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Introducgao

Os compostos fendlicos séo fitoquimicos de ex-
trema importancia para os organismos vegetais, uma
vez que sao constituintes da parede celular das plan-
tas e responsaveis ndo apenas por caracteristicas
de textura, coloragéo, aroma e sabor, como também
pelo crescimento e protegdo contra mudancas am-
bientais, ataques externos e doengas (Dehghanian
et al., 2022). O potencial bioativo desses compostos
passou a ser amplamente investigado com o intuito
de promover suas propriedades bioldgicas e efeitos
benéficos para o organismo humano, com destaque
para sua atividade antioxidante, visando suas apli-
cacdes nas industrias de alimentos e farmacéuticas
(Mikotajczak et al., 2021; Bondam et al., 2022).

Existem diversos relatos sobre a importancia
desses compostos para a saude, uma vez que atu-
am na protegcdo contra doengas e na manutencgao
do organismo (Golonko et al., 2019; Arruda et al.,
2020; Hadrich et al., 2022; Alves et al., 2023). Ou-
tras atividades biolégicas também ja foram identifi-
cadas, como agao antimicrobiana (Saricaoglu et al.,
2023), anti-inflamatéria, antitumoral (Liu et al., 2023)
e cicatrizante (Mssillou et al., 2022), entre outras
(Zhang et al., 2022). Considerando que os vegetais
séo as principais fontes desses fitoquimicos, suas

partes, bem como os subprodutos do seu proces-
samento, podem ser empregadas para a obtencao
desses compostos fendlicos, abrindo vertentes para
a valorizagéo de residuos agroindustriais que, geral-
mente, sdo desperdicados e descartados no meio
ambiente (Alara et al., 2021; Gil-Martin et al., 2022).
Neste sentido, o aproveitamento desses residuos
para a extracdo de compostos fendlicos tornou-se
uma tendéncia mundial para a promocgado do seu
uso como recurso sustentavel e para a exploragao
do seu potencial econdmico (Mir-Cerda et al., 2023;
Sarangi et al., 2023). Seguindo este mesmo princi-
pio, ao longo dos anos as pesquisas passaram a
destacar a relevancia de espécies nativas como
fonte natural desses compostos, visando estimular
0 seu consumo e elevar a sua valorizagao comercial
(Cittadini et al., 2021; Tischer et al., 2023).

O Brasil possui seis biomas onde espécies na-
tivas disseminam-se amplamente devido ao clima e
solo diversificado, mas que ainda n&o possuem ele-
vada demanda comercial (Neri-Numa et al., 2018).
Entre elas, esta Araucaria angustifolia (Bert.) O.
Ktze, uma espécie nativa com dispersao natural nas
regides Sul e Sudeste do Brasil, da qual o pinhdo
(parte comestivel) é extraido. Apesar da grande



importancia ambiental, cultural e econdmica para os
estados produtores, esta espécie esta ameacgada de
extingdo em decorréncia do corte desordenado de
sua madeira, necessitando, assim, de agdes para
sua preservagao e de estimulos para o seu uso sus-
tentavel (Peralta et al., 2016).

O pinhdo é um produto altamente nutritivo, livre
de gluten e, tradicionalmente, é consumido em sua
forma in natura apds cocgdo ou destinado para a
producao de farinha. No entanto, a falta de uma ca-
deia produtiva bem estruturada, aliada ao periodo
de safra limitado, resulta em baixa comercializagao
e consumo restrito destes produtos (Gil et al., 2021).
Destaca-se, ainda, que o descarte da casca do pi-
nhao resulta em perdas de fibras e compostos fenoé-
licos e impactos ambientais devido a elevada quan-
tidade de residuo acumulado (Peralta et al., 2016;
Bellatto; Braguini, 2020). Considerando que diver-
sas atividades biolégicas do pinh&do foram atribuidas
a presenca de compostos fendlicos em sua casca
(Branco; Rodrigues, 2016), o uso integral do pinhao
para a producao de farinha pode resultar em um ali-
mento funcional, desde que devidamente aprovado
para consumo humano pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), com elevada atividade
antioxidante e sensorialmente atrativo.

A incorporacdo de materiais fibrosos em fari-
nhas comerciais pode causar impactos tanto em
sua composicao e propriedades tecnoldgicas, como
em sua composigao fendlica (Memon et al., 2020).
Entretanto, a redugao e uniformizacdo dos tama-
nhos das particulas estdo sendo aplicadas para
a obtencdo de produtos integrais com qualidade
satisfatéria (Sun et al., 2023). Desta maneira, o
peneiramento da farinha de pinhao integral pode
resultar em um produto uniforme e com proprieda-
des melhoradas, como relatado para farinhas de
outras matrizes vegetais fibrosas (Ahmed et al.,
2019; Bala et al., 2020). Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia do tamanho de
particula sobre os compostos fendlicos e atividade
antioxidante da farinha de pinhao integral.

Metodologia

Os pinhdes cedidos pela Embrapa Florestas
(Colombo, Parana) foram provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) e coletados na safra
de 2021, no municipio de Colombo, Parana, Brasil
(25°17°30"S, 49°13'27"W). Os pinhdes inteiros fo-
ram cozidos sob vapor d’agua, em autoclave sob
pressao de 1 atm e temperatura de 121 °C, durante
30 minutos. Posteriormente, foram secos em estufa
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com circulagdo de ar sob temperatura de 60 °C, por
72 horas e triturados em moinho de facas tipo Willye
(Fortinox, STAR FT-50, Brasil) com peneira de gra-
nulometria de 40 mesh. O peneiramento da farinha
integral (farinha controle) foi realizado em RO-TAP
(Tyler, modelo RX-29-16, Estados Unidos) equipa-
do com peneiras granulométricas padrao ABNT, em
ordem decrescente de abertura (30, 70, 100, 140
mesh e base). Afracao retida na primeira peneira foi
descartada e as fragOes retidas nas demais penei-
ras, incluindo a base, foram coletadas e classifica-
das como 210, 149, 105 e < 105 pm.

O preparo dos extratos hidroalcodlicos foi re-
alizado conforme metodologia de Koehnlein et al.
(2012), com adaptacdes. Aproximadamente 2 g fa-
rinha foram dissolvidos em 20 mL de etanol 70%
v/v (etanol: 4gua, 70:30 v/v). Em seguida a mistu-
ra foi homogeneizada em agitador magnético (IKA,
RO 5, Brasil) sob 140 rpm, durante 3 horas, ao
abrigo da luz. Por fim, os extratos foram centrifuga-
dos a 2.147 rpm, por 10 minutos (Centrifuga Her-
mle, Z200A, Alemanha) e os sobrenadantes foram
coletados.

Aidentificacao e quantificacdo de compostos fe-
nolicos dos extratos foi realizada em um sistema de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em tandem, com ionizagao por eletrospray
(LC-ESI-MS/MS), seguindo os mesmos parametros
de Seraglio et al. (2016). O cromatdgrafo liquido
utilizado foi da série Agilent 1290 (Agilent Technolo-
gies, Wilmington, DE, EUA), acoplado a um espec-
trdbmetro de massa hibrido de armadilha linear de
ions quadrupolo QTRAP 5500 (Sciex, Foster City,
CA, EUA) equipado com uma fonte de ionizagao por
eletropulverizagdo (ESI). Para a separagao foi uti-
lizada uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (3,0 x
100 mm, 3,5 ym) da Agilent. As fases méveis com-
postas pelo solvente A (agua com 0,1% v/v de aci-
do férmico) e solvente B (acetonitrila com 0,1% v/v
de acido férmico) foram utilizadas. A obtengéo dos
dados foi baseada no modo de monitoramento de
multiplas reagbes (MRM) e o tratamento foi realiza-
do em software Analyst 1.6.2 (AB Sciex, Foster City,
CA). Os valores foram expressos em ug/g e apre-
sentados como média + desvio padrao.

Os compostos fendlicos totais foram
quantificados seguindo a metodologia de Singleton
e Rossi (1965). As leituras de absorbéancias foram
realizadas em duplicata, em espectrofotbmetro
(Hitachi, U-1800, Japao) no comprimento de onda de
760 nm. Os resultados foram calculados com base
em uma curva padrao de &cido galico (y = 0,0012x —
0,0066, R2=0,999) e expressos em mg Equivalente
de Acido Galico por grama de amostra. A atividade
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antioxidante in vitro foi avaliada pela determinagao
da capacidade de redugao do ion férrico (FRAP),
calculada com base na curva padrdao de Trolox
(y = 0,0018x + 0,0379, R* = 0,993) e pela
determinagao da capacidade de captura do radical
livre ABTS™, calculada com base na curva padréo de
Trolox (y =0,0729x + 0,7168, R2 = 0,999). As leituras
de absorbancias foram realizadas em duplicata, em
espectrofotdmetro UV-Vis (Hitachi, U-1800, Jap&o),
nos comprimentos de onda de 595 nm e 734 nm,
respectivamente. Os resultados foram expressos
em pmol Equivalente de Trolox (TEAC) por grama de
amostra. Esses resultados foram expressos como
média + desvio padrdo e as médias comparadas
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o
software StatSoft. Inc. ASSISTAT verséo 7.0.

Resultados

A aparéncia da farinha integral de pinhdo com
diferentes tamanhos de particulas sdo apresen-
tadas na Figura 1. A farinha integral de pinhao
apresentou uma grande variedade de compostos
fenodlicos, com 13 identificados na amostra con-
trole e 15 nas amostras apés o fracionamento
(Tabela 1), compreendendo 6 acidos fendlicos (acido
3,4-dihidroxibenzoico, acido elagico, acido galico,
acido benzoico, acido ferulico, acido p-cumarico) e
1 derivado do acido cindmico (cumarina) (Soares,
2002; Damodaran et al., 2010), 5 flavonois ((+)-ca-
tequina, (-)-epicatequina, kaempferol, pinobanksina
e quercetina), 2 flavanonas (naringenina e pinocem-
brina) (Abdulkhaleq et al., 2017; Kumar et al., 2020;
Kopustinskiene et al., 2021; Shen et al., 2022), e
um aldeido fendlico derivado da lignina (coniferal-
deido) (Cernisev, 2017). Alguns desses compostos
também podem ser encontrados em outras partes
de Araucaria angustifolia, como caule, nos, folhas,
bracteas e sementes, além da resina e propolis
oriundos da planta, e estao fortemente relacionados
com a sua atividade antioxidante e outras atividades

biolégicas (Branco; Rodrigues, 2016). Portanto, a
farinha do pinhao integral com diferentes tamanhos
de particulas apresenta grande potencial como in-
grediente funcional (Helm et al., 2020).

A presengca de quercetina, epicatequina,
catequina, acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido gélico
e acido ferulico ja foi relatada anteriormente, para
a casca do pinhdo, agua de cozimento e pinhdes
inteiros crus ou cozidos (Koehnlein et al., 2012;
Freitas et al., 2018; Santos et al., 2018). Também
foi relatada a presencga de kaempferol nas bracteas
estéreis de A. angustifolia (Fischer et al., 2022), acido
benzoico e alcool coniferilico em nanossuspenséao
elaborada a partir da casca do pinhado (Lima et al.,
2020) e coniferaldeido na agua do cozimento de
pinhdes (Cunha et al., 2021).

N&o foram encontrados estudos relatando a
presenca de acido elagico, cumarina, pinobanksina,
naringenina e pinocembrina no pinhao, farinha ou
outros subprodutos.

O acido elagico é um derivado dimérico do acido
galico, resultante da hidrdlise de elagitaninos, e pos-
sui efeito hepatoprotetor, acdo antioxidante, atividade
antiangiogénica, acdo moduladora e potencial para
o tratamento de infecgdes (Girish; Pradhan, 2017).
A cumarina é uma benzopirona (1,2 benzopirona) com
propriedades aromaticas, empregada em fragrancias
de perfumes e cosméticos (Eggleston, 2024).

A pinocembrina (5,7-diidroxiflavanona) é utiliza-
da em farmacos devido a sua atuagdo como agente
antimicrobiano, anti-inflamatdrio, antioxidante e an-
ticancerigeno (Rasul et al., 2013). A pinobanksina
€ um antioxidante encontrado no mel e no girassol,
duas ricas fontes desse composto e a naringenina é
um antioxidante com atividade antiproliferativa en-
contrado com maior abundancia nas frutas citricas
(Ziaullah, 2015). Esses compostos podem contribuir
para as atividades bioldgicas da farinha do pinhao.

A quercetina possui propriedades antioxidante,
anti-inflamatéria, anticancerigena e neuroprotetora
(Javanbakht et al., 2023). O acido 3,4-dihidroxiben-
zoico esta relacionado com a presenga de acido

Figura 1. Farinha de pinh&o integral com diferentes tamanhos de particulas. Farinha integral ndo peneirada (A); 210 um

(B); 149 pm (C); 105 um (D) e < 105 pm (E).



protocatecuico (Lorigooini et al., 2020). Em conjunto
com a (-)-epicatequina, (+)-catequina, acido galico e
acido ferulico compreendem os taninos condensa-
dos da casca do pinhao (Silva et al., 2014; Santos
et al., 2018). Os taninos condensados da casca do
pinhdo possuem a capacidade de inibir a-amilases,
sendo capaz de promover a redugdo da glicemia
e a perda de peso corporal, além de controlar a
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obesidade (Silva et al., 2014). Ainda, estes com-
postos sao capazes de inibir a lipase pancreatica,
podendo reduzir indiretamente os niveis de triglice-
rideos no sangue (Oliveira et al., 2015).
Observando-se o perfil de fendlicos da farinha
de pinhdo integral com diferentes tamanhos de
particulas (Tabela 1), pode-se notar que a quer-
cetina apresenta quantidade elevada em todas as

Tabela 1. Perfil de fendlicos da farinha de pinh&o integral com diferentes tamanhos de particulas.

Composto

fendlico (ug/g) Controle

210 pm

149 pm 105 pm <105 pm

Quercetina 22334+269b 23675+344a 160,67+144c  133,93+£343d 212,27+7,82b
(-)-epicatequina 86,39+£8,10a  69,82+1,50bc  61,17+0,74cd  57,07+141d  74,00+441b
(+)-catequina 3789+154a  2965+0,13b  2540+1,10c  2356+0,86c  32,46+046b
ﬁzigszi’i‘;dihidro' 2498+028¢c  2632+0,32b  2504+020c  2244+038d  2882:020a
Acido galico 592 +0,23 b 529+0,14 ¢ 5,39 £ 0,08 4,36+0,14 d 7,16+0,20 a
Acido fertilico 1,58+0,16 a 1,05+0,15b 0,82+0,10b 0,82+0,14 b 1,02+0,14b
Coniferaldeido 1,45+0,05a 1,10£0,01b 0,74 0,02 ¢ 0,55 0,02 d 1,05+ 0,03b
Cumarina 1,16 £0,06 a 0,86 + 0,13 bc 072+0,07 ¢ 0,72+0,05¢ 1,08 £0,16 ab
Naringenina 0,75+ 0,02 b 0,92 +0,03 a 0,50 + 0,00 ¢ 0,41 £0,01d 0,73+0,04 b
Acido p-cumarico 0,67 +0,03 a 0,56 + 0,01 b 0,49 £ 0,00 0,53 + 0,01 be 0,49 £ 0,02 c
Pinobanksina 0,60 + 0,02 b 072+0,03a 0,45+ 0,01 ¢ 0,38+ 0,01 d 0,59 + 0,02 b
kaempferol 0,55 + 0,02 a 0,54 £0,01 a 0,44 £ 0,02 a 0,37 £+0,01 a 0,62 +0,02a
Acido elagico 0,45+ 0,03 a 0,39 + 0,06 a 0,38+0,14 a 0,59+ 0,14 a 0,46 £ 0,24 a
Pinocembrina <LOoQ" 0,59+0,01a <LOQ <LOQ 0,34+£0,01b
Acido benzoico <LOoQ 0,30 + 0,00 0,32+ 0,00 b 0,37 £0,00 a 0,30 £ 0,00

Média + Desvio padrado. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa entre as amostras com diferentes granulome-

trias (p < 0,05). WLOQ: limite de quantificagéo.

amostras, seguida pela (-)-epicatequina, (+)-cate-
quina, acido 3,4-dihidroxibenzoico e acido galico.
Observa-se, ainda, que a fragdo com maior tama-
nho de particula (210 ym) apresentou aumento sig-
nificativo nas concentragdes de quercetina, naringe-
nina, pinobanksina e pinocembrina, em comparagao
com as demais.

A (-)-epicatequina, (+)-catequina, acido feruli-
co, coniferaldeido e acido p-cumarico apresenta-
ram redugado significativa em todas as amostras
peneiradas, em relagéo ao controle, demonstrando
uma influéncia negativa do fracionamento sobre a
liberacado destes compostos, enquanto os teores de
acido 3,4-dihidroxibenzoico e acido galico aumen-
taram significativamente com a reducdo da parti-
cula, tendo em vista que a amostra com < 105 ym
apresentou valores estatisticamente maiores que
as demais amostras.

O &cido benzoico e a pinocembrina apresenta-
ram valores abaixo do limite de quantificacdo na fa-
rinha integral n&o peneirada (controle), aumentando
significativamente apds o peneiramento, sugerindo
um acréscimo na liberagdo destes compostos apos
a padronizagéo e redugao das particulas. Contudo,
o fracionamento ndo provocou alteragdes significati-
vas nas concentragdes de cumarina, kaempeferol e
acido elagico, pois todas as amostras apresentaram
valores estatisticamente semelhantes.

Os teores de compostos fendlicos totais das
farinhas obtidas (Tabela 2) foram proximos ao re-
latado por Freitas et al. (2018) para a casca do
pinhdo (15, 53 mg/g), com excegao da fragéo reti-
da na peneira de 105 ym na qual o valor de Com-
postos fendlicos totais (CFT) foi ligeiramente me-
nor. Nao houve comportamento linear no teor
destes compostos a medida que o tamanho de
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Tabela 2. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante da farinha de pinh&o integral com diferentes tamanhos de
particulas.

Analises Controle 210 ym 149 pm 105 pm <105 um

CFT (mg EAG/g®) 12,83+0,12¢ 14,23+0,12b 12,57+0,12c 4,24+0,14d 1528%0,12a
FRAP (umol TEAC/g®) 70,95+881a 73,79+548a 77,06+423a 81,121+439a 88,29%257a
ABTS™ (umol TEAC/g) 83,06+264c 97,53+0,79b 88,78+1,59bc 5583+3,18d 136,47+2,10a

Média + Desvio padrado. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa entre as amostras com diferentes granulome-
trias (p < 0,05). ® CFT: Compostos fendlicos totais. FRAP: Poder antioxidante de redugéo do ferro. ABTS™*: Captura do radical 2,2 -azino-
bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS).? EAG/g = Equivalente de Acido Galico por grama, ® TEAC/g = atividade antioxidante

equivalente ao Trolox.

particula diminuiu, uma vez que foi registrado um
aumento significativo de CFT na amostra com
particulas maiores (210 uym), seguida de reducgao
nas fragbes com particulas de tamanho médio
(149 e 105 pym) e novo aumento na fragdo com
particulas menores que 105 uym. Esse comporta-
mento foi diferente do relatado para farinhas ela-
boradas com outras matrizes, como trigo sarrace-
no e quinoa, que apresentaram redugdo gradual
e aumento gradual no conteudo de fendlicos, res-
pectivamente, conforme o tamanho de particula
foi reduzido (Ahmed et al., 2019; Martin-Garcia
et al., 2019). Deste modo, o contetudo de fendli-
cos de diferentes vegetais assume comportamen-
tos distintos, podendo estar relacionado com as
diferencgas estruturais, a composi¢gdo quimica ou
o tipo de processamento empregado.

As amostras com 210 e < 105 ym apresentaram
a maior retengédo dos compostos fenolicos (14,23 e
15,28 mg EAG/g, respectivamente) quando compa-
radas com o controle (12,83 mg EAG/g) e com as
demais amostras, podendo ser reflexo do acumulo
de maiores quantidades de casca nestas amostras,
uma vez que é a principal fonte de fendlicos do pi-
nhao (Helm et al., 2020; Costa et al., 2022).

O mesmo comportamento foi observado para a
atividade antioxidante por meio do ensaio de cap-
tura do radical ABTS, no qual as fragbes com 210
e < 105 ym também apresentaram maiores valores
(97,53 e 136,47 pmol TEAC/g, respectivamente)
quando comparados com o controle (83,06 pmol
TEAC/g) e com as demais fragdes.

Nao foram observadas diferengas estatisticas
entre os valores encontrados para a atividade an-
tioxidante determinada pelo ensaio de reducédo do
ion férrico, os valores de atividade antioxidante en-
contrados para todas as amostras de farinha foram
superiores ao relatado para extratos etandlicos da
casca do pinhao (Freitas et al., 2018).

Com base nos resultados obtidos, foi observado
que o tamanho de particula influenciou significativa-
mente o conteudo de compostos fendlicos totais da
farinha integral de pinhdo, uma vez que as concen-
tracGes foram estatisticamente maiores nas amos-
tras com 210 e < 105 ym, em relagdo as demais
amostras. Todas as fragdes analisadas neste estudo
apresentaram maiores teores de compostos fendli-
cos totais em comparagédo com a farinha de pinhao
cozido sem a casca (0,003 mg EAG/g) elaborada
por Helm et al. (2020), além de maior atividade an-
tioxidante, tendo em vista que nao foi detectada ati-
vidade antioxidante para a farinha de pinh&o cozido
sem a casca, por ambos os métodos. Este resultado
mostrou que a inclusdo da casca resultou na incor-
poracao de antioxidantes a farinha integral de pi-
nhao com diferentes granulometrias, que podem ser
utilizadas como ingredientes para o enriquecimento
de produtos panificaveis, cremes, sopas, massas,
entre outros alimentos com fibras e antioxidantes
com base em seu tamanho de particula, desde que
devidamente aprovada para consumo humano pela
Anvisa. Esta aplicacdo pode ser expandida também
para uma variedade de alimentos sem gluten, com
melhoria das propriedades nutricionais, uma vez
que o pinhdo também é rico em carboidratos e mi-
nerais, tendo-se 0 mesmo cuidado de uso apenas
apos aprovagdo da Anvisa (Barbosa et al., 2019;
Reis et al., 2021).

No entanto, € necessaria uma investigagao mais
aprofundada sobre os efeitos do tamanho de parti-
culas da farinha integral de pinh&o sobre as carac-
teristicas tecnolodgicas e aceitacao sensorial destes
produtos, para garantir um destino adequado a cada
tipo de farinha.

Este trabalho apresenta alinhamento as me-
tas dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) estabelecidos pela agenda 2030 das Nagdes
Unidas (ONU), especialmente os objetivos 2, 8, 12
e 15. A farinha de pinhdo como ingrediente, rico em



fibras alimentares, para a producdo de barra de ce-
reais, € mais uma opgao de novos produtos para a
industria de alimentos funcionais. As barras de ce-
reais sao produtos com alto valor agregado, o que
contribui para aumentar a diversidade de produtos
com pinhao. Além de disponibilizar o produto o ano
todo nas prateleiras dos supermercados em todo o
Brasil, ja que o pinhao é um produto nativo, sazonal
e regional.
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