). Esta variacao
pode ser explicada ao fato destas formulagdes terem sido desenvolvidas com adic&o
de farinha de pinhdo cozido e pinhdo cozido, amostras que apresentaram maior
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concentracdo de umidade em relagédo as demais formulacdes. Este valor elevado de
umidade pode ser justificado pelo fato de os pinhdes entrarem em contato com a
agua durante o processo de cozimento, 0 que teoricamente aumentaria seu valor,
contudo vale ressaltar que as outras formulacfes de iogurte que também utilizaram
estes mesmos componentes ndo apresentaram resultado de residuo mineral fixo e
umidade tao diferente em relacdo as demais bebidas fermentadas desenvolvidos.

Os valores de proteina (Tabela 9) encontrados nos produtos elaborados
ficaram em 75% das amostras acima do minimo determinado pela legislacdo que é
2,9% (BRASIL, 2007), valores semelhantes aos encontrados por Silva et al. (2017)
que foi de 3,38%. Na formulacao de iogurte com célula lisada e farinha de pinhao cru
o valor encontrado de proteina foi de 1,55 + 0,82%, valor bem abaixo do minimo
preconizado na legislacdo. Ja os valores obtidos para iogurte com célula intacta e
pinh@o cru e iogurte com célula lisada e pinhdo cozido apresentaram valores de
proteina mais elevados em relacdo aos demais, 5,00 + 0,00% e 4,00 + 0,30%,
respectivamente.

Para Singh & Heldman (1993), a viscosidade é a propriedade do fluido que
tem maior influéncia nas caracteristicas de escoamento de um produto, a qual
descreve a magnitude da resisténcia ao escoamento devido a forga de cisalhamento
dentro de um fluido, neste sentido as formas de cisalhamento podem ser definidas
como taxa de deformacéo a qual a amostra € submetida. Quase todos os produtos
desenvolvidos apresentaram consisténcia firme, semelhante a de iogurtes do tipo
grego.

As formulacbes acrescidas de farinha de pinhdo cozido e pinhdo cozido
apresentaram valores mais altos de viscosidade (Tabela 9), chegando até 160 dpas
(decipascal). Este valor elevado de viscosidade € proporcional a maior firmeza
observada nestas amostras que apresentaram maior dureza e concentracdo em sua
composicao final e inversamente proporcional aos resultados obtidos na andlise de
sinérese (Tabela 10). Este comportamento pode estar associado a gelatinizacao ou
retrogradacdo do amido presente no pinhdo durante o processo de cozimento,

favorecendo assim a gelatinizacdo dos iogurtes desenvolvidos.
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Tabela 7: Resultado do pH dos iogurtes durante 28 dias de avaliacao.

Periodo logurtes com Célula Intacta logurtes com Célula Lisada
FPC 20% FPCZ 20% PC 20% PCZ 20% FPC 20% FPCZ 20% PC 20% PCZ 20%

7 dias | 4,40+0,00Ac |4,46+0,05AcC 4,73+0,05Bb |506+x005Ca |4,06+011Be |[513+0,11Aa |4,20xBde 4,30 + 0,00 A cd
14 dias | 4,36 0,05ABc | 450+0,00Abc | 4,60+£000Cab|4,76+0,05Ba [3,73+0,11Ce |4,06+0,11Cd |3,70+£0,00De |4,00£0,00Dd
21 dias | 4,26+0,05Be |4,43+0,05Ad 526+0,05Aa |510+£000Bd |4,20+0,00Bd |460+000Bc |4,10+£000Cf |4,40+0,00Cd
28 dias | 4,33t 0,05ABd | 453+£0,05AcC 526+0,05Aa |516+0,11Aa |4,70+0,00Ab |4,60+0,00Abc |4,60+0,00Ahbc |4,60=0,00Bbc

Fonte: Autoria propria (2019).

Média dos valores obtidos experimentalmente, considerando amostras analisadas em triplicata. Pelo teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam
diferenca significativa (p>0,05). Letras maiusculas indicam a comparagéo entre linhas, enquanto letras minusculas indicam comparagé&o entre colunas.
Farinha de pinh&o cru (FPC), Farinha de pinh&o cozido (FPCZ), Pinh&o cru (PC), Pinhdo cozido (PCZ2).

Tabela 8: Resultado da acidez em % durante 28 dias de avaliagdo dos iogurtes.

Periodo logurtes com Célula Intacta logurtes com Ceélula Lisada
FPC 20% FPCZ 20% PC 20% PCZ 20% FPC 20% FPCZ 20% PC 20% PCZ 20%
1 dia 0,48+ 0,08 Ce 0,31 % 0,03 Cf 0,52+ 0,02 Cde 0,32 £ 0,03 Cf 0,73+ 0,05 Cbc 0,63+ 0,05 Bed 0,80 £ 0,00 Eb 0,96+ 0,05 Ba
7 dias | 0,82+0,01Bbc | 0,66+0,04 ABde | 0,84+ 0,01 Bbc 0,59+ 0,03 Be 0,86+0,05Bb | 0,73+ 0,05 ABcd 0,90+ 0,00 Db 1,03+ 0,05 ABa
14 dias 0,81+ 0,04 Bc 0,54 +0,05Bd | 0,91+0,06 ABbc | 0,76+ 0,07 Ac 0,90+ 0,00 Bbc | 0,86 +0,05Abc | 1,000,00 Cab 1,13 + 0,05 Aa
21 dias | 0,83+0,01 Bcd 0,72+ 0,01 Ae | 0,89+ 0,03 ABbc 0,75+ 0,04 Ade 1,00+ 0,00 Aa 0,86+ 0,05 Abc 1,00 £ 0,00 Ba 0,93+ 0,05 Bab
28 dias 1,06+ 0,01 Aa 0,65+ 0,09 Ad 0,98+ 0,02 Aab 0,79+ 0,02 Ac 1,00+ 0,00 Aa 0,86+ 0,05 Abc 1,00 + 0,00 Aa 0,93 + 0,05 Bab

Fonte: Autoria propria (2019).

Média dos valores obtidos experimentalmente, considerando amostras analisadas em triplicata. Pelo teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam
diferenca significativa (p>0,05). Letras maiusculas indicam a comparacéo entre linhas, enquanto letras mindsculas indicam comparacéo entre colunas.
Farinha de pinh&o cru (FPC), Farinha de pinh&o cozido (FPCZ), Pinh&o cru (PC), Pinhao cozido (PCZ).
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Os valores da sinérese apresentaram aumento com o passar dos dias de
armazenamento (Tabela 10), atingindo o maximo de 5,5 £ 0,50%, para o iogurte com
pinhdo cozido e célula intacta no 28° dia. Este mesmo comportamento foi
observado por Toledo (2013), ao estudar a elaboracéo de iogurtes de maracuja.

Pimentel (2009) sugere que o aumento da sinérese € devido ao decréscimo
do pH durante a estocagem, o que provoca contracao da matriz micelar de caseina,
aumentando entdo a liberacdo do soro, e que valores de sinérese abaixo de 39%
podem ser considerados satisfatorios. Nas formulacdes analisadas foi possivel
observar que a relacdo entre aumento da sinérese e diminui¢cdo de pH ndo ocorreu,
tendo em vista que todas as formulacbes apresentaram alteracbes de pH nos 28
dias de avaliacao.

Pode-se observar que o tempo de estocagem e a matéria-prima utilizada
influenciaram significativamente na sinérise dos produtos finais. O volume de
exudado apresentou a partir 14° dia, aumento gradativo em todas as amostras
(Tabela 10), mesmo que o leite utilizado na producéo dos leites fermentados tenha
sido aquecido até 110C°, processo que esta relacionado com a diminuicdo da
sinérese no produto final. Além disso, o processo de retrogradacdo do amido
também influencia na maior consisténcia do protudo e, conseguentemente, na
diminuicdo da sinérese. Apenas na formulacdo produzida com farinha de pinhao
cozido adicionado de células intactas ndo ocorreu nenhum tipo de liberagédo de soro
durante o periodo de avaliacdo. Este resultado poderia ser justificado de acordo com
Lima et al. (2011), pelo aumento de matéria sdélida no leite fermentado que tende a
diminuir a suscetibilidade a sinérese, além de influir nas caracteristicas sensoriais
dos produtos. No entanto foi observado que este padrdo ndo se manteve, pois a
formulacédo produzida com farinha de pinhdo cozido e células lisadas apresentou
comportamento diferente, porém similar as outras demais formulacées onde a
liberacdo de soro ocorreu de forma gradativa no decorrer do periodo de avaliacéo.
Outro fator que pode ter ocasionado alteracdes no processo da sinérese foi a
retrogradacédo do amido presente em grande quantidade no pinhdo, causando um
aumento na firmeza do produto com formacéao de gel e sinérese dos iogurtes.

Conforme discutido na introdugéo, a concentracado de bactérias laticas totais
estabelecidas pela legislacdo é de 10’UFC/g, (BRASIL, 2008). Assim, como pode
ser visualizada na Tabela 10, a concentracdo desses microrganismos nos leites
fermentados preparados com adicdo de farinhas de pinh&o cru e cozido e adicao de
pinhdo cru e cozido estavam em consonancia com a mesma. Vale lembrar que a

analise de contagem global néo foi realizada nas formulagdes com adi¢ao de células
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lisadas de Lactobacillus acidophilus, tendo em vista que nado seria possivel a
realizacdo das mesmas, pois estas passaram por um processo de lise celular antes
da introducao destes micro-organismos nas diferentes formulacdes.

A Legislacdo vigente nado estabelece critérios para a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva (SPC) em leites fermentados, embora seja um
parametro importante, ndo s6 para a qualidade do produto, mas também para os
consumidores, uma vez que a presenca de SCP pode indicar a existéncia de
Staphylococcus aureus enterotoxigénicos, devido a préticas inadequadas de
manipulacéo e de higienizacédo dos materiais e equipamentos (Lamaita et al., 2005).

As contagens para SCP em todas as formulacbes avaliadas (Tabela 12)
apresentaram valores abaixo do recomendado para outros alimentos, ficando em
100% das amostras <1,0 x 10° UFC/mL, demonstrando que para este tipo de micro-
organismos as formulagBes estavam com um 6timo padréo de qualidade. Resultado
similar foi relatado por Andrade et al. (2015) em 40 amostras de bebidas lacteas
fermentadas avaliadas.

Salmonella spp. ndo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas.
Auséncia em 100% dos iogurtes testados (Tabela 12). Resultados semelhantes
foram descritos por Silva et al. (2012) que avaliaram amostras de iogurtes de
producao caseira e de producéo industrial, por Reis et al. (2014) que analisaram 105
amostras de derivados lacteos fermentados vendidos no Distrito Federal, e por
Andrade et al. (2015), que avaliou 40 amostras de bebidas lacteas fermentadas

vendidas em redes de supermercados de Belo Horizonte.
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Tabela 9: Resultados percentuais obtidos de umidade, cinzas, proteinas e viscosidade.

Periodo logurtes com Célula Intacta logurtes com Célula Lisada
FPC 20% FPCZ 20% PC 20% PCZ 20% FPC 20% FPCZ 20% PC 20% PCZ 20%
Umidade 26,33+ 1,35Ac | 33,86+t120ADb | 32,40+0,90Ab | 41,80+1,70Aa | 1833+1,15Bb | 24,13+0,15Ba | 1523+0,20Bb | 23,33+2,89Ba
Cinzas 6,21+ 0,33Ab 3,06£0,11Ac 9,57+0,35Aa | 10,20t040Aa | 424+157Aa | 3,45:t2,08Aa 3,10+0,10Ba | 3,63+0,12Ba
Proteinas 3,56+ 0,33A Db 3,39 +0,43Ab | 5,00+0,00Aa 3,93t 0,40A b 1,55+ 0,82 B a 3,79t 2,41 Aa | 2,79+1,83 Aa | 4,00+0,30Aa
Viscosidade | 12,00+520Ab | 116,70+ 289Aa | 11,00+ 3,61 Ab | 116,70+289Aa | 8,00+t0,00A | 160,00+0,00Aa | 2,80+0,00Bd | 70,00 +0,00B a

Fonte: Autoria propria (2019).
Média dos valores obtidos experimentalmente, considerando amostras analisadas em triplicata. Pelo teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam

diferenca significativa (p>0,05). Letras mailsculas indicam a comparagdo entre linhas, enquanto letras mindsculas indicam comparacdo entre colunas.

pinhéo cru (FPC), Farinha de pinhdo cozido (FPCZ), Pinhado cru (PC), Pinhdo cozido (PCZ).

Tabela 10: Resultado em cm de sinérese em 28 dias de avaliacéo.

Farinha de

Periodo logurtes com Célula Intacta logurtes com Célula Lisada
FPC 20% FPCZ 20% PC 20% PCZ 20% FPC 20% FPCZ 20% PC 20% PCZ 20%
7 dias 1,66 cm = 0,57 0,00 cm £ 0,00 2,00cm = 0,00 1,00 cm = 0,00 0,50 mm = 0,00 1,50 cm + 0,00 1,80 cm = 0,00 0,50 mm £ 0,00
Aa Ad Ca AB bc Ccd B ab Da Dcd
14 dias 1,73cm = 0,46 0,00 cm £ 0,00 2,16 cm + 0,28 3,00 cm £ 0,00 0,86 mm = 0,11 1,50 cm + 0,00 2,00 cm £ 0,00 0,50 mm £ 0,00
A bc Ae B cd Aa Bd Bc Cbc Ccd
21 dias 1,96 cm + 0,40 0,00 cm = 0,00 2,66 cm + 0,28 5,00 cm + 0,00 1,06 cm 0,11 1,63cm +0,15 2,50 cm = 0,00 1,00 cm = 0,00
Ac Ae AB d Aa Bd AB c Bb Bd
28 dias 2,33cm = 0,57 0,00 cm = 0,00 3,00 cm = 0,00 5,50 cm + 0,50 1,50 cm = 0,00 1,86 cm £ 0,11 2,70 cm £ 0,00 1,00 cm = 0,00
A bc Af Ab Ca Adc Acd Bb Ae

Fonte: Autoria propria (2019).
Média dos valores obtidos experimentalmente, considerando amostras analisadas em triplicata. Pelo teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam
diferenca significativa (p>0,05). Letras mailsculas indicam a comparacao entre linhas, enquanto letras minusculas indicam comparacéo entre colunas. Farinha de pinhéo

cru (FPC), Farinha de pinhao cozido (FPCZ), Pinhdo cru (PC), Pinhao cozido (PCZ).
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De acordo com a legislacdo vigente, Instrucdo Normativa N° 46 (BRASIL,
2007), o critério de aceitacao para Coliformes Totais por grama (ou mL) em iogurte &
n=5; c=2; m=10; M=100. No presente estudo, os valores de Coliformes Totais (35°C)
foram considerados aceitaveis para 40% das amostras de iogurtes.

Os resultados da enumeracdo de Coliformes Totais demonstraram que 3/5
(60%) das amostras apresentaram contagens acima do limite maximo permitido na
legislacdo que é de 10 UFC por mL do produto analisado (Tabela 12).

O valor elevado destes micro-organismos pode indicar préaticas inadequadas
de manipulacdo e higienizacdo de materiais e equipamentos. O iogurte preparado
com pinhao cru e célula lisada apresentou o melhor resultado (<1,0 x 10° UFC/mL)
frente as demais amostras analisadas. Resultado semelhante foi descrito por Reis et
al. (2014) ao avaliar iogurtes produzidos no distrito federal, onde a média final
encontrada ficou na casa de 1,4x10°UFC/mL.

Os valores de atividade antioxidantes das oito diferentes formulacdes de
iogurtes acidofilos acrescidos de pinhao estédo descritos na Tabela 13.

O uso de células de Lactobacillus acidophilus na forma lisada se justifica pela
sua ja comprovada atividade antioxidante. Assim como no organismo humano, as
bactérias acido-laticas possuem sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos para lidar
com os radicais livres, contudo, as enzimas antioxidantes desempenham um papel
critico nessa defesa (Driscollet al., 2002). O sistema enzimatico inclui a superoxido
dismutase, tioredoxinaredutase, sistema de glutationa peroxidase/glutationa oxidase
e NADH oxidase/NADH peroxidase (Amanatidou et al., 2001; Pophaly etal., 2012).

As bactérias acido-laticas microaerofilas, como o Lactobacillus acidophilus,
utilizam o oxigénio molecular para regenerar o NAD+ a partir do NADH no processo
fermentativo e da atividade da NADH oxidase (Talwalkar & Kailasapathy, 2004).
Essa reacdo produz peroxido de hidrogénio ou agua e depende da capacidade da
enzima em transferir 2 ou 4 elétrons. Quando o produto final € o perdxido de
hidrogénio, ele é utilizado pela NADH peroxidase como aceptor final de elétrons e
gera uma molécula de agua (Guchte et al., 2002; Miyoshi et al., 2003; Saide &
Gilliland, 2005).
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Tabela 11: Atividade antioxidante (%) das amostras de iogurtes avaliados pelo
método DPPH.

logurtes com Célula Intacta logurtes com Célula Lisada
Inibicao FPC FPCZ PC PCZ | FFC FPCZ PC PCZ
do 20% 20%  20% 20% | 20% 20%  20%  20%
DPPH 500 7 15 13 9 14 12 16 11
75% 6 18 13 10 13 14 16 11

100% 14 15 15 10 9 18 15 13

Fonte: Autoria propria (2019).
Farinha de pinh&o cru (FPC), Farinha de pinhdo cozido (FPCZ), Pinh&o cru (PC), Pinhdo cozido (PCZ).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, é possivel observar
gue as amostras de iogurtes produzidos com farinha de pinh&o cozido e pinhao cru
em ambas as formulacdes apresentaram maior atividade antioxidante, no entanto
outras amostras apresentaram valores semelhantes, néo diferindo estatisticamente.
Resultados semelhantes foram relatados por Pramiu & Farifia (2016), ao avaliarem
leites fermentados elaborados com bactérias probiéticas comercializados no
municipio de Cascavel, PR. J& um estudo realizado por Giazzon e colaboradores
(2009), encontrou valores entre 0,0 e 16,8 ao avaliarem diferentes partes e
processos com o pinhdo, sendo que o pinhdo cru ndo apresentou atividade
antioxidante enquanto o pinhdo cozido apresentou valor de 9,5 em ICs0,0 que
demonstra que as sementes de Araucaria apresentam uma baixa atividade
antioxidante. Pelos valores encontrados pode-se inferir que o pinhdo ndo é um bom
antioxidante, o que pode ser explicado pela sua composicdo predominante de

amido.

Tabela 12: Resultado da contagem de Lactobacilus acidophilus.

logurte com Célula Intacta logurte com Célula Lisada
FPC 20% 3,13 x 10°UFCl/g FPC 20% N&o se Aplica *
FPCZ 20% 2,23 x 10°UFCl/g FPCZ 20% N&o se Aplica *
PC 20% 4,7 x 10°UFC/g PC 20% N&o se Aplica *
PCZ 20% 5,1 x 10°UFC/g PCZ 20% N&o se Aplica *

* Andlise ndo realizada pelo fato das amostras serem preparadas com células lisadas de Lactobacilus
acidophiluso que inviabiliza a contagem das mesmas.

Fonte: Autoria propria (2019).

Farinha de pinhdo cru (FPC), Farinha de pinhdo cozido (FPCZ), Pinhdo cru (PC), Pinhdo cozido
(PC2).
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Tabela 13: Resultado das analises microbioldgicas de iogurtes acrescidos de pindo
cru e cozido ou de suas farinhas.

Amostra Staphylococcus Salmonella spp. Coliformes
coagulase positiva totais
Média Média Média

FPC 20% (célula <1,0 x 10° UFC/mL Ausénciaem 25g 15 UFC/mL
Intacta)

FPCZ 20% <1,0 x 10° UFC/mL Ausénciaem 25 g 11 UFC/mL
(célula Intacta)

PC 20% (célula <1,0 x 10° UFC/mL Auséncia em 25 g 27 UFC/mL
Intacta)

PCZ 20% (célula <1,0 x 10° UFC/mL Ausénciaem 25 g 6,2 UFC/mL
Intacta)

FPC 20% (célula <1,0 x 10° UFC/mL Auséncia em 25 g <1,0 x 10°
Lisada) UFC/mL

Fonte: Autoria propria (2019).
Farinha de pinhdo cru (FPC), Farinha de pinhdo cozido (FPCZ), Pinhdo cru (PC), Pinhdo cozido
(PC2).

Tabela 14: Valores médios e desvio padrdo da atividade antioxidante nas amostras
de iogurte.

Diluicbes Média geral das 8 formulacdes
50% 12,15+ 2,80 A
75% 12,62 + 3,46 A
100% 13,62+ 2,73 A

Fonte: Autoria propria (2019).
Média e desvio padréo.

4. Avaliacéo sensorial

Participaram do teste de aceitabilidade sensorial 50 julgadores. Os resultados
do teste de ordenacdo estdo apresentados na Tabela 15. A ordenacéo foi feita
atribuindo a maior nota a amostra preferida e se realizou a soma das ordens para
cada amostra, obtendo-se a média geral de cada formulagéo.

Na impressdo global, as formulacbes de iogurte apresentaram escores
meédios entre 3,00 e 7,00, situando-se entre os termos “Desgostei regularmente” e

“Gostei regularmente”, quando do final da avaliagao da aceitabilidade sensorial.
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Pode-se observar pelos resultados das médias obtidas que as formulagbes
650 e 931 ambas produzidas com farinha de pinhdo cozido apresentaram a menor
nota na avaliacdo pelos consumidores. Este fato pode estar associado a composicéo
final do iogurte que se mostrou mais consistente, grosseira e com presenca de
granulos provenientes da farinha, diferindo das caracteristicas gerais dos iogurtes
(consisténcia cremosa) comercializados e conhecidos pela maioria dos
consumidores. Cunha et al. (2009) destacam que as caracteristicas sensoriais como
sabor, textura e aparéncia estdo entre os principais determinantes na aquisicao,
consumo, aceitacdo e preferéncia dos produtos alimenticios por diferentes faixas
etarias, além de contribuirem para o monitoramento de sua qualidade.

Ainda foi possivel observar que todas as formula¢des adicionadas com pinhao
cru ou sua farinha obtiveram as melhores notas na média geral, 890 (média 7,24),
843 (média 7,36), 636 (média 7,66) e 268 (média 7,68), tanto para iogurtes com
adicdo de células intactas quanto lisadas, sendo que a formulacdo de leite
fermentado com pinhdo cru e células lisadas obteve a melhor nota na média geral
(nota 7,68 — “Gostei regularmente”). Este leite fermentado apresentou uma textura
mais homogénea, levemente liquida, com coloracdo levemente caramelada e sem a
presenca de granulos. Caracteristicas observadas na grande maioria dos iogurtes
disponiveis no mercado para os consumidores.

Foi realizada uma andlise de variancia para verificar se existia diferenca entre
0s iogurtes e verificou-se que existe diferenca significativa a 5% de significancia
(p<0,05)

Tabela 15: Média das notas da analise sensorial.

Médias Produto equivalente
76 A logurte com pinh&o cru mais células lisadas
7,6 A logurte com farinha de pinhao cru mais células intactas
7,3A logurte com pinh&o cru mais células intactas
72A logurte com farinha de pinh&o cru mais células lisadas
4,4 B logurte com pinh&o cozido mais células lisadas
39B logurte com pinh&o cozido mais células intactas
3,8B logurte com farinha de pinh&o cozido mais células intactas
3,8B logurte com farinha de pinh&o cozido mais células lisadas

Fonte: Autoria propria (2019).
Média dos valores obtidos experimentalmente, considerando amostras analisadas em triplicata. Pelo
teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05).
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Foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa entre as amostras
avaliadas produzidas com adicdo de pinhdo cru e a farinha de pinh&o cru, assim
como ndo houve diferenca entre os iogurtes produzidos com pinhdo cozido e a
farinha de pinh&o cozido, no entanto, ocorreu diferenga entre os produtos produzidos
com pinh&o cru e pinh&o cozido e suas respectivas farinhas como esta demonstrado
na Tabela 15. As formulacdes contendo pinhdo cru ou farinha de pinhdo cru
apresentaram melhor aceitacdo pelos consumidores frente aquelas produzidas com

pinh&o cozido e farinha de pinh&o cozido.

5. Conclusao

A adicdo de pinhdo cru e cozido e suas respectivas farinhas no
processamento de iogurtes alterou significativamente alguns dos parametros
quimicos e fisico-quimicos, como pH, viscosidade e sinérese dos produtos
avaliados, ficando muitos destes fora dos padrbes recomendados em legislacédo
para iogurtes. A presentaca de pinhdo e farinhas de pinhdo alterou as
caracteristicas sensoriais dos iogurtes, principalmentes os produzidos com farinha
de pinhdo cozido, as quais apresentaram consisténcia mais sélida e presenca de
granulos, sendo o iogurte desenvolvido com pinhdo cru o que apresentou melhor
aceitacdo pelos consumidores, estando o0s resultados satisfatorios e dentro do
esperado durante os dias de avaliacao.

Quanto a contagem total de bactérias laticas a legislacao foi atendida, com o
minimo de 10°UFC/g durante avaliacdo das amostras. Este parametro ndo foi
verificado nas amostras produzidas com células lisadas, pois apenas estava sendo
avaliada a presenca do Lactobacillus acidophilus, e ndo de outras culturas lacteas.

Dentre os parametros microbiol6gicos avaliados foi possivel detectar apenas
a contaminacéo por coliformes totais (35°C) sem, no entanto, inviabilizar o consumo
do produto.

A avaliacdo da capacidade antioxidante ndo apresentou resultados muito
significativos comparados com outros materiais avaliados, estando dentro do valor
descrito para avaliacdo da atividade antioxidante de produtos contendo Araucaria ou
mesmo das suas sementes.

Na analise sensorial, todos os produtos avaliados apresentaram variacao
estatistica, todavia o produto com adic&o de pinh&o cru e célula lisada apresentou o
maior potencial mercadoldgico, recebendo a maior nota entre as formulacdes

avaliadas. Além disso, este produto se encontra ainda dentro dos parametros
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estabelecidos para leites fermentados, apresentando bons resultados de pH, acidez,
proteina, sinérese, concentracao de bactérias lacteas e microbiologicas. Levando-se
em conta todos os parametros positivos em relacdo a este produto, pode-se
acreditar que este leite fermentado € um potencial candidato a ser produzido de

forma industrial e chegar ao mercado consumidor como um produto inovador.
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Capitulo 3. Artigo: Desenvolvimento de Queijo Cremoso Frescal Acrescido de

Pinhdo (Araucaria anqustifolia)

Resumo - Queijo é um dos alimentos mais nutritivos que se conhece, sendo um dos
alimentos mais consumidos pela populacdo. Assim como o0 queijo, 0 pinhao
(semente Araucaria angustifolia) também apresenta uma composi¢do nutricional
tnica. Com estas informacdes o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um
queijo frescal acrescido de pinhdo cozido ou sua farinha e avaliar as propriedades
fisico-quimicas e microbiolégicas deste novo produto, além de analisar a aceitacéo
sensorial. A caracterizagdo fisico-quimica deu-se através das seguintes andlises:
pH, umidade, residuo mineral fixo, sdélidos totais, proteinas, fibra bruta, carboidratos,
acidez, percentual de cloretos (NaCl) e lipideos. Foram determinados indices de
coliformes totais e coliformes termotolerantes, pesquisa de Salmonella spp.,
contagem de Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) e bolores e leveduras. Os
resultados das analises fisico-quimicas apresentaram-se de acordo nos parametros
pH, acidez, gorduras, cloreto e fibras. A umidade observada enquadrou os produtos
como queijos com muita alta umidade, enquanto o parametro lipideo os classificou
como queijos desnatados (gordura abaixo de 10%) em 100% das amostras de
acordo com legislacdo. O valor de proteinas estava abaixo do recomendado em
todos os produtos, jA a avaliacdo de carboidratos demonstrou que 0s queijos
apresentavam valores elevados devido a presenca de pinhdo na composicdo. As
avaliacbes microbioldégicas ndo evidenciaram desenvolvimento microbiano para
nenhum parametro pesquisado. A avaliacdo sensorial demonstrou que 0s queijos
produzidos com adicdo de pinhdo cozido ou farinha de pinh&o cozido em sua
composicdo apresentaram boa aceitacdo pelos consumidores, sendo fortes
candidatos a um produto inovador para ser produzido e comercializado em grande
escala.

Palavras chave: Avaliacdo composicional, desenvolvimento novos produtos, queijo

frescal.

1. Introducéao

O queijo é um concentrado lacteo constituido de proteinas, lipidios,
carboidratos, sais minerais, calcio, fésforo e vitaminas, entre elas A e B. E um dos

alimentos mais nutritivos que se conhece: um gqueijo com 48% de gordura contém
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cerca de 23 a 35% de proteina, o que significa que, em termos de valor protéico, 210
g desse produto equivale a 300 g de carne. A composi¢ao do queijo varia de acordo
com o tipo, tempo de maturacdo, composicdo do leite utilizado etc, e pode
apresentar diferentes sabores e textura, existindo assim uma variedade muito
grande de tipos (Tiba & Ribeiro, 2010). Queijo € um produto lacteo produzido em
grande variedade tanto de sabor quanto de forma em todo o mundo (Paula et al.,
2009). O queijo é um derivado lacteo obtido da coagulacédo do leite (Oliveira et al.,
2016).

E um meio de conservacéo do leite, pois em média sdo gastos dez litros de
leite para produzir um quilo de queijo. Sendo assim, ele € a maneira mais simples de
se consumir as propriedades nutritivas do leite, sendo indicado em dietas
alimentares devido a sua alta digestibilidade quando comparado a outros alimentos
(Apolinario et al., 2014). Existem pelo menos 1.000 variedades diferentes do
produto, sendo que as principais familias sdo representadas pelos queijos
Holandeses, Suicos, de massa filada, Cheddar e Parmeséo, 0s quais representam
mais de 80% da producédo mundial (Paula et al., 2009).

Devido suas grandes vantagens nutricionais, 0 queijo possui grande
importancia nos habitos de consumo da populacéo brasileira, sendo parte integrante
dos habitos e da cultura nacional (Apolinario et al.,, 2014). Todas as variedades
podem ser classificadas em trés superfamilias, com base no método de coagulacdo
do leite: coagulagcdo enzimética, que representa aproximadamente 75% do total dos
queijos produzidos; coagulacao acida ou latica do leite; e a coagulacao mista (Paula
et al., 2009).

Entende-se por queijo Minas Frescal, o queijo fresco obtido por coagulacao
enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo com acao de bactérias lacticas especificas (BRASIL, 1996;
BRASIL, 1997). E classificado como um queijo semi-gordo, de muita alta umidade, a
ser consumido fresco, de acordo com a classificacdo estabelecida no Regulamento
Técnico Geral de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL, 1996; BRASIL, 2004).

O queijo Minas frescal também é um queijo popular devido ao seu alto
rendimento de producgdo, processamento simples e baixo custo ao consumidor
(Oliveira et al., 2016). Por possuir maior rendimento, processamento simples e
auséncia de maturacéo do produto final, a producéo do queijo Minas Frescal é uma
importante atividade da industria queijeira, que proporciona um retorno rapido dos

investimentos e menores custos para o produtor (Apolinario et al., 2014).
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A qualidade dos produtos lacteos, a manutencdo das suas caracteristicas
sensoriais e a seguranca alimentar sdo essenciais aos consumidores (Oliveira et al.,
2016). Por nédo possuir periodo de maturacdo, o queijo frescal € um produto
perecivel que deve ser consumido rapidamente, sendo necessaria sua manutengéo
em ambiente refrigerado (Apolinario et al., 2014).

Ja4 o pinhdo por sua vez € uma améndoa rica em reservas energéticas,
servindo para a alimentacdo humana, de animais domésticos (principalmente
suinos) e da fauna Silvestre (Acorsi, et al., 2008; David & Silochi, 2010; Garcia,
2012), e embora nado exista uma cultura industrial de utilizacdo desta matéria-prima,
o0 pinhdo tem grande importancia comercial e gera lucros em suas regibes
produtoras. Por este motivo o desenvolvimento de produtos que utilizem o pinhéo
como ingrediente na producédo de alimentos industrializados é muito importante.

Devido a grande apreciacdo e consumo de queijo pela populacdo em geral, e
ao pouco uso do pinhdo em alimentos prontos, justifica-se o desenvolvimento de um
novo produto que agregue as caracteristicas destes dois alimentos, surgindo assim
um novo alimento com sabor e caracteristicas proprias, além de agregar valor
nutricional e financeiro a este produto desenvolvido. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi o desenvolvimento de um queijo frescal cremoso acrescido de pinhéo
cozido ou farinha de pinhdo cozido, avaliando as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais deste novo produto com carater inovador pela presenca da matéria-prima

pinh&o em sua composicao.

2. Metodologia

Os pinhdes, sementes da Araucaria angustifélia, foram adquiridos na regiao
rural da cidade de Guarapuava /PR, diretamente dos produtores, sendo conservados
em temperatura ambiente (média 18°C) até o processamento dos novos produtos.

Foram preparadas diferentes formulacbes para verificar qual destas
apresentava melhor caracteristica de um queijo cremoso frescal. Foram preparadas
4 diferentes formulacdes, todas com adicdo de farinhas de pinhdo cozido e pinh&o
cozido. As farinhas de pinhdo foram produzidas de acordo com o descrito no
capitulo 1, sendo utilizados pinhdes que passaram por processo de cozimento. Os
pinhBes, apds cozimento a 110°C em panela de pressdo, foram descascados
manualmente e triturados em liquidificador domeéstico para obtencéo de uma massa
de menor diametro, sendo esta massa triturada distribuida em formas de aluminio e

levadas para estufa de convecgdo simples, com temperatura controlada com média
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de 50° £ 5°C para secagem até atingirem um valor de umidade de, no maximo 15%,
sendo entdo novamente trituradas em liquidificador para obtencéo de uma massa de
menor didametro, mais caracteristico como uma farinha.

As quatro diferentes formulacbes estdo descritas na Figura 14. Todas as
formulacbes foram realizadas seguindo a metodologia para queijo frescal descrita

por Castanheira (2010), com adaptacdes.

Fluxograma do
Preparo dosTestes

Farinha Pinhao

Pinhdo Cozido

Cozido
I—I |
de f h l l
10% de farinha . inha —_
0.8% de sal 20% de farinha 1% 1010/209edp|nha0 20% de pinh&o
® de sal Misturar em 5% de sal i
Misturar em DO Y Misturar em 1% de sal Misturar
liquidificador liquidificador liquidificador em liquidificador
Descansar por 30 Descansar por 30 Descansar por 30 Descansar por 30
i minutos . ;
m|nUtOS m|nutos mlnutos
Adica | - -
dl%aéogaecﬁo m Adic&o de 50 ml de Adicéo de 50 ml de Adicao de 50 ml de
o 2 CaCl, CacCl, cacl
Adic&o cultura - - TR
lactica 0,59 Angqo cultura Ad’lga_lo cultura Adicao cultura
' lactica 0,5¢g lactica 0,59 lactica 0,59
Aquecer até 43 - Aquecer até 43 - Aquecer até 43 - Aquecer até 43 -
Adicionar 4,5 ml Adicionar 4,5 ml de Adicionar 4,5 ml Adicionar 4,5 ml
de coalho coalho de coalho de coalho
Repouso por 45 Repouso por 45 Repouso por 45 Repouso por 45
minutos e cortar minutos e cortar minutos e cortar minutos e cortar
Enformar e Resfriar Enformar e Resfriar Enformar e Resfriar Enformar e Resfriar
por 24 horas por 24 horas por 24 horas por 24 horas
Analises Eisico- Anélises Fisico- Andlises Fisico- Andlises Fisico-
quimicas e quimicas e quimicas e quimicas e
Microbiolégicas Microbioldgicas Microbiologicas Microbioldgicas

Figura 14: Fluxograma de produgédo de queijos com adicdo de pinhdo cozido e
farinha de pinh&o cozido.

Fonte: Autoria propria (2019).

A primeira formulacdo foi preparada com 20% de pinhdo cozido. Foram

misturados 5 L de leite mais 1kg de pinh&o cozido e batidos em liquidificador para
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homogeneizagdo da mistura, que foi deixada em repouso por cerca de 30 minutos
para que ocorresse a hidratacdo do pinhdo. Em seguida, foi adicionado CaClz a 50%
(50 ml) e 50g (1%) de sal. Também foi adicionada a mistura 0,5 g de cultura latica
(0,01%). A mistura entdo foi aquecida em panela até 43 + 2 °C, sendo entédo
acrescentados 4,5 mL de coalho. Apés atingir a temperatura desejavel a panela foi
tampada e a mistura foi deixada em repouso por 45 minutos. Decorrido este periodo
a mistura encontrava-se coagulada, sendo entdo a massa cortada lentamente, com
auxilio de escumadeira de uso domeéstico, até que a massa apresentasse granulos
do tamanho de grdos de milho, sendo em seguida distribuida em formas de
tamanhos iguais prensadas para retirada do excesso de soro e acondicionadas
dentro da geladeira por 24 horas (Figura 15). As outras trés formulacfes de queijos
preparadas seguiram a mesma metodologia descrita anteriormente diferenciando-se
da seguinte maneira: Formulacao 2 preparada com 10% de farinha de pinh&o cozido
e 0,8% de sal; Formulacédo 3 preparada com 20% de farinha de pinh&o cozido e 1%

de sal; Formulacéo 4 preparada com 10% de pinhao cozido e 1,5% de sal.

Figura 15: Processo de producéo de queijos acrescidos de farinhas de pinh&o

Fonte: Autoria propria (2019).

Todos os queijos obtidos apés o periodo de 24 horas foram virados e deixados
por igual periodo em resfriamento em geladeira, com no maximo 8°C. Assim que
terminaram as 48 horas em geladeira, os produtos foram embalados e procederam-

se as andlises fisico-quimicas e microbioldgicas (Figura 16).
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Figura 16: Queijos acrescido de farinha de pinhdo cozido.

Fonte: Autoria propria (2019).

2.1. Analises fisico-quimicas dos queijos

O processamento dos queijos foi realizado nas dependéncias do Laboratério
de Alimentos, pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Paranad -
UNIOESTE, Campus de Cascavel - PR. Tendo sido feitas em duplicata, conforme o
que se segue:

O valor de pH foi determinado em potencidmetro de bancada. A determinacao
de umidade foi realizada, durante 5 horas em estufa a 105 + 3 °C. Residuo mineral
fixo em mufla a 550°C. O teor de sélidos totais foi estimado por diferenca, subtraindo
de 100 o valor da umidade, de acordo com os procedimentos descritos pela
Instru¢cdo Normativa n°68 (BRASIL, 2006).

O teor de proteinas foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl. O teor de
fibra bruta, através de digestdo do material em meio quimico. Carboidratos foram
determinados pela diferenca descontando de 100 o valor das demais analises. A
determinacdo de acidez em acido latico, foi realizada nas amostras em tempo de 0
(zero) dias, todas as andlises foram realizadas seguindo as normas do Instituto
Adolfo Lutz (2008).

A determinagdo do percentual de cloretos (NaCl) seguiu a metodologia
descrita no livro Manual Basico de Controle de Qualidade de Leite e Derivados
(Castanheira, 2010).

A determinacédo de lipideos foi realizada de acordo com as normas do Instituto
Adolf Lutz (2008), através de butirdmetro de leite.
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2.2 Analises microbioldgicas dos queijos

Todas as quatro diferentes formulacBes de queijos acrescidos de farinha de
pinh&o cozido e pinh&o cozido (10% e 20%) foram avaliadas quanto a sua qualidade
microbiolégica. As amostras de queijo apés serem produzidas foram congeladas e
no momento da realizagcdo da andlise estavam sob resfriamento. O congelamento
dos produtos prontos se deu pela questdo de conservacdo destes para que fossem
mantidas as caracteristicas de cada produto.

Para a realizacdo da avaliacdo microbiolégica foram pesadas 25 gramas de
cada amostra e homogeneizadas em 225 ml de solucdo salina estéril. A partir desta
diluicdo inicial foram preparadas séries de diluicbes para realizacdo das analises
conforme metodologia descrita por Castanheira (2010)

As amostras foram submetidas as andlises microbioldgicas de determinacdo
de coliformes totais e coliformes termotolerantes, através de teste presuntivo em
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST — Micromed) e, posteriormente, Caldo Verde
Brilhante Bile 2% (VB — Himedia) e Caldo E. coli (EC — Himedia), respectivamente.
De cada tubo contendo caldo EC com producao de gés, foi estriada uma alcada em
agar Eosina Azul de Metileno (EMB — Himedia). As placas foram incubadas a 35 °C
por 24 horas; pesquisa de Salmonella spp., com presenca ou auséncia, em 25 g de
amostra, onde uma porcdo de 25 gramas das amostras homogeneizadas foi
transferida para um frasco estéril, no qual foi adicionado 225 mL de caldo de pré-
enriquecimento (Caldo Lactosado), sendo a mistura homogeneizada e deixada em
repouso por 1 hora a temperatura ambiente para a verificacdo do pH (ideal 6,8
0,2), e consequente ajuste do mesmo com hidroxido de sédio (NaOH) 1 M, se
necessario. Posteriormente, a incubacao foi feita a 35 + 2 °C por 24 horas. Apés este
periodo, realizou-se 0 enriquecimento seletivo, sendo transferidas aliquotas de 0,1
mL para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport Vassilidis e 1 mL para tubos
contendo 10 mL de caldo Tetrationato. Estes foram incubados a 42 + 2 °C por 24
horas e 35 + 2 °C por 24 horas, respectivamente; contagem de Staphylococcus
coagulase positiva (UFC/g) utilizando-se Agar Baird Parker (BP — Himedia) sendo as
placas incubadas a 37°C por 24 horas, as colonias vermelho-violetas foram contadas
como S. aureus e bolores e leveduras na qual foram pesadas assepticamente 25
gramas de amostra e homogeneizadas em 225 mL de agua peptonada 0,1%, foram
realizadas diluicbes seriadas (10-1, 10-2, 10-3 e 10-4) preparadas em tubos estéreis
contendo 9 mL de agua peptonada 0,1%. Posteriormente, cada diluicdo foi vertida

em placas de Petri com Agar Sabouraud Dextrose contendo 9 mL de cloranfenicol.
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Em seguida, as placas foram incubadas a 36 °C durante 48 horas, ao fim do qual a
leitura foi realizada. Os resultados das analises microbiologicas foram comparados
aos padrdes estabelecidos pela Resolucdo RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001), que aprova o Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos
para Alimentos.

2.3 Analise sensorial

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), sob numero de registro CNAE -
02311712.7.0000.0107.

Foi recrutado um painel de consumidores nao treinados, perfazendo um total
de 35 participantes, de ambos os sexos, com idades entre 18 e 60 anos, entre
alunos, professores e demais funcionarios da Universidade Estadual do Oeste do
Parand - UNIOESTE. As quatro diferentes formulacdes de queijos acrescidos de
farinhas de pinhdo cozido ou pinhdo cozido foram apresentadas aos consumidores
de forma aleatéria. Os queijos foram servidos em pequenas por¢des, codificados
com trés digitos aleatérios, contendo, aproximadamente, 5 g do produto. Utilizou-se
o teste de atribuicdo de preferéncia para as amostras conforme: Atribua o n° 1 para
a amostra de maior preferéncia, 2 para a segunda de maior preferéncia (Figura 23
em Anexo 2), e assim sucessivamente.

Os provadores receberam uma amostra de cada produto enumerada de forma
aleatdria por sorteio sendo orientados a realizarem a degustacéo da seguinte forma:
1° eles deveriam provar uma das amostras de forma aleatéria e atribuir uma nota
para este produto; 2° ap0s provar a primeira amostra deveriam tomar um pouquinho
de agua e aguardar 30 segundos antes de provarem o proximo produto, e proceder
desta mesma maneira até que tivessem degustado todas as diferentes formulacdes.

Depois de ocorrida a analise de preferéncia, foi realizada uma analise
pareada de preferéncia comparando um queijo que se encontrava congelado e um
queijo que se encontrava apenas resfriado, com o intuido de verificar se o0 processo
de resfriamento e ou congelamento interferia na qualidade sensorial do produto.

Os julgadores receberam uma ficha, conforme a Figura 24 (Anexo), duas
amostras codificadas e um copo com agua. Os mesmos foram orientados a
enxaguar a boca com agua, antes do inicio do teste, pediu-se também que eles
lavassem as papilas ap0s cada avaliacao e esperassem de 30 - 40 segundos entre

as provacoes das amostras.
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2.4 Anédlise Estatistica dos dados

O experimento foi analisado segundo delineamento inteiramente casualizado
com, no minimo, trés repeticbes para as analises fisico-quimicas, sendo os dados
submetidos ao programa Minitab® versdo 17 para obtencdo das médias e desvio
padréo.

Os resultados foram avaliados por meio de Analise de Variancia (ANOVA) a
5% de significancia. A indicacdo de diferenca significativa entre os grupos foi
realizada por teste de Comparacbes de Mdltiplas (Teste de Tukey) a 5% de
significancia, por comparacdo de tratamento até completar todas as combinagdes
possiveis. Os grupos que foram considerados estatisticamente iguais foram

agrupados e comparados aos demais.

Resultados e discussao

+

Com relacdo a analise de pH, houve uma variacédo de 5,15 + 0,02 a 6,72 £
0,00 entre as amostras analisadas (Tabela 16). Esta variacdo pode ocorrer devido a
concentracdo de pinhao utilizado para a fabricacdo do queijo, e também pelo fato de
os lotes terem sido fabricados em dias diferentes. Na pesquisa realizada por Sandri
et al. (2015) ao estudarem queijos minas frescal produzidos no estado do Mato
Grosso, observou-se um pH entre 4,50 e 6,80, valores semelhantes aos encontrados
nesta avaliacdo. JA& Schuh et al. (2016), encontraram em suas pesquisas com
gueijos coloniais valores de pH entre 5,58 e 6,06.

O pH é considerado uma determinacdo importante para caracterizar queijos
devido a sua influéncia na textura, sabor, na atividade microbiana e na maturacéo, ja
que ocorrem reacdes quimicas que sdo catalisadas por enzimas provenientes do
coalho e da microbiota, que dependem do pH para o seu desenvolvimento (Schuh et
al., 2016)

A acidez tituladvel determina a quantidade de acido latico presente nos
produtos lacteos. O uso desse parametro em produtos lacteos necessita conhecer
todo o fluxo da producéo para interpretar seus resultados. Durante o processamento
a acidez titulavel é adotada para avaliar a evolugcdo do desenvolvimento de acido
latico pelas bactérias ‘starters’. Apos a enformagem e salga iniciam o metabolismo
de hidrélise dos componentes do queijo, alterando o teor de acidez a medida que

este é submetido a estocagem e maturacao (Ricardo et al., 2011).
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Tabela 16: Valores de pH em 21 dias de analise.

Periodo Amostras de queijo
FPCZ 10% FPCZ 20% PCZ 10% PCZ 20%
0 dias 6,47 + 0,02 Ac 571+0,03Ad 6,72+ 0,00 Aa 6,61+0,01ADb
7 dias 585+0,01Bc 515+0,02Bd 6,08+0,02Bb 6,37 +0,01Ba
14 dias 520+0,01Cc 539+0,02Cd 5,68 +0,01Ch 580+0,01Ca
21 dias 5,17 £0,00 C d 5,40+0,02Dc 549 +0,03Db 547 +0,01Da

Fonte: Autoria propria (2019).

Média dos valores obtidos experimentalmente. Pelo teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05). Letras mailsculas
indicam a comparacao entre linhas, enquanto letras mindsculas indicam comparacao entre colunas.
Queijo acrescido de farinha de pinh&o cozido 10% (FPCZ 10), Queijo acrescido de farinha pinh&do cozido 20% (FPCZ 20), Queijo acrescido de pinh&do cozido 10% (PCZ

10), Queijo acrescido de farinha de pinhdo 20% (PCZ 20).

Tabela 17: Média dos valores da acidez titulavel* de queijos acrescidos de farinha de pinh&do cozido ou de pinh&o cozido.

Periodo Amostras de queijo
FPCZ 10% FPCZ 20% PCZ 10% PCZ 20%
0 dias 0,21+0,03Db 0,40+0,02Ca 0,23+0,03Ch 0,22+0,01Ch
7 dias 0,36+0,05Cc 0,60+ 0,02Aa 0,37+0,03Bb 0,37+ 0,01 Aab
14 dias 0,53+0,04B a 0,52+0,01Ba 0,46+ 0,01Ab 0,40+ 0,03Ab
21 dias 0,65+0,02A a 0,57+0,02ABb 0,41+ 0,01 ABc 0,30+0,01Bd

Fonte: Autoria propria (2019).

Média dos valores obtidos experimentalmente. Pelo teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05). Letras mailsculas
indicam a comparacao entre linhas, enquanto letras mindsculas indicam comparacédo entre colunas.

Queijo acrescido de farinha de pinh&o cozido 10% (FPCZ 10), Queijo acrescido de farinha pinhdo cozido 20% (FPCZ 20), Queijo acrescido de pinhao cozido 10% (PCZ
10), Queijo acrescido de farinha de pinhdo 20% (PCZ 20).

* Acidez (% g de &cido latico/g de queijo)
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Dependendo das condi¢cbes de exposi¢cdo, 0s queijos podem sofrer alteracbes
tornando-se mais acidos. Neste estudo, os queijos elaborados com farinhas de
pinh&o cozido e pinh&do cozido apresentaram acidez entre 0,21 + 0,03 e 0,60 + 0,02
% (Tabela 17). Esses resultados foram proximos aos determinados por Ricardo et al.
(2011), que obtiveram valores entre 0,18 a 1,42 % ao analisarem queijos minas
frescal artesanal comercializados em Londrina (PR) e Farifia et al. (2008), ao
avaliarem queijos coloniais produzidos em Céu Azul (PR) encontrando valores entre
0,13 e 0,66%.

Os resultados obtidos para a umidade das amostras analisadas variaram
entre 69,77 £ 0,20 e 71,92 + 0,20 % (Tabela 19) e denotam que os produtos
avaliados podem ser enquadrados como queijos com muita alta umidade, com teor
superior a 55%, de acordo com o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade
de Queijos (BRASIL, 1996).

Oliveira et al. (2016) ao avaliaram queijos minas frescal produzidos com leite
de cabra determinaram que os teores de umidade tiveram uma média de 62%,
sendo também classificados como queijos com muita alta umidade. Obviamente a
composicdo do leite, especialmente seu teor de proteinas e gordura interferem na
retencdo de agua do queijo (Ricardo et al., 2011), outro fator que pode ter causado
interferéncia foi a presenca da matéria-prima solida pinhdo na composicdo do
produto.

Os valores de proteinas obtidos ficaram entre 5,21 + 0,44 e 6,67 £ 0,39% nas
amostras de queijos avaliadas (Tabela 18). Estes valores estdo bem abaixo do
minimo preconizado pela legislacdo (BRASIL, 1996) que € de minimo 88,0 (%om/m
base seca).

O valor baixo de proteinas encontrado pode estar relacionado ao tratamento
térmico utilizado, onde a temperatura nao atingiu valores tdo elevados. No entanto,
as formulacdes foram desenvolvidas com adicdo de farinhas de pinh&o cozido e
pinh@o cozido, na propor¢édo de 10 — 20%, o que deveria elevar o valor de proteinas
dos produtos finais tendo em vista que os valores de proteinas encontrados para as
farinhas de pinhao cozido e pinhdo cozido foram 7,15 e 5,92%, respectivamente.

A Instrucdo Normativa n°® 4 categoriza o queijo Minas Frescal como semi-
gordo, sua concentracdo deve se encontrar entre 25,0 e 44,9 % de gordura no
extrato seco (BRASIL, 2004). As amostras analisadas (Tabela 19) encontram-se de
acordo com o padrdo de identidade para queijos Minas Frescal (BRASIL, 2004),

embora o0 produto produzido tenha mais caracteristicas de um queijo frescal
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Tabela 18: Resultado médio dos teores de protinas, umidade, extrato seco, lipideos, cloretos, cinzas, fibras e carboidratos dos queijos,
acrescidos de farinha de pinh&o cozido ou pinh&ao cozido.

Andlises Amostras de Queijo
FPCZ 10% FPCZ 20% PCZ 10% PCZ 20%

Proteinas 5,21+0,44 A 532+0,03A 5,46 £ 0,78 A 6,67 £ 0,39 A
Umidade 70,01+ 0,41 A 71,92+ 0,20 A 69,77 £ 0,20 A 70,75+ 1,33 A
Extrato Seco 29,99 28,08 30,15 29,25

Lipideos 3,40+ 0,00 A 5,35+ 0,40 A 5,94+ 0,42 A 6,48+ 0,21 A
NaCl 1,20 + 0,03 B 1,70 £ 0,04 A 1,75+ 0,06 A 1,29+0,12B
RMF 2,01+ 0,55 A 2,91+0,75A 1048 £ 0,14 A 2,05+ 0,08 A
Fibra bruta 0,20 + 0,03 B 0,27 + 0,06 AB 0,36+ 0,01 A 0,27 + 0,03 AB
Carboidratos 17,97 12,55 14,76 12,45

RMF= Residuo mineral fixo

Fonte: Autoria propria (2019).

Média dos valores obtidos experimentalmente. Pelo teste de Tukey, médias com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05

Queijo acrescido de farinha de pinh&o cozido 10% (FPCZ 10), Queijo acrescido de farinha pinhdo cozido 20% (FPCZ 20), Queijo acrescido de pinh&o cozido 10% (PCZ
10), Queijo acrescido de farinha de pinhdo 20% (PCZ 20).

Tabela 19: Resultado da avaliacdo microbioldgica dos queijos acrescidos de pinhao cozido ou farinha de pinhao cozido.

Amostra Staphylococcus Salmonella spp. Coliformes Totais Escherichia coli Bolores e
Coagulase Positiva Leveduras
Média Média Média Média Média
FPCZ 10% <1,0 x 10%2 UFC/g Auséncia <1,0 x 103UFC/g Auséncia <1,0 x 10° UFC/mL
FPCZ 20% <1,0 x 10%2 UFC/g Auséncia <1,0 x 103UFC/g Auséncia <1,0 x 10° UFC/mL
PCZ 10% <1,0 x 10%2 UFC/g Auséncia <1,0 x 103UFC/g Auséncia <1,0 x 10° UFC/mL
PCZ 20% <1,0 x 102 UFC/g Auséncia <1,0 x 10°UFC/g Auséncia <1,0 x 10° UFC/mL

Fonte: Autoria prépria (2019). Queijo acrescido de farinha de pinhao cozido 10% (FPCZ 10), Queijo acrescido de farinha pinhdo cozido 20% (FPCZ 20), Queijo acrescido

de pinh&o cozido 10% (PCZ 10), Queijo acrescido de farinha de pinhdo 20% (PCZ 20).
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cremoso. Valores semelhantes foram encontrados por Ricardo et al. (2011) ao
avaliarem queijos artesanais vendidos na regido de Londrina (PR).

De acordo com Perry (2004), os queijos devem conter entre 0,5 - 2,0 % de
NaCl. Durante o procedimento de salga do queijo, parte da umidade é liberada
devido a diferenca na pressdo osmotica entre a salmoura e a massa, arrastando
consigo soroproteinas, acido lactico e minerais dissolvidos. Simultaneamente, ocorre
a absorcédo do cloreto de sadio (NaCl) pelo queijo. Para que este equilibrio funcione
bem € necessario que a concentracdo da salmoura, o pH e o teor de calcio estejam
dentro dos limites apropriados.

Considerando os resultados encontrados (Tabela 18), verifica-se que a
porcentagem de cloreto de sodio presente nas amostras de queijo acrescidas de
farinha de pinh&o cozido e pinhdo cozido estavam dentro do limite estabelecido por
Perry (2004), e em conformidade com os resultados encontrados por Hahn et al.
(2016) para amostras de queijo de uma agroindustria de laticinios do municipio de
Santo Angelo (RS).

Os valores encontrados para lipidios nas quatro formulacbes desenvolvidas
ficaram entre 3,40 £ 0,00 e 6,48 + 0,21 % valores bem abaixo dos descritos por
Vargas et al. (2012) que encontrou valores de 13,26 % de lipidios ao analisarem
queijos do tipo mussarela.

Os valores de lipidios encontrados para todos os queijos desenvolvidos com
adicdo de pinh&do cozido e farinha de pinhdo cozido, os classificam como queijos
desnatados, pois apresentam valores de gordura abaixo de 10,0% de acordo com a
Portaria N° 146 de 1996 do MAPA (BRASIL, 1996).

O resultado da analise para fibra alimentar apresentou valores baixos, mas
ainda acima do esperado para queijos, uma vez que nao se espera a presenca
deste composto em queijos. Porém as porcentagens encontradas sdo aceitaveis
pelo fato de os produtos desenvolvidos terem sido preparados com adicéo de pinh&o
cozido e sua farinha embora ndo haja um padrédo para esse tipo de produto. Os
valores encontrados para fibra (Tabela 18) nas 4 diferentes amostras de queijo
frescal cremoso acrescidos de pinhdo estdo abaixo dos valores descritos por
Nicoletti et al. (2016), que encontrou valores para fibra de 5,31% ao avaliar queijos
do tipo cottage.

A determinacdo de carboidratos foi realizada pela diferenca descontando de
100 o valor de umidade, proteinas, extrato seco, cloretos, cinzas e fibra. Os valores
encontrados estdo em desacordo com os resultados encontrados por Figueiredo et

al. (2011) que foi de 2,20 e 2,12% para analise de queijos do Marajé tipo creme e 0s
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valores descritos por Carara & Fontana (2015), 0,58 e 0,77% ao avaliaram queijos
do tipo gorgonzola. Os valores altos de carboidratos encontrados estao relacionados
a utilizacado de pinh&o cozido e sua respectiva farinha na fabricacdo dos queijos.

Para a avaliacdo da qualidade microbiologica dos queijos analisados neste
estudo, os resultados foram comparados com os padrBes microbiolégicos
determinados para queijos na RDC n° 12 (2001) conforme descrito na introducéo,
que estabelece como grupos de micro-organismos indicadores de qualidade os
coliformes a 45°C e os estafilococos produtores de coagulase. Sabe-se que esse
grupo de micro-organismos geralmente € contaminante ambiental e sua contagem
elevada indica deficiéncia na qualidade higiénico sanitaria do produto (Brantet et. al.,
2007).

Na Tabela 18 estdo descritos os resultados da avaliacdo microbiolégica dos
gueijos acrescidos de pinh&o cozido ou farinha de pinhdo cozido.

A contagem de coliformes a 35°C ndo é exigida pela legislacdo sanitaria
vigente, entretanto, como esses micro-organismos geralmente sdo contaminantes
ambientais, sua contagem elevada indica deficiéncia na qualidade higiénico-sanitaria
do produto. Das quatro amostras avaliadas todas apresentaram formacéo de bolhas
nos tubos na avaliacdo da presenca de Coliformes totais indicando deficiéncia na
qualidade higiénico sanitaria dos produtos. No entanto, quando foi realizada a
avaliacdo da presenca de coliformes a 45°C ndo houve crescimento nas quatro
amostras avaliadas, demonstrando que os produtos encontravam-se apropriados
para consumo. Valores bem divergentes dos descritos por Passos et al. (2009),
onde foram encontrados valores superiores a 500 UFC/g para E. coli e contagens
maiores que 10° UFC/g para coliformes a 35°C ao avaliarem queijos minas frescal
comercializados nas cidades de Arapongas e Londrina — PR.

A presenca de bolores e leveduras é um parametro de avaliagédo
microbiolégico que também ndo é exigido pela legislacdo sanitaria vigente para
gueijos. Sua andlise foi realizada para garantir uma melhor qualidade dos produtos.
Os resultados encontrados estavam satisfatorios ndo apresentando contaminacdes
significativas, estando abaixo do valor minimo preconizado na legislacdo para outros
alimentos cremosos como purés e doces em pasta, que é de no minimo <1,0 x 10*
UFC/g. Ja Nascimento e colaboradores (2018), observaram valores de bolores e
leveduras variando de 3,5x10? a 3,1x10° UFC/g. Esses numeros elevados sugerem
que os queijos analisados foram processados e/ou armazenados sob condicbes

higiénicas e sanitarias insatisfatérias, comprometendo a qualidade e a vida de
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prateleira do produto, uma vez que bolores e leveduras sdo potenciais
deterioradores de alimentos, principalmente de produtos laticos.

Para os padrdes microbiologicos de Staphylococcus coagulase positiva
utilizou-se o limite determinado pela legislacdo. Das amostras avaliadas todas
estavam dentro dos padrées microbiologicos determinados pela legislagdo vigente
(BRASIL, 2001), para queijos cremosos e de alta umidade. Estudo realizado por
Amorim et al. (2014), demonstraram 57,14 % das amostras de queijos industriais,
100 % das informais e 100 % das artesanais estavam em desacordo quanto as
contagens de Staphylococcus coagulase positiva, quando avaliaram a qualidade
microbioldgica destes diferentes tipos de queijos Minas padréo de producao.

Nenhuma das amostras apresentou contaminagcdo por Salmonella spp. em
25g em todas as amostras de queijo avaliadas. Mesmos resultados encontrados por
Apolinario et al. (2014), ao avaliarem a qualidade microbiolégica do queijo minas
frescal produzido por laticinios do estado de Minas Gerais.

A analise sensorial ocorreu por teste de ordenacdo de preferéncia, com
participacdo de 35 julgadores nédo treinados, sendo os resultados apresentados na
tabela 20. A ordenacdo foi feita atribuindo o n® 1 para a amostra de maior
preferéncia, 2 para a segunda de maior preferéncia, e assim sucessivamente. Apos
se realizou a soma das ordens para cada amostra, obtendo-se a média geral de
cada formulacéo.

Na impressédo global, as formulagcbes de queijos apresentaram escores
médios na casa dos 2, situando-se como um produto com boa preferéncia e
aceitacdo. A formulacdo de queijo com adicdo de farinha de pinhdo cozido 20%
apresentou o melhor resultado com média de 2,60 %, no entanto ao se avaliar a
média geral de todos os queijos, é possivel verificar que nao existe diferenca
estatistica significante entre as quatro diferentes formulacbes, o que ficou
comprovado pela analise de variancia que demonstrou que nao existe diferenca
significativa a 5% de significancia (p> 0,05) no teste de Tukey.

Todas as amostras avaliadas haviam sido congeladas antes da realizacao da
andalise sensorial. Pode-se observar pelos resultados das médias obtidas que néo
houve diferenca significativa entre os quatro queijos avaliados, pois a preferéncia
dos provadores foi praticamente equitativa para todas as amostras avaliadas (Tabela
20).
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Tabela 20: Média das notas da analise sensorial dos queijos.

Médias Produto equivalente

2,57 A Queijo com adi¢éo de pinh&o cozido 20%

2,48 A Queijo com adicdo de farinha de pinhao cozido 10%
2,60 A Queijo com adicdo de farinha pinh&o cozido 20%
2,11 A Queijo com adi¢éo de pinh&o cozido 10%

Fonte: Autoria prépria (2019).
Média dos valores obtidos experimentalmente. Pela ANOVA (p>0,05) ndo apresentaram diferenca
significativa.

Ap0s a avaliacdo dos resultados da analise sensorial com as quatro diferentes
formulacbes de queijo, foi realizada uma analise pareada de preferéncia, com a
amostra de queijo 4 desenvolvido com 10% de pinhdo cozido, para verificar a
aceitacdo entre amostras congeladas e amostras resfriadas.

Nesta segunda avaliagdo foram recrutados 50 provadores nao treinados, de
ambos os sexos com idades entre 18 e 60 anos, entre alunos, professores e demais
funcionéarios da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Campus
de Cascavel, PR. As amostras do queijo com adicdo de 10% de pinh&o foram
codificadas com numeros aleatérios de trés digitos e apresentadas aos julgadores
que deveriam apontar qual das duas |hes agradava mais em relacdo ao sabor e
textura. Foi utilizado para a realizacdo deste teste o queijo fabricado com 10% de
pinh&@o por ter sido o ultimo a ser produzido, desta forma foi possivel trabalhar com
amostras apenas resfriadas e amostras congeladas, verificando assim a existéncia
de diferenca no sabor, aroma e consisténcia do produto quando armazenada por
estes dois diferentes processos de conservacao. O queijo foi servido na quantidade
de aproximadamente 5 g de cada amostra. Os resultados estdo expressos na
Tabela 21.

Tabela 21: Porcentagem de preferéncia da andlise sensorial de queijo acrescido
com 10% de pinh&o cozido.

Amostras | Médias Produto equivalente
673 64% | Queijo acrescido com pinh&ao cozido 10% congelado
028 32% | Queijo acrescido com pinhao cozido 10% refrigerado

Fonte: Autoria propria (2019).

O resultado demonstrou que 64% dos provadores preferiram o produto
congelado para consumo. Utilizando o teste de afetividade preferencial pareado, foi

possivel verificar que houve influéncia do congelamento no sabor e textura do
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gueijo, sendo que este foi 0 mais preferido pela maioria dos consumidores. Sendo
neste caso favoravel a producdo em larga escala de um queijo frescal cremoso
acrescido de pinhdo cozido. Um produto novo com caracteristica de inovador por
conter em sua composicdo a adicdo de pinhdo cozido, além de sabor, coloragéo e

texturas proprios.

Conclusao

A avaliacao dos queijos demonstrou que no geral todas as amostras atendem
aos critérios estabelecidos pela legislacdo para a fabricagdo de queijos tipo minas
frescal. Em alguns aspectos, as exigéncias da lei ficaram fora do preconizado, como
proteinas e carboidratos, fato que pode ter ocorrido devido ao processo de
fabricacdo utilizado e ao acréscimo de pinhdo na fabricagdo dos queijos. Vale
ressaltar que nao existem em literatura oficial ou legislacdo padrbes para
comparagao.

No quesito microbiolégico os quatro queijos produzidos estavam em
consonancia com o que se espera para este tipo de produto. Mesmo que as quatro
diferentes formulacdes tenham apresentado uma quantidade alta de umidade, todos
0S parametros microbiolégicos avaliados estavam dentro do especificado em
legislacao.

A avaliacdo sensorial demonstrou que os queijos produzidos com adi¢do de
pinh&o cozido ou farinha de pinhdo cozido em sua composi¢cdo apresentaram boa
aceitacéo pelos consumidores, sendo fortes candidatos a um produto inovador para
ser produzido e comercializado em grande escala. Além disso, o desenvolvimento
deste produto abre caminho para o estudo e producéo de outros trabalhos nos quais
se avaliaria outros produtos lacteos como queijos maturados, fundidos como

requeijao e inUmeras outras possibilidades.
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Capitulo 4. Artigo: Desenvolvimento de Extratos da Casca do Pinhéo

(Araucaria anqustifolia) e Avaliacdo da sua Atividade Antimicrobiana

Resumo — O uso de plantas medicinais e da fitoterapia tradicional tem sido uma
alternativa bastante utilizada e reconhecida para tratamento de diversas
enfermidades, tendo como foco as comunidades rurais e populagcbes carentes. Esta
pratica tem ganhado cada vez mais espaco, além disso, existem inUmeras plantas
gue ainda ndo possuem sua acao farmacoldgica estudada. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de casca de pinh&do (semente da
Araucaria angustifolia) na forma in natura e que passaram por processo de
cozimento, sendo dois extratos hidroalcoolicos e dois extratos aquosos. Apoés
obtencdo dos extratos estes foram liofiizados para maior padronizacdo e
estabilidade no armazenamento. A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada
por teste de halo de inibicdo contra as espécies de bactérias patégenas Gram-
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923) e bactérias Gram-negativas (E.coli
ATCC 25922) e fungo (Candida parapsilosis isolado de uma Urocultura no Hospital
Universitario do Oeste do Parana). Os quatro extratos foram testados na
concentracdo de 10% e somente 0S extratos aquosos apresentaram atividade
inibitéria intermediaria para Staphylococcus aureus ATCC 25923, porém nao
apresentaram efeito sobre Escherichia coli e Candida parapsilosis. Novos estudos
devem ser realizados buscando maximizar a eficacia destes extratos, avaliando

maiores concentracdes e, posteriormente, aplica-los em testes in vivo.

Palavras-chave: Aplicacao, biodiversidade, inibicdo, micro-organismos.

1. Introducéo

A pratica da fitoterapia como alternativa na medicina popular foi bastante
utilizada e valorizada principalmente nas comunidades rurais e populacdes carentes,
resultado da experiéncia acumulada durante séculos pelo uso e cultivo dessas
plantas medicinais (Alves et al., 2015). Entre as diversas tecnologias desenvolvidas,
0 uso de produtos fitoterapicos € que se encontra em fase mais avancada de
pesquisa e demonstrando resultados promissores (Sprenger et al., 2015).

7

O uso de plantas medicinais na forma de tinturas € um dos meios mais

difundidos de utilizagcdo. De acordo com Brasil (2011), tintura € a preparacao

alcoolica ou hidroalcodlica resultante da extracdo de drogas vegetais ou animais ou
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da diluicdo dos respectivos extratos. E classificada em simples e composta,
conforme preparada com uma ou mais matérias-primas. A menos que indicado de
maneira diferente na monografia individual, 10 mL de tintura simples correspondem
a 1 g de droga seca.

Os extratos aquosos sdo mais raramente utilizados, pois usam apenas a agua
como liquido extrator, ocorrendo sempre sob temperatura elevada e em constante
agitacao durante o processo de extracdo (Fonseca, 2005).

Apesar da importancia, essa pratica vem sendo ameacada por diversos
fatores como a facilidade de acesso a medicina moderna e a saida das pessoas de
seus ambientes naturais para regides urbanas, levando-se assim a perda do
conhecimento popular herdado e transferido ha varias geracdes (Alves et al., 2015).

Popularmente, diversas partes de Araucaria angustifolia como as folhas, o no-
de-pinho e a casca do caule tém sido utilizadas na medicina popular como
antisséptico e para o tratamento de diversas doencas, como infec¢Bes respiratorias,
reumatismo, controle da pirose e no tratamento da anemia (Souza, 2013).

Estas atividades farmacoldgicas, que sao atribuidas a diferentes partes da
Araucaria, estdo relacionadas a diversos compostos fitoquimicos presentes na
planta. Na semente, compostos fendlicos podem migrar do revestimento interno para
a polpa durante o processo de aquecimento e, portanto, quantidades significativas
de catequina e guercetina podem ser encontradas na semente cozida (Cordenunsi
et al. 2004; Koehnlein et al., 2012). Estudos demonstram que as bracteas (sementes
estéreis) contém niveis elevados de compostos quimicos, como 3-
glucosidedihidroquercetina, Amentoflavone 4', 4", 7,7"-tetrametil, Apigenina,
Catequina, Epicatequina, Eter, Quercetina e Rutina, com importantes acdes
farmacoldgicas (Branco et al., 2016). A casca da arvore apresenta alta concentracéo
de flavondides e atividade antioxidante. Além disso, as folhas dessa arvore contém
proantocianidinas e biflavonéides e apresentaram atividade anti-herpes (Sousa,
2013). Os flavondides mais comuns encontrados na Araucéria sdo catequina e
epicatequina que sao flavan-3-ols (derivados de flavanos que usam a estrutura 2-
fenil-3,4-diidro-2H-cromen-3-ol), a subclasse mais complexa de flavondides.

A casca do pinhdo cozido ou cru é geralmente descartada no ambiente.
Estima-se que aproximadamente 10 toneladas de cascas de pinh&do sé&o descartadas
anualmente. Como estas casas levam muito tempo para se decompor, varias
investigacdes procuram por possiveis utilizacdes (Freitas et al., 2018; Peralta et al.,
2016).
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Alguns estudos argumentam que a casca do pinh&o pode ser uma ferramenta
poderosa e barata para remover metais pesados e corantes no tratamento de
efluentes de curtume e metallrgicos industriais. (Peralta et al., 2016).

Para se obter um produto com maior estabilidade, os extratos passam por um
processo de liofilizacdo que, de acordo com Chaicouski et al. (2014), consiste em
um processo de desidratacdo caracterizado pela separacédo por sublimacéo, onde a
agua é retirada na forma de vapor a baixa temperatura do material previamente
congelado, passando de solido direto para vapor, sendo que a posterior reidratacdo
dos produtos € quase perfeita. Este processo preserva melhor a qualidade do
produto aumentando a estabilidade do mesmo durante a estocagem, além de o
material poder ser armazenado e transportado a temperatura ambiente (Fonseca,
2005).

Com a eliminacdo da agua, algumas enzimas sao paralisadas e as reacdes
quimicas ocorrem em baixa velocidade, sendo um bom resultado para a estabilidade
do material obtido. Uma questdo importante é a maneira como embalar o produto,
gue deve ser sem umidade, em alguns casos utiliza-se atmosfera modificada, para
gue o produto possa ser armazenado sem perder suas propriedades, podendo ser
reconstituido a qualquer momento (Chaicouski, 2014). Levando em consideracao
gue um grande volume de cascas € produzido e descartado como residuo, quando
do consumo deste alimento, o presente trabalho se propde ao desenvolvimento de
extratos hidroalcoodlicos e aquoso a partir da casca do pinhao (fruto), para avaliacao
da atividade antimicrobiana destes extratos sob diferentes micro-organismos.

2. Metodologia

Foram utilizadas cascas de pinhdo que passaram pelo processo de cozimento
e cascas de pinhdo que ndo passaram por este procedimento. As cascas foram
secas em estufa de conveccado simples com calor controlado entre 55 + 5°C por um
periodo de 24 horas, sendo posteriormente trituradas em liquidificador doméstico
para obtencdo de matéria-prima com menor diametro, facilitando assim o processo
de extracdo dos principios ativos presentes. Ap0s a trituracdo, as cascas foram
acondicionadas em embalagens plasticas até o0 momento de sua utilizagdo para

evitar a umidificacdo da mesma.

2.1. Preparo da solugéo hidroalcodlica 70%
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Primeiramente foi preparada uma solug¢édo hidroalcodlica a partir da mistura
de agua deionizada e alcool de cereais e padronizada para 70°GL (tolerancia de
68% v/v a 72% v/v), com auxilio de alcodmetro, termémetro e a Tabua da Forca Real
dos Liquidos Espirituosos (Anexo 4) (BRASIL, 2012; Laboratoério... 2017).

2.2. Preparo dos extratos

As tinturas foram preparadas numa concentracdao de 20%, ou seja, 20 g da
matéria-prima vegetal rendem 100 ml de tintura e assim sucessivamente. Os
extratos hidroalcoolicos foram preparados pelo método de maceracdo, em ambiente
fechado, preferencialmente ambar, em temperatura ambiente (média de 18°C), sem
remocao do liquido extrator e sob agitacdo ocasional por um periodo de, no minimo,
sete dias, conforme orientacdo do Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia
Brasileira 1° edi¢cao (BRASIL, 2011).

ApoOs a pesagem, a matéria-prima vegetal foi umedecida com uma pequena
guantidade de solucdo hidroalcodlica de forma homogénea, sem a formacéo de
aglomerados, e deixada em repouso por 30 minutos. Em seguida, acondicionou-se a
matéria-prima vegetal umedecida em recipiente, onde foi realizado o processo de
extracdo, adicionando-se a quantidade de solvente especifica para a quantidade da
matéria-prima utilizada. Foram preparados dois diferentes extratos: um com casca
de pinhdo que passou por processo de cozimento e outro com casca de pinhao in
natura.

O processo de maceracao durou 7 dias, de acordo com o recomendado pelo
método da Farmacopéia Brasileira (1988), ocorrendo agitacdo manual do recipiente
contendo a mistura por, pelo menos, duas vezes ao dia. Decorrido este periodo, o
extrato obtido foi filtrado, encontrando-se pronto para uso ou analise, obtendo-se
assim o extrato hidroalcodlico de casca de semente de pinhdo (um com casca de
pinh&o cozido e outro com casca de pinhao in natura). Antes da liofilizagdo o etanol
foi removido com auxilio de evaporador rotativo até 1/3 do volume original no
laboratério de Farmacognosia da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE, Cascavel, PR, sendo na sequéncia levado para congelamento e
posteriormente liofilizacdo, obtendo-se assim um extrato seco liofilizado de casca de
semente de pinh&o.

O extrato aquoso foi preparado também em concentracdo de 20%,
misturando-se a quantidade material vegetal em agua destilada e mantido por um

periodo de 60 minutos em agitacdo a uma temperatura de 70°C. Para completa
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incorporacdo da matéria-prima, é importante nesta fase do processo ndo deixar a
mistura de planta e agua ferver, para que a extracdo saia mais homogénea e néo
ocorra degradacdo dos principios ativos. A mistura obtida foi entdo filtrada em
algodao para obtencdo da primeira fragdo do extrato e residuo. O residuo recebeu o
mesmo tratamento anterior, obtendo-se assim a segunda fracao do extrato. As duas
fracOes do extrato foram entdo misturadas e levadas para congelamento, sendo na
sequéncia liofilizados, obtendo-se assim um extrato seco liofilizado de casca da

semente do pinh&o.

2.3. Microorganismos Testados

O experimento foi realizado no laboratério de Microbiologia Clinica do Hospital
Universitario da UNIOESTE - HUOP, campus Cascavel, PR. Foram utilizadas as
cepas de bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus ATCC25923, bactérias
Gram-negativas, Escherichia coli ATCC25922 e fungo Candida parapsilosis isolado

de uma Urocultura, adquiridos na institui¢ao.

2.4. Preparo dos in6culos

Para o preparo das cepas padrao, foram seguidas as metodologias descritas
por cada fabricante e seguindo as recomendacdes no manual da ANVISA - Controle
Interno da Qualidade para Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos (2006).

Para a padronizacdo da técnica e dimensionamento do inéculo, quatro
colénias com a mesma morfologia de cada cepa bacteriana foram misturadas em 4
mL de agua para injetaveis (q.s.p 1 mL; pH 6 + 1) e comparadas ao tubo 0,5 da
escala de McFarland (1,5 x108 UFC/ml).

2.5. Ensaios de Antibiose

O screening foi realizado em placa com meio Muller Hilton Agar solidificado,
contendo orificios de 5 mm de diametro, no qual se realizou a semeadura em
superficie dos in6culos através de swab (Figura 17). Apés a semeadura dos micro-
organismos, foram adicionados em cada orificio 100ul dos extratos na concentracao
de 10% diluidos em agua estéril e incubados a 35 — 37° C por 24 horas. Foi mantida
uma distancia meédia de 40 mm entre os orificios para evitar interferéncias entre os

possiveis halos de inibicdo. Em um dos orificios foram colocados 100 ul de agua
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estéril para verificar possivel efeito inibidor ou interferente do solvente utilizado para
o preparo da diluicdo frente aos micro-organismos testados. Em seguida, as placas
foram fechadas sendo as mesmas incubadas sem inverséo. Apos 24h de incubacéo,
foi realizada a leitura dos resultados, nos quais se observou o didametro dos halos de
inibicdo formados por cada extrato (Machado, 2006; Farmacopéia Brasileira, 1988).

Os ensaios foram realizados em duplicata.

Figura 17: Imagem A: Semeadura dos micro-organismos nas placas. Imagem B:
Placa com meio Muller Hilton Agar solidificado, contendo orificios de 5 mm de
diametro.

Fonte: Autoria propria (2019).

Para a interpretagcdo dos dados foram seguidas as recomendacgdes do
National Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS), onde os halos de
inibicdo formados foram comparados com a tabela de referéncia, sendo os micro-
organismos classificados como resistente (zona de inibigdo inferior a 15 mm),
intermediario (de 15 — 29 mm) e sensivel (de 30 — 35 mm) a determinado agente
(NCCLS, 2000). O halo de inibicdo foi considerado como a area sem crescimento
detectavel a olho nu.

3. Resultados e discussao
Os resultados das médias dos halos de inibicdo (mm) do potencial
antimicrobiano dos extratos hidroalcodlicos e aquosos da casca da semente da

Araucaria angustifolia contra Candida parapsilosis, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli estdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 22: Atividade antimicrobiana dos extratos de casca de pinh&o.

Extratos S. aureus E.coli C.parapsilosis
EACPC 17'cm Sl SI
EACPCZ 17'cm Sl SI
EHCPC 14Rcm SI SI
EHCPCZ 13Rcm SI SI

Fonte: Autoria prépria (2019).

EACPC = Extrato Aquoso de Casca de Pinh&o Cru; EACPCZ = Extrato Aquoso de Casca de Pinh&o
Cozido; EHCPC = Extrato Hidroalcodlico da Casca do Pinh&o Cru; EHCPCZ = Extrato Hidroalcodlico
de Casca de Pinh&o Cozido.

RResistente = halo de inibicao inferior a 15 mm; 'Intermediario = halo de inibicdo de 15 a 29mm;
SSensivel = halo de inibicdo de 30 a 35 mm. Os espacos em branco (-) indicam auséncia de halo de
inibicdo. Sl-Auséncia de halo de inibicao.

A partir da analise dos dados obtidos, levando-se em conta as médias dos
halos de inibicdo, verificou-se que apenas 0s extratos aquosos apresentaram efeito
contra a bactéria Sthaphylococcus aureus (Figura 18) e auséncia de efeito contra os
demais micro-organismos testados. No entanto, o efeito inibitorio ficou classificado
como intermediario apenas para o0s extratos aquosos, demonstrando assim que este
meétodo de extracdo apresenta melhor eficacia frente a matéria-prima utilizada e que
o0 tratamento térmico nao interfere na atividade antimicrobiana.

J& os extratos hidroalcodlicos ndo apresentaram nenhum efeito satisfatério
diante dos micro-organismos testados. Da mesma forma, Lauer et al. (2018) nao
detectaram efeito inibitério do crescimento de fungos do género Candida albicans
frente a extratos vegetais de Equisetum hyemale L., Leonurus sibiricus L. e Morus
nigra, assim como Klein e colaboradores (2015), que ndo encontraram acgao
antifangica do extrato aquoso da casca do pinhdo frente a diferentes fungos
avaliados, situacdo que foi relacionada ao fato de alguns fungos como o Aspergillus
Niger e Penicillium spp. podem crescer na presenca de taninos e seus monomeros
e dimeros, tendo a utilizacdo destes compostos como uma fonte de carbono

(Scalbert, 1991).
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Figura 18: Placas apresentando halos de inibicdo frente a bactéria Sthaphylococcus
aureus.

Fonte: Autoria prépria (2019).

O extrato aquoso ndo apresentou capacidade de inibir o crescimento da
bactéria Gram-negativa estudada (E. coli), mesmo resultado encontrado por Kleinet
al. (2015). Estes resultados séo divergentes ao encontrado por Lima et al. (2014), ao
avaliarem resinas brutas da casca da Araucaria, onde estas apresentaram efeito
antimicrobiano a diversas bactérias Gram-negativas.

O ensaio de atividade antibacteriana mostrou que 100% (4/4) dos extratos
apresentaram algum efeito inibitério contra a bactéria Gram-positiva testada. No
entanto, os valores ficaram classificados entre acdo intermediaria e resistente,
valores que ndo sao fortes o suficiente para ter uma acao antibacteriana de uso
medicinal, mas vale ressaltar que foi utilizada uma concentracdo de 10%, podendo
ser realizados novos estudos com maiores concentragfes e, consequentemente,
melhores resultados.

Os extratos aquosos apresentaram um melhor resultado em comparagao aos
extratos hidroalcodlicos. Este melhor resultado pode estar relacionado ao fato de
ocorrer uma melhor extracdo de compostos fitoquimicos pela agua, como € o caso
dos fendis, flavondides e taninos. Mesmo no extrato produzido com casca de pinhao
gue passou por processo de cozimento, o resultado foi melhor (halo de inibicdo de
17 cm) do que o obtido com os extratos extraidos com solucdo hidroalcodlica.

Como a casca do pinh&o é rica em taninos, e estes sdo compostos fendlicos
que apresentam solubilidade em agua e acdo bacteriana (Sonaglio, 2000), os
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resultados obtidos com os extratos aquosos produzidos a partir desta matéria-prima
apresentaram um melhor resultado em comparacédo com os extratos hidroalcodlicos,
pela maior extracdo de principios ativos pela agua.

Os resultados do presente estudo indicam que a atividade antibacteriana
observada pelas espécies avaliadas pode estar relacionada com classes de
substancias ativas, responsaveis pelo metabolismo secundario dos vegetais como
lecitinas, proantocianidinas e taninos condensados (Franceschini Filho, 2004;
Martins et al., 2000), e sugere-se que 0 estudo dos extratos possa ser considerado
mais propicio se estas forem submetidas a estudos fitoquimicos para isolamento,
identificacdo de composto(s) ativo(s) presentes e determinacdo da concentracao

inibitéria minima.

4. Conclusao

A producdo de extratos aquosos, obtidos de cascas de pinhdo que passaram
pelo processo de cozimento e que ndo passaram por este processo se mostrou de
facil realizacdo, obtendo-se um extrato com caracteristicas proprias e de facil
execucao, e com isso resolvendo a questdo da nao utilizacdo deste residuo. Além
disso, levando-se em consideracdo os resultados obtidos, ficou evidente que os
extratos avaliados pela presente metodologia demonstram ser candidatos a
descoberta de um novo medicamento com propriedade antimicrobiana, contra
bactérias do género Staphylococcus aureus e possivelmente outros géneros de
micro-organismos. Novos estudos devem ser realizados buscando maximizar a
eficacia destes extratos, avaliando diferentes concentracbes e, posteriormente,

aplica-los em testes in vivo.
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Anexo 01

Teste de escala hedbnica

Nome: Data:

Instrucdes

Deguste cuidadosamente cada uma das amostras e utilize a escala abaixo para expressar o
quanto vocé gostou ou desgostou do produto.
1- Desgostei muitissimo;

2- Desgostei muito;

3- Desgostei regularmente;

4- Desgostei ligeiramente;

5- Indiferente;

6- Gostei ligeiramente;

7 - Gostei regularmente;

8- Gostei muito;

9- Gostei muitissimo;

Cédigo da amostra Valor atribuido

Sugestdes:

Figura 22: Ficha de avaliacdo sensorial de aceitacdo de produto.
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Anexo 02

Teste de Atribuicdo de Preferéncia

Nome: Data:

Instrucdes

Vocé esta recebendo amostras de queijo de pinhdo. Por favor, prove as amostras fornecidas da
esquerda para a direita.

Atribua o0 n° 1 para a mostra de maior preferéncia, 2 para a segunda de maior preferéncia, e
assim sucessivamente.

Entre as amostras enxague a boca com agua e espere 30 segundos.

Cdédigo da amostra Ordem de preferéncia

Comentarios:

Figura 23: Ficha de avaliagcédo sensorial de queijos acrescidos de pinhao e de farinha
de pinhao.

Anexo 03

Teste de Comparacéo Pareada

Nome: Data.:

Produto: Queijos com adic&o de pinhao
Por favor, avalie as amostras da esquerda para a direita, coloque os codigos e assinale a amostra
de sua preferéncia.
Amostra Assinale a amostra preferida
()
()

Comentarios:

Figura 24: Ficha para avaliacdo por comparacao pareada de amostras de queijos
cremosos acrescidos de pinhao.
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Anexo 04

TABUA DA FORCA REAL DOS LIQUIDOS ESPIRITUOSOS
INDICACAO DO ALCOOMETRO (forca aparente)

Temp. 56¢ 57c 58c 59¢c 60c 61c 62c 63c 64c 65¢ 66¢ 67c 68c 69c 70c
°C

30° 50,6 51,6 52,6 53,6 54,7 55,7 56,7 57,8 58,8 59,9 60,9 61,9 63,0 64,0 65,0

29° 51,0 52,0 53,0 54,0 55,0 56,0 57,1 58,1 59,2 60,2 61,2 62,3 63,3 64,3 65,4

28° 513 52,3 53,3 54,4 55,4 56,4 57,5 58,5 59,5 60,6 61,6 62,6 63,7 64,7 65,7

27° 51,7 52,7 53,7 54,8 55,8 56,8 57,8 58,9 59,9 60,9 61,9 63,0 64,0 65,0 66,0

26° 52,0 53,0 54,0 551 56,1 57,1 58,1 59,2 60,2 61,3 62,3 63,3 64,3 65,3 66,4

25° 52,4 53,4 54,4 55,5 56,5 57,5 58,5 59,5 60,6 61,6 62,6 63,7 64,7 65,7 66,7

24° 52,8 53,8 54,8 55,8 56,8 57,8 58,9 59,9 61,0 62,0 63,0 64,0 65,0 66,0 67,1

23° 53,1 54,1 551 56,1 57,1 58,1 59,2 60,2 61,3 62,3 63,3 64,3 65,4 66,4 67,4

22° 53,5 54,5 55,5 56,5 57,5 58,5 59,5 60,6 61,6 62,7 63,7 64,7 65,7 66,7 67,8

21° 53,9 54,9 55,9 56,9 57,9 58,9 59,9 61,0 62,0 63,0 64,0 65,0 66,0 67,0 68,1

20° 54,2 55,2 56,2 57,2 58,2 59,2 60,3 61,3 62,3 63,3 64,3 65,4 66,4 67,4 68,4

19° 54,6 55,6 56,6 57,6 58,6 59,6 60,6 61,6 62,7 63,7 64,7 65,7 66,7 67,7 68,7

18° 54,9 55,9 56,9 57,9 58,9 59,9 61,0 62,0 63,0 64,0 65,0 66,0 67,0 68,0 69,0

17° 55,3 56,3 57,3 58,3 59,3 60,3 61,3 62,2 63,3 64,3 65,3 66,3 67,3 68,3 69,3

16° 55,6 56,6 57,6 58,6 59,6 60,6 61,7 62,7 63,7 64,7 65,7 66,7 67,7 68,7 69,7

15° 56,0 57,0 58,0 59,0 60,0 61,0 62,0 63,0 64,0 65,0 66,0 67,0 68,0 69,0 70,0

14° 56,3 57,3 58,3 59,3 60,3 61,3 62,3 63,3 64,3 65,3 66,3 67,3 68,3 69,3 70,3

13° 56,7 57,7 58,7 59,7 60,7 61,7 62,7 63,7 64,7 65,7 66,7 67,7 68,7 69,6 70,6

12° 57,0 58,0 59,0 60,0 61,0 62,0 63,0 64,0 65,0 66,0 67,0 68,0 69,0 70,0 71,0

11° 57,4 58,4 59,4 60,4 61,4 62,4 63,4 64,4 654 66,4 67,3 68,3 69,3 70,3 71,3

10° 57,8 58,8 59,7 60,7 61,7 62,7 63,7 64,7 65,7 66,7 67,6 68,6 69,6 70,6 71,6

71c 72¢c 73c T4c 75¢ 76¢ T7c 78c 79c 80c 8lc 82¢c 83c 84c 85¢c

30° 66,1 67,1 68,2 69,2 70,3 71,3 72,3 73,3 74,4 75,4 76,4 77,5 78,6 79,6 80,6

29° 66,4 67,4 68,5 69,5 70,6 71,6 72,6 73,7 74,7 75,7 76,7 77,8 78,9 79,9 80,9

28° 66,8 67,8 68,8 69,9 70,9 71,9 73,0 74,0 75,0 76,0 77,1 78,1 79,2 80,2 81,2

27° 67,1 68,1 69,2 70,2 71,2 72,2 73,3 74,3 75,3 76,3 774 78,4 79,5 80,5 81,5

26° 67,4 68,4 69,5 70,5 71,5 72,5 73,6 74,6 75,6 76,7 71,7 78,7 79,8 80,8 81,8

25° 67,8 68,8 69,8 70,8 71,8 72,8 73,9 74,9 76,0 77,0 78,0 79,0 80,1 81,1 82,1

24° 68,1 69,1 70,1 71,2 72,2 73,2 74,2 75,5 76,6 77,6 78,6 79,6 80,7 81,7 82,7

23° 68,4 69,4 70,5 71,5 72,5 73,5 74,5 75,2 76,3 77,3 78,3 79,3 80,4 81,4 82,4

22° 68,8 69,8 70,8 71,8 72,8 73,8 74,8 75,9 76,9 77,9 78,9 79,9 81,0 82,0 83,0

21° 69,1 70,1 711 72,1 731 74,1 75,2 76,2 77,2 78,2 79,2 80,2 81,3 82,3 83,3

20° 69,4 70,4 71,4 72,4 73,4 74,4 75,5 76,5 775 78,5 79,5 80,5 81,6 82,6 83,6

19° 69,7 70,7 71,7 72,7 73,7 74,7 75,8 76,8 77,8 78,8 79,8 80,8 81,9 82,9 83,9

18° 70,0 71,0 72,0 73,0 74,0 75,1 76,1 77,1 78,1 79,1 80,1 81,1 82,1 83,1 84,1

17° 70,3 71,3 72,3 73,3 74,3 75,4 76,4 77,4 78,4 79,4 80,4 81,4 82,4 83,4 84,4

16° 70,7 71,7 72,7 73,7 74,7 75,7 76,7 7 78,7 79,7 80,7 81,7 82,7 83,7 84,7

15° 71,0 72,0 73,0 74,0 75,0 76,0 77,0 78,0 79,0 80,0 81,0 82,0 83,0 84,0 85,0

14° 71,3 72,3 73,3 74,3 75,3 76,3 77,3 78,3 79,3 80,3 81,3 82,3 83,3 84,3 85,3

13° 71,6 72,6 73,6 74,6 75,6 76,6 77,6 78,6 79,6 80,6 81,6 82,6 83,6 84,6 85,5

12° 72,0 72,9 73,9 74,9 75,9 76,9 77,9 78,9 79,9 80,9 81,9 82,9 83,9 84,8 85,8

11° 72,3 73,2 74,2 75,2 76,2 77,2 78,2 79,2 80,2 81,2 82,2 83,1 84,1 851 86,1

10° 72,6 73,5 74,5 75,5 76,5 77,5 78,5 79,5 80,5 81,5 82,4 83,4 84,4 85,4 86,4

86¢C 87¢c 88c 89c 90c 91c 92c 93c 94c 95¢ 96¢ 97¢c 98c 99¢ 100c

30° 81,7 82,7 83,8 84,9 86,0 87,1 88,2 89,3 90,4 91,5 92,7 93,8 95 96,1 97,7

29° 82,0 83,0 84,1 85,1 86,2 87,3 88,4 89,5 90,6 91,7 92,9 94,1 95,2 96,3 97,5

28° 82,3 83,3 84,4 85,4 86,5 87,6 88,7 89,8 90,9 92,0 93,2 94,3 95,4 96,5 97,7

27° 82,6 83,6 84,7 85,7 86,7 87,9 89,0 90,1 91,1 92,2 93,4 94,5 95,6 96,7 97,9

26° 82,9 83,9 84,9 86,0 87,1 88,2 89,2 90,3 91,4 92,5 93,6 94,7 95,8 96,9 98,1

25° 83,2 84,3 85,2 86,3 87,4 88,4 89,5 90,6 91,6 92,7 93,8 94,9 96,0 97,1 98,2

24° 83,5 84,5 85,5 86,5 87,6 88,7 89,7 90,8 91,9 93,0 94,1 95,2 96,2 97,3 98,4

23° 83,8 84,8 85,8 86,8 87,9 89,0 90,0 911 92,1 93,2 94,3 95,4 96,5 97,5 98,6

22° 84,0 85,0 86,1 87,1 88,2 89,2 90,2 91,3 92,4 93,4 94,5 95,6 96,7 97,7 98,8

21° 84,3 85,3 86,4 87,4 88,4 89,5 90,5 91,6 92,6 93,7 94,7 95,8 96,9 97,9 99,0

20° 84,6 85,6 86,6 87,7 88,7 89,7 90,8 91,8 92,9 93,9 95,0 96,0 97,1 98,1 99,1

19° 84,9 85,9 86,9 87,9 88,9 90,0 91,1 92,1 93,1 94,1 95,2 96,2 97,3 98,3 99,3

18° 85,2 86,2 87,2 88,2 89,2 90,2 91,3 92,3 93,3 94,3 95,4 96,4 97,4 98,5 99,5

17° 85,4 86,4 87,4 88,4 89,5 90,5 91,5 92,6 93,6 94,6 95,6 96,6 97,6 98,7 99,7

16° 85,7 86,7 87,7 88,7 89,7 90,8 91,8 92,8 93,8 94,8 95,8 96,7 97,8 98,8 99,8

15° 86,0 87,0 88,0 89,0 90,0 91,0 92,0 93,0 94,0 95,0 96,0 97,0 98,0 99,0 100

14° 86,3 87,3 88,2 89,2 90,2 91,2 92,2 93,2 94,2 95,2 96,2 97,2 98,2 99,2

13° 86,5 87,5 88,5 89,5 90,5 91,5 92,5 93,5 94,4 95,4 96,4 97,4 98,4 99,3

12° 86,8 87,8 88,7 89,7 90,7 91,7 92,7 93,7 94,7 95,6 96,6 97,6 98,5 99,5

11° 87,1 88,0 89,0 90,0 91,0 92,0 92,9 93,9 94,9 95,8 96,8 97,8 98,7 99,7

10° 87,4 88,3 89,3 90,2 91,2 92,2 93,2 94,2 95,1 95,0 97,0 98,0 98,9 99,9

Fonte: L.C.Q.Pg. Laboratorio de Controle de Qualidade e Pesquisa. Prado Velho - Curitiba —
Paran4,2017.
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