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RESUMO

O pinhdo € a semente comestivel da Araucaria angustifolia, sendo consumido no sul e sudeste
do Brasil. Possui excelentes caracteristicas nutritivas e energéticas. As sementes t€m uma atividade de
dgua muito elevada (>0,98), o que facilita o desenvolvimento de fungos durante a estocagem,
dificultando a sua comercializacdo. A literatura sobre os seus aspectos nutricionais e tecnoldgicos €
muito escassa. O objetivo principal deste trabalho foi determinar aspectos tecnoldgicos e de engenharia
relacionados com o processamento e armazenamento do pinhdo. Foi estudada a vida de prateleira do
pinhdo cru a 25°C (5 dias), 5°C (3 meses) e —18°C (mais de 8 meses) através de andlises fisico-
quimicas, microbioldgicas e sensoriais. Foram propostas as seguintes operagdes preliminares para
preservar a qualidade da semente comercializada: recepcdo, limpeza, selecdo, classificagdo e
armazenamento. Foram determinadas as isotermas de desor¢do do pinhdo cru e cozido e de adsor¢do da
farinha de pinhdo cru em diferentes temperaturas (entre 10 e 40°C) sendo ajustados modelos da
literatura e calculadas a entalpia e entropia diferenciais. Para os trés casos o modelo que melhor se
ajustou aos dados foi o de Chirife e a teoria compensatéria foi aplicada. Foi avaliada também a cinética
de secagem do pinhdo cru e cozido em secador de bandeja a 55, 70 e 85°C. Os dados foram ajustados a
modelos de secagem e calculadas as difusividades efetivas, sendo que a difusividade do pinhao cozido
(1,18 a 3,17 x101° mzs'l) foi menor do que a do pinhdo cru (1,64 a 4,52 x1071° mzs'l), provavelmente
devido a gelatinizacdo do amido. Um dos processos empregados pela tecnologia de alimentos, com a
finalidade de obter produtos estdveis a partir de sementes, € a producao de farinhas. Neste trabalho foi
produzida farinha de pinhao variando as seguintes condi¢cdes de processo: utilizacdo de pinhdo cru e
cozido e diferentes temperaturas de secagem (55, 70 e 85°C). As farinhas produzidas com pinhao
cozido apresentaram cor mais escura, com uma luminosidade menor (L¢gi.= 75.8) e coordenada de
cromaticidade maior (amegia= 6.9), quando comparadas com as farinhas de pinhdo cru (Lyegia= 89.0,
amedia= 2.1). A temperatura de secagem também influenciou a cor das farinhas produzidas com pinhdo
cru. Através de andlise multivariada dos dados foi possivel agrupar as amostras. A partir dos resultados
da andlise sensorial constatou-se que o suflé produzido com a farinha de pinhdo cozido apresentou
maior aceitacdo, obtendo-se um produto que une praticidade, inovacdo e apelo regional. Por dltimo,
como uma forma de aproveitamento da casca do pinhdo, foi estudada a extracdo de compostos
fendlicos da casca, como uma nova fonte de antioxidantes. Foram determinadas as melhores condi¢des
em termos de volume e concentracdo de solvente (etanol) e temperatura de extragdo, utilizando a
metodologia de superficie de resposta.

Palavras Chaves: Pinhdo, Araucdria angustifolia, secagem, isotermas de sorcdo, propriedades
termodindmicas, compostos fendlicos, antioxidantes.



ABASTRACT

The seeds of Araucaria angustifolia, named pinhdo, are consumed in the South and Southeast
of Brazil. Pinhdo has good nutritious and energetic characteristics. Since the seeds have a high water
activity (>0,98), they can be easily contaminated by mushrooms during the stockpiling, hindering its
commercialisation. The literature about nutritional and technological aspects of pinhdo is very scarce.
The main objective of this work was to determine technological and engineering aspects of the
processing and storage of pinhdo. The Shelf life of raw pinhdo was studied at 25°C (5 days), 5°C (3
months) and -18°C (more than 8 months) using physiochemical, microbiological and sensorial
analyses. The following preliminary operations were proposed to preserve the quality of the seed for
commercialisation: reception, cleaning, selection, classification and storage. Desorption of raw and
cooked pinhdo and adsorption isotherms of raw pinhdo flour were determined at different temperatures
(between 10 and 40°C), modelled using well know isotherm models and differential enthalpy and
entropy were calculated. Results show that the Chirife model most appropriately represents the
experimental data for the three cases and the enthalpy-entropy compensation theory was applied.
Drying behavior of raw and cooked pinhdo was studied at 55, 70 and 85°C. The data were adjusted to
drying models and effective diffusivity were calculated. Values for cooked pinhdo (1,18 to 3,17 x10™°
mzs'l) were smaller than values for raw pinhdo (1,64 to 4,52 x101° mzs'l), probably due to starch
gelatinisation. One of the processes used by food technology with the purpose of obtaining stable
products from seeds, it is the production of flours. In this work pinhdo flour was produced varying the
following process conditions: use of raw or cooked pinhdo and different drying temperatures (55, 70
and 85°C). Flours produced with cooked pinhdo presented darker colour, with a smaller brightness
(Linean = 75.8) and larger coordinate of chromaticity (amean = 6.9), when compared with raw pinhdo
flours (Liean = 89.0, amean = 2.1). Drying temperature also influenced the colour of flours produced with
raw pinhdo. Through multivariate analysis of the data it was possible to cluster the samples. Results of
sensorial analysis show that soufflé produced with cooked pinhdo flour presented larger acceptance,
being obtained a new product with regional appeal. The extraction of phenolic compounds of pinhdo
coats was also studied as a new source of antioxidants. The best condition of solvent volume, ethanol
concentration and temperature, using factorial design and response surface methodology, were
obtained.

Keywords: Pinhdo seed, Araucdria angustifolia, drying, sorption isotherms, thermodynamic
properties, phenolic compounds, antioxidants.
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Luminosidade

Numero de pares de dados (4h, AS)

Erro relativo médio

Metodologia de Superficie de Resposta
Numero de isotermas de sor¢ao

Parametros dos modelos de isotermas de sor¢ao
Constante universal dos gases (kJ /mol K)
Coeficiente de correlacdo

Temperatura absoluta (K)

Temperatura isocinética (K)

Temperatura harmonica média (K)

Unidades formadoras de colonias

Umidade de equilibrio (kg dgua / kg ss)
Umidade de monocamada (kg dgua / kg ss)

Umidade de equilibrio experimental (kg dgua / kg ss)

Umidade de equilibrio predita (kg 4gua / kg ss)
Umidade inicial (kg dgua / kg ss)
Umidade adimensional
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INTRODUCAO

O sul do Brasil produz a semente comestivel da Araucaria angustifolia, conhecida como pinhao,
que possui excelentes caracteristicas nutritivas e energéticas podendo ser considerada como uma fonte
de amido, fibra dietética, magnésio e cobre. E um alimento culturalmente importante na regido sul do
Brasil. Atualmente o pinhdo € comercializado cru ou apds cozimento em dgua, sendo rara a
comercializacdo de produtos a base desta semente. E comercializado principalmente nas estradas das
regides produtoras, e, atualmente, € visto como fonte de renda extra ou complemento do or¢camento
familiar dos pequenos produtores da regido serrana do Estado do Rio Grande do Sul. A consolidagdo da

cadeia produtiva deste produto contribuiria para o desenvolvimento regional.

A literatura e os estudos tecnoldgicos e de engenharia deste produto sao escassos, exceto alguns
trabalhos reportando propriedades fisico-quimicas, indice glicémico, aspectos nutricionais como
complemento protéico e caracteristicas do amido de pinhdo. Porém, ndo existem relatos de isotermas de
sor¢ao deste produto ou de condi¢cdes adequadas para o seu armazenamento. A partir desta constatacao
surgiu a motivacdo do presente trabalho, que € a de estudar as caracteristicas para o processamento e
armazenamento do pinhdo. Este trabalho tem a intencdo de fornecer dados sobre aspectos fisico-
quimicos, tecnoldgicos e de engenharia do pinhdo com o objetivo de prover dados cientificos para
melhorar as condicdoes de armazenamento e processamento, que hoje em dia sdo precdrias e

impossibilitam o acesso ao produto em época fora de colheita.

Existe o interesse de obter novas opg¢des de processamento para ampliar as formas de utilizacdo
deste produto. Por se tratar de sementes, um dos processos mais empregados pela tecnologia de
alimentos com a finalidade de obter produtos estdveis, é a produgcdo de farinhas. Durante o
processamento, a atividade de dgua diminui, aumentando assim a vida de prateleira. Neste trabalho foi
estudada a producdo de farinha de pinhdo, avaliando a influéncia dos parametros de processo na
qualidade do produto obtido. A farinha pode ser utilizada no desenvolvimento de novos produtos nao
existentes no mercado, o que pode trazer para os pequenos agricultores ou pessoas dedicadas a colheita

desse produto, beneficios no sentido de aumentar o valor agregado da semente. Além disso, poderd
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fazer com que a populagdo tenha acesso a formas variadas de consumo de um alimento nutritivo e

energético, no lugar do consumo apenas do pinhdo cozido.

E de grande interesse comercial e ambiental estudar as possibilidades de aproveitamento de
subprodutos e residuos resultantes da industrializacdo dos produtos agricolas, sendo que no caso do
pinhdo, as cascas sdo uma boa fonte de compostos fendlicos, cujo estudo ndo foi realizado

anteriormente.

Outro aspecto importante € o ecoldgico. Hoje em dia, o pinhdo é explorado com escassas normas
ecoldgicas, de forma depredatéria, levando a ameacada de extingdo da araucdria. O incremento do
habito de consumo e das opgdes tecnoldgicas do aproveitamento da semente poderia constituir-se em
elemento fundamental a preservacdo da araucdria, uma vez que a exploracdo deixaria de ser

depredatodria, fazendo-se o plantio da arvore.

14



1 CAPITULO I- FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados os principais assuntos desenvolvidos neste trabalho, iniciando

com uma revisao sobre o pinhdo, o alimento estudado.

1.1 O PINHAO

O pinhdo (Figura 1.1) é a semente comestivel da drvore Araucaria angustifélia (ou Araucaria
brasiliense, Figura 1.2), que pertence a familia Araucariaceae, sendo a principal espécie de conifera
nativa brasileira de importancia econdmica (Zandavalli et al., 2004). A sua distribuicdo geografica
inclui a Argentina e o Brasil, onde se concentra nos estados de Parand, Santa Catarina e Rio Grande do

Sul (Zandavalli et al., 2004).

Figura 1.1: Pinhdo: semente da arvore Araucaria angustifolia.
Foto: Gustavo V. Kramer
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Figura 1.2: Arvore Araucaria angustifélia (Sdo Francisco de Paula, RS).

O pinhdo era uma importante fonte de alimentos para as tribos indigenas; os indios cacadores-
coletores-pescadores, no final do verdo ou inicio do outono, coletavam um dos alimentos mais
importantes para a sua subsisténcia: o pinhdo. Esta semente era desidratada para posterior consumo, e,
quando consumido, era diretamente assado no borralho, ou cozido ou utilizado como farinha, com a
qual eram feitos seus bolos e paes (Ribeiro, 2000). O pinhao também era um dos motivos de conflitos

armados entre aldeias dos indios guaranis (Schmitz, 2000).

O pinhdao € atualmente consumido apds cozimento e posterior descascagem. Segundo
Cordenunsi et al. (2004), as sementes podem ser consideradas como fonte de amido, fibra dietética,
magnésio e cobre e, 0 consumo de pinhdo apresenta um baixo indice glicémico. A Tabela 1.1 mostra os

valores obtidos nas andlises fisico-quimicas do pinhdo cru e cozido realizados por estes autores.
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Tabela 1.1: Dados das andlises fisico-quimicas do pinhao cru e cozido expressos em % e base

umida.
Analise Pinhao cru Pinhao cozido

(%) (%)
Umidade 49,50 £ 0,02 50,35 +£0,71
Proteina 3,57 £0,05 2,31 £0,05
Lipideos 1,26 £ 0,07 1,26 + 0,09
Residuo mineral fixo 1,60 £ 0,01 1,41 £ 0,02
Amido 36,28 £ 0,11 34,48 £ 0,72
Fibra dietética soluvel 0,63+0,13 0,55 £0,18
Fibra dietética insolivel 4,26 £0,20 5,17 +£0,25
Actcares soluveis totais 2,43 0,64

Fonte: Cordenusi et al. (2004)

A andlise desta tabela mostra que o pinhdo possui um alto conteido de umidade, o que faz com
que seja um produto bastante suscetivel as reacdes de deterioragdo. Além disso, o pinhdo possui um

alto teor de amido.

Os pinhdes sdo encontrados em maior quantidade nos meses de abril a junho, porém o maior
volume de comercializacdo ocorre nos meses de junho e julho durante as festas tipicas da Regido Sul
do Brasil (inclusive as festas juninas), quando também se verificam as maiores oscilagdes de precos. E
comum a existéncia de vendedores oferecendo pinhdes as margens de rodovias no interior dos Estados
da Regido Sul do Brasil na época da safra. Para muitas dessas pessoas, a comercializacdo do pinhao

ndo € apenas um incremento para a renda familiar durante o inverno, mas também uma forma de

sobrevivéncia (BRDE, 2005).

Segundo dos Santos et al. (2002), a sazonalidade associada ao elevado grau de perecividade
restringe a comercializagdo do produto principalmente aos meses de marco a junho. Cabe ressaltar que
o IBAMA, através da Portaria Normativa DC 20, autoriza a coleta, transporte e comercializacdo do
pinhdo somente a partir do dia 15 de abril, com o objetivo de proteger as sementes para a produgdo de
mudas e conseqiiente preservacdo da espécie. O término da coleta € determinado praticamente pelos
proprios coletores, a partir do momento que observam que existem poucos pinhdes (Silveira et al.,

2007).
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Por possuir umidade e atividade de dgua muito altas o tempo de armazenamento do pinhdo é
pequeno, pois facilmente a semente inicia seu processo de brotamento e ocorre ataque microbioldgico
(Kramer et al., 2001) o que dificulta a sua comercializacdo. O sistema de coleta realizado hoje ainda é
manual. Os principais problemas relacionados a coleta na Floresta Nacional de Sdo Francisco de Paula
(RS) sdo: a coleta clandestina; a preocupacdo com acidentes; a falta de pesquisa sobre o impacto da
coleta do pinhdo e as condi¢des de moradia e trabalho dos coletores (Silveira et al., 2007). A coleta
pode ser realizada subindo na drvore e derrubando as pinhas (Figura 1.3), prética esta muito arriscada
mas ainda praticada por alguns coletores; derrubada das pinhas através de varas de bambu feita a partir
do chdo ou podem ser recolhidas as pinhas ou sementes que ja se encontram no chdo ap6s caida devido
a propria maturagdo (Silveira et al., 2007; Santos et al., 2002). As pinhas sdo posteriormente
debulhadas utilizando ferramentas simples, como porretes. Nao existe atualmente um sistema de
limpeza, selecdo e classificacdo dos pinhdes, sendo comercializados os pinhdes junto com a semente
infestada por larvas, fungos, com falhas, poeira ou terra e demais impurezas. Além disso, as sementes
apresentam tamanhos diferentes. A venda € feita a granel ou em sacas de 10 ou 50 kg. Algumas vezes o
pinhdo € estocado a temperaturas de refrigeracao e/ou congelamento, no entanto, quando € colocado em
exposicdo ao publico é deixado a temperatura ambiente (Figura 1.4). Isto faz com que os graos ganhem

umidade rapidamente do ambiente, devido a alta umidade relativa geralmente presente no estado do

Rio Grande do Sul.

Figura 1.3: Pinhas contendo no seu interior as sementes
(Fonte: Projeto Pinhao, 2008).
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Figura 1.4: Pinhdo exposto a temperatura ambiente para comercializa¢do (Mercado Publico,
Porto Alegre, RS).
Foto: Gustavo V. Kramer

Apesar de sua importancia regional como alimento e fonte de renda alternativa para muitas
familias de agricultores no sul do Brasil, esta atividade ndo tem merecido estudos de impacto
ecoldgico, econdmico ou social (Silveira et al., 2007) e pouca aten¢do tem sido dada a pesquisas sobre
0s vdrios aspectos que envolvem seu consumo (Santos et al., 2002). Ha pouco ou nenhum estudo sobre
a estocagem do pinh@o ou seu processamento, e consequentemente, o pinhao ndo é encontrado apds a
safra (Kramer et al., 2001). Ndo existem relatos sobre as isotermas de sor¢do do pinhdo, vida de

prateleira ou outros aspectos tecnoldgicos.

Segundo Santos et. al. (2002), para que o consumo e a produ¢do de pinhdo se desenvolva,
estendendo este hdbito alimentar para outras regides e paises, faz-se necessdrio pesquisas sobre o
desenvolvimento de técnicas de conservagdo e industrializacdo, disponibilizando-o nas demais estagoes

do ano.

No que se refere a casca do pinhdo esta € geralmente descartada no ambiente e o tempo

necessdrio para a sua biodegradagdo € considerdvel. Brasil et al. (2006) estudaram o aproveitamento da
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casca de pinhdo como biossorvente para a remog¢ao de cromo (Cr VI), observando que a casca é capaz

de remover Cr VI de solugdes aquosas.

A Universidade Federal do Parand (UFPR) através do Departamento de Ciéncias Florestais e o
Departamento de Economia Rural e Extensdo em conjunto com o Instituto Ecoplan elaboraram o
“Projeto Pinhdo”, que estd sendo financiado pela Secretaria Estadual do Meio Ambiente, Instituto
Ambiental do Parana, Fundo Estadual do Meio Ambiente e Conselho Estadual do Meio Ambiente. Este
projeto visa analisar os aspectos sociocondmicos das atividades de coleta e comercializagao do pinhao
em municipios chaves da cadeia produtiva no Estado do Parand. O foco das atividades considera todas
as fases da cadeia produtiva, o perfil humano, entidades envolvidas, andlise dos aspectos ambientais € o
resgate dos aspectos relacionados com a cultura paranaense. Segundo dados estabelecidos por este
projeto, as populacdes que dependem diretamente da atividade de coleta e venda de pinhdo em toda a
regido de Guarapuava, Unido da Vitdria e Curitiba (no Estado do Parand) sdo estimadas em pelo menos
3.000 familias. Os objetivos do projeto sdo: analisar os aspectos sécio-econdmicos das atividades de
coleta e comercializacdo do pinhdo o pinhdo; descrever o perfil humano das pessoas e entidades
envolvidas com esta atividade; analisar os aspectos ambientais da atividade; resgatar e documentar
aspectos relacionados ao pinhdo na cultura paranaense; apresentar proposicoes e sugestoes de acdes a
populacdo envolvida com a coleta e a comercializacdo do pinhdo, que venham ao encontro da
sustentabilidade, considerando perspectivas de melhoria das condi¢des econdmicas das populacdes e

minimizacdo dos impactos ao meio ambiente (Projeto Pinhao, 2008).

1.2 ATIVIDADE DE AGUA E ESTABILIDADE DOS ALIMENTOS

E reconhecido hd muito tempo de que existe uma relacdo entre o conteido de dgua de um
alimento e a sua perecibilidade. No entanto, foi também observado que diversos tipos de alimentos com
o mesmo conteido de dgua diferem significativamente em termos de perecibilidade. Portanto, é
evidente que o conteido de dgua por si s6 nao € um indicador confidvel sobre a perecibilidade. Este
fato € atribuido, em parte, as diferencas na intensidade em que a dgua estd associada aos constituintes
ndo aquosos. E de se esperar que a 4gua fortemente associada seja menos capaz de dar suporte a

atividades de degradagdo como o crescimento de microrganismos e reacoes quimicas hidroliticas, do
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que 4gua fracamente associada. O termo “atividade de dgua” (aw) foi desenvolvido para indicar a
intensidade com a qual a 4gua associa-se com os constituintes ndo aquosos (Fennema, 2000).

A atividade de dgua pode ser definida como:

i 2.1)

Jo

onde f é a fugacidade do solvente na solucio e f; é a fugacidade do solvente puro. A baixas pressdes
(ambiente), a diferenca entre f/fy e P/Py (raz@o entre a pressdo de vapor de dgua no alimento, P, e a
pressdo de vapor saturada da dgua, Py, na mesma temperatura) ¢ menor do que 1%. Portanto, pode-se

definir aw como (Fennema, 2000):

aw =

P
22
P, 22

Esta igualdade baseia-se em condi¢des ideais (soluto ideal em solugdo diluida) e de equilibrio
termodindmico. Como os alimentos costumam violar ambas condicdes a Eq.2.2 deve ser considerada
como uma aproximacao. A pressao de vapor relativa esta relacionada com a porcentagem de umidade

relativa de equilibrio (ERH) do ambiente do produto (Fennema, 2000):

_ P _%ERH
P, 100

aw (2.3)

A Figura 1.5 mostra a curva tipica da relagdo entre a aw e as taxas das reacoes de deterioracdo

dos alimentos. A maior estabilidade dos alimentos se da na faixa de aw entre 0,2 e 0,4.
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Figura 1.5: Influéncia da atividade de dgua na estabilidade dos alimentos.
Fonte: Jay (2005).

Pela anédlise da Figura 1.5 observa-se que quase todo o crescimento microbiano € inibido abaixo
de um valor de aw de 0,6. O crescimento da maioria dos fungos, das leveduras e das bactérias € inibido,
respectivamente, abaixo de valores de aw de 0,7; 0,8 e 0,9. A habilidade dos microrganismos de se
multiplicar e de produzir toxinas estd diretamente relacionada a atividade de dgua do meio. A interacao
da atividade de 4gua com a temperatura, o pH, o oxigénio e o diéxido de carbono ou conservantes

quimicos tem um efeito importante na inibi¢do do crescimento microbiano (Fellows, 2006).

A atividade enzimatica nos alimentos € reduzida em aw abaixo de 0,6. Em valores de aw abaixo
de 0,3 a atividade enzimdtica praticamente cessa devido a baixa mobilidade do substrato e sua
inabilidade para difundir-se até o ponto reativo da enzima (Fellows, 2006). Na maioria das vezes as
reacOes enzimadticas sdo indesejaveis, como no caso do escurecimento enzimatico (responsavel pela

formacdo de pigmentos escuros), amolecimento e rango oxidativo.

Entre as reagdes ndo-enzimdticas, as mais comuns sdo as de escurecimento (como a reagdo de
Maillard). Estas reacdes podem ser organolepticamente desejadas ou ndo, devido as mudancas na cor,

no aroma e no sabor dos alimentos.
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As reagdes de oxidagdo em alimentos estdo relacionadas com a incidéncia de luz, com a
presenca de metais (que atuam como catalisadores para os radicais livres) e com a atividade de dgua do
alimento. A oxidagdo de lipidios é aumentada em valores de aw baixa devido a nao hidratacdo dos
hidroperdxidos e dos fons metalicos, que interferem na velocidade da rancidez oxidativa. Ao aumentar
a aw, a dgua acrescentada aumenta a solubilidade do oxigénio e permite o inchamento e a expansao das
macromoléculas, aumentando o ndimero de sitios cataliticos. Em valores de aw mais altos (> 0,8) a

atividade catalitica dos metais € reduzida por hidratacdo e formacdo de hidréxidos (Fennema, 2000;

Fellows, 2006).

1.3 ISOTERMAS DE SORCAO

As isotermas de sor¢do de dgua sdo dados que relacionam a quantidade de d4gua de um alimento
com sua atividade de dgua (ou umidade relativa da atmosfera que circunda o alimento), uma vez
alcancado o equilibrio a temperatura constante. A Figura 1.6 mostra uma isoterma tipica de um
alimento, onde € possivel distinguir trés zonas pouco delimitadas que indicam a forma como a dgua

estd ligada ao alimento, conforme apresentado por Ordofiez et al. (2005), que serdo comentadas a

seguir.

Quantidade Zona A
de
dgua

Zona B Zona C

Figura 1.6: Isoterma tipica de sorcio de d4gua de um alimento
(Fonte: Ordofiez et al., 2005).
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Zona A: € a 4gua mais fortemente ligada e menos modvel. Corresponde a dgua da camada
monomolecular fixa aos grupos polares de certos compostos. E muito dificil de extrair, nio é
congeldvel e ndo se encontra disponivel para atuar como solvente ou reativo. Corresponde a uma aw
inferior a 0,2 até 0,3. O limite entre as zonas A ¢ B é chamado de monocamada de BET (Brunauer-

Emett-Teller).

Zona B: compreende a dgua correspondente as camadas de hidratacdo dos constituintes soliveis
(proteinas, agucares, sais, etc) e estd ligada por pontes de hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo ou
retida fisicamente em microcapilares de didmetro inferior a 1 um. O ponto de congelamento e a
capacidade solvente da dgua encontram-se muito reduzidos, sendo que a aw esta entre 0,2-0,3 e 0,8

aproximadamente.

Zona C: representa a maior parte da dgua dos tecidos frescos, e é a 4gua menos ligada e a mais
movel dos alimentos. Pode ser facilmente eliminada por diversos procedimentos. Sua retengdo é
determinada pelo pH e pelas forcas iOnicas sendo a responsdvel pela alteracdo dos alimentos, ja que
estd disponivel para o desenvolvimento dos microrganismos e para as reagdes quimicas. A aw

corresponde a valores entre 0,8 e 0,99.

A Figura 1.7 apresenta isotermas de sor¢do de diversos alimentos.
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Figura 1.7: Isoterma de sorc@o de dgua de diversos alimentos
(1) Produto com grande quantidade de sacarose; (2) extrato de chicéria desidratado em spray-
dryer; (3) café; (4) extrato em p6 de pancreas de porco; (5) amido de arroz. (Fonte: van den Berg &
Bruin, 1981 citado por Fenemma, 2000).

As isotermas de sor¢do descrevem, portanto, a relagdo entre a atividade de dgua (aw) e a
umidade de equilibrio (X¢q). Constituem uma ferramenta muito valiosa para cientistas e tecnologos,
pois podem ser utilizadas para predizer mudangas na estabilidade dos alimentos, para determinar
métodos de estocagem, para selecionar embalagens e ingredientes e para o subseqiiente
desenvolvimento e otimizacdo de equipamentos de secagem (Stenel, 2004). A informacdo obtida com
as isotermas € de utilidade nos processos de concentracido e desidratacdo, para formular misturas de
alimentos evitando a migracdo de &4gua entre os diversos ingredientes, para determinar a
impermeabilidade requerida no material embalado, para determinar a umidade que impede o
crescimento dos microrganismos de interesse e para predizer a estabilidade quimica e fisica dos
alimentos em func¢do do contetido de dgua (Fennema, 2000). Portanto, a avaliacdo experimental das
caracteristicas de sorcdo e o desenvolvimento e utilizacdo de modelos matemdticos podem ajudar na

melhoria do processamento dos alimentos (McMinn & Magee, 2003).
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A temperatura afeta a mobilidade das moléculas de dgua e influencia as isotermas de sorcao.
Um exemplo da dependéncia das isotermas de batata com a temperatura pode ser visualizado na Figura
1.8. A um dado contetido de umidade, a atividade de 4gua aumenta com o aumento da temperatura,

freqiientemente em conformidade com a equacao de Clausius-Clapeyron (Fennema, 2000).

No entanto, nem sempre as isotermas em diversas temperaturas apresentam separaciao
consistente ao longo de toda a curva. E freqiiente observar-se um cruzamento entre as curvas em
valores de aw altos em alimentos com alta concentracdo de acgucares simples. Em baixas atividades de
dgua a sorcao deve-se aos polimeros alimenticios e o aumento da temperatura tende a deslocar as
curvas para baixo em relagdo as ordenadas. Para aw altas, ocorre a solubilizacdo de acucares e de
substancias de baixo peso molar num processo endotérmico, favorecido, portanto, pelo aumento da
temperatura, de maneira inversa ao que ocorre com os biopolimeros. Como resultado final hd um

aumento do teor de umidade (Baruffaldi & Oliveira, 1998).
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Figura 1.8: Isotermas de sor¢do de 4gua para batatas em diferentes temperaturas
(Fonte: Fennema, 2000).
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Uma grande quantidade de trabalhos sobre isotermas de sor¢do tem sido desenvolvida nas
ultimas duas décadas. Estes incluem as isotermas de sor¢ao de diversos alimentos, a dependéncia das
isotermas com a temperatura, a determinacdo do calor de sor¢do e modelos mateméticos para
representar as isotermas (Kaymak-Ertekin & Gedik, 2004). Entre os trabalhos realizados podem ser
citados a determinagdo de isotermas de sorc¢do de ervilha (Ajibola et al., 2003) e da sua proteina isolada
(Ayranci & Duman, 2005), fruta de musa (Johnson & Brennan, 2000), semolina e farinha (Erbas et. al.,
2005), gluten de trigo (De Jong et al., 1996), café (Cepeda et al., 1999), miosina de peixe (Das & Das,
2002), uvas, damascos, macas e batatas (Kaymak-Ertekin & Gedik, 2004), proteina de soja (Cassini et
al., 2006), cha (Arslan & Togrul, 2005), abacaxi (Hossain et al., 2001), cogumelos (Shivhare et al.,
2004), tomate e cebola (Viswanathan et al., 2003), amidos (Al-Muhtaseb et al., 2004a), biscoitos
(Arogba, 2001), quinoa (Tolaba et al., 2004), entre outros.

Numerosas equagdes matematicas podem ser encontradas na literatura que descrevem isotermas

de sor¢do. Algumas destas equacdes foram utilizadas neste trabalho e s@o apresentadas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Modelos de isotermas utilizados comumente.

Nome da equacao Equacao

BET (Brunauer et al., 1938) aw 1 +(C—1)aw
(I-awX X,C X,C
GAB (Guggenheim-Anderson-de Boer) X = X, .CKaw
(Van den Berg, 1985) (1-K.awx(1—K.aw+C.Kaw)
Halsey (Halsey, 1948) aw:exp(_ A j
XB
Peleg (Peleg, 1993) X =k,.aw" +k,.aw™
Oswin (Lomauro et al., 1985) X = A[ aw )B
1—aw

Chung - Pfost (Chung & Pfost, 1967) In(aw) =—A.exp(—B.X)
Henderson (Henderson, 1952) (1—aw) =exp(A.X *)
Chirife (Castillo et al., 2003) X =exp[A + B.In(C —Inaw))
Smith (Smith, 1947) X = A+ (B.log(l—aw))

X, umidade de equilibrio (kg kg™ sélidos secos); aw, atividade de dgua; Xy, conteddo de umidade de
monocamada (kg kg'1 solidos secos); A, B, C, K, ki, ko, ny, ny, k, pardmetros das equacoes.

A equacdo de BET pode ser aplicada para valores de atividade de dgua entre 0,1 e 0,5, pois as
consideragdes feitas ndo se aplicam corretamente aos materiais Umidos (Barbosa & Vega, 1996). O
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modelo de GAB € uma extensdo da equacdo de BET, levando ainda em consideracao as propriedades
modificadas da dgua adsorvida na regido de multicamadas (Heldman & Hartel, 2000). Este modelo
pode ser considerado como o que melhor se ajusta as isotermas de sor¢ao dos alimentos, sendo um dos
mais utilizados (Heldman & Hartel, 2000). Este modelo € tutil para a obtencdo de dados em altos
valores de atividade de dgua e tem sido recomendado pelo Projeto Europeu COST 90 (Wolf et al.,

1985).

Diversos pesquisadores modificaram a equacdo de BET e conseguiram modelos com um ajuste
adequado para umidades relativas de até 90% (Dincer & Esin, 1996). A equacdo de Smith é util para
descrever as isotermas de sor¢do de materiais biologicos como amido e celulose (Hossain et al., 2001).
Henderson (1952) propds um modelo semi-empirico para ajustar dados de cereais. Chen & Morey
(1989) avaliaram vérios modelos para ajustar dados de 18 graos. As equacdes de Henderson e de
Chung & Pfost foram satisfatérios para materiais fibrosos e amiloliticos. A equacdo de Chung & Pfost
ajusta adequadamente dados para graos entre umidades relativas na faixa de 20 a 90% (Hossain et al.,
2001). O modelo de Peleg (1993), com quatro parametros, foi aplicado com sucesso em diversos

alimentos como biscoitos e snacks de milho (Palou et al., 1997) e batata (Al-Muhtaseb et al., 2004).

O processo de sor¢do nao é completamente reversivel, o que causa uma diferenca entre as
isotermas de adsor¢do e as de dessorcdo. A mudanca de aw em uma isoterma de sorcdo difere
dependendo se a umidade é removida do alimento (dessor¢do) ou se € adicionada ao alimento seco
(adsorcdo). A diferenca existente entre os caminhos de adsorcdo e de dessor¢do € conhecida como
histerese e pode ser observada na Figura 1.9. A histerese pode ser grande em alguns alimentos (como o
arroz) e € importante na determinagdo da protecdo necessdria contra o ganho de umidade (Ordofiez et
al., 2005; Fellows, 2006). Para se atingir determinada umidade, € necessaria uma pressao parcial de
vapor de dgua menor se esta umidade € atingida através de um processo de dessorcao do que se é

atingida por adsorcdo, devido ao fendmeno de histerese (Baruffaldi & Oliveira, 1998).
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Figura 1.9: Fenomeno de histerese.
(Fonte: Fennema, 2000)

A histerese pode ser explicada como efeito da condensagdo de dgua nos capilares. Segundo a
teoria de Labuza (1968), conhecida como Ink-bottle Theroy, assume-se que os capilares possuem
pescocos estreitos e corpos largos (representacdo esquemadtica apresentada na Figura 1.9). Durante a
adsordo o capilar ndo serd completamente preenchido até que um alto valor de atividade de dgua seja
atingido (o que corresponde ao maior raio r* na Figura 1.10). J4 o processo de esvaziamento, que
ocorre na dessor¢do é controlado pelo raio menor r, portanto, este processo apresenta menores valores

de atividade de dgua.

Figura 1.10: Representacdo esquematica dos capilares pela teoria de Labuza
(Fonte: Labuza, 1968)
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Os métodos utilizados na determinacao da atividade de dgua (para construcao das isotermas de
sor¢ao de umidade) em produtos agricolas podem ser classificados em: (a) método gravimétrico, onde
o material € colocado em equilibrio com ar a uma determinada temperatura e umidade relativa e a
umidade do material é medida e, (b) aqueles em que ar € colocado em equilibrio com o material a uma
determinada temperatura e a umidade relativa do ar é medida. Rao & Pfost (1978) concluiram que estes
ultimos sdo mais simples e mais rapidos, mas o método gravimétrico foi recomendado como método

padrdo (Speiss & Wolf, 1987).

1.4 PROPRIEDADES TERMODINAMICAS E TEORIA COMPENSATORIA

As propriedades termodinamicas dos alimentos relacionam a concentragdao de dgua no alimento
com a sua pressao parcial na fase gasosa em equilibrio, que é fundamental na andlise dos fendmenos de
transporte de calor e massa durante a desidratagcdo. Elas determinam o ponto final até o qual o alimento
pode ser desidratado de forma a obter um produto estdvel, com uma umidade 6tima e a quantidade
minima de energia requerida para remover uma determinada quantidade de 4dgua do alimento (Al-

Muhtaseb et al., 2004b).

A entalpia diferencial (ou calor de sorcdo) proporciona uma medida da forca da ligacdo dgua-
s6lido. Um procedimento computacional rdpido, comumente utilizado para a sua determinagdo, é a
aplicacdo da equacdo de Clausius-Clapeyron as isotermas de sorcdo para uma umidade constante

(McMinn & Magee, 2003).

O conhecimento da magnitude da entalpia diferencial (4h), a uma determinada umidade,
fornece uma indicacdo do estado da dgua adsorvida e, portanto, uma medida da estabilidade fisica,
quimica e microbiolégica em determinadas condi¢des de estocagem. Além disso, a variagdo da entalpia
diferencial com o contetido de umidade e a magnitude relativa do calor de vaporizacdo da dgua pura
proporcionam dados para o cdlculo do consumo de energia e subseqiiente projeto de equipamentos de

secagem (McMinn & Magee, 2003).

A entropia diferencial (4s) de um material € proporcional ao nimero de sitios de sorcdo

disponiveis num nivel de energia especifico (Madamba et al., 1996).
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Em geral, os trabalhos mais recentes descrevem as propriedades termodindmicas a partir das
isotermas. Caracteristicas termodindmicas de feijao de soja (Aviara et al., 2004), sementes de sesamo
(Aviara et al, 2002), sementes de meldo e cassava (Aviara & Ajibola, 2002), batata doce (Fasina, 2005)

e amidos (Al-Muhtaseb et al., 2004b), entre outros, tém sido descritas nos ultimos anos.

A teoria compensatéria € utilizada para avaliar fendmenos fisicos e quimicos como reacoes de
sor¢do. A teoria estabelece que, para minimizar mudancas na energia livre devida a estes fendmenos,
acontece compensacao (pela mudancga de 4h ou A4S) a partir da natureza da interacdo entre o soluto e o
solvente causando a reagdo e, portanto, a relacdo entre a entalpia e a entropia para uma reacio

especifica € linear (Fasina, 2005).

A compensacdo entdlpica-entropica tem sido um efeito amplamente observado em processos
fisicos, biolégicos, quimicos e bioquimicos. Nestes processos foi observado que a medida em que uma
condi¢ao muda (como pH, composi¢ao do solvente, atividade de 4gua, etc), a entalpia e a entropia
mudam concomitantemente. Uma interacdo intermolecular forte ou ligacdo (relacionada com a
entalpia) levard a uma grande reducdo da liberdade configuracional e, portanto, uma ordem maior do
sistema (relacionada a entropia), podendo esta ser a causa da compensagdo entdlpica-entrépica

(Moyano & Zuiiga, 2004).

Quando uma relacdo linear € obtida entre a entalpia e a entropia, a temperatura isocinética (Ts) €

calculada como a inclinacdo da reta. Esta temperatura € aquela na qual a taxa € a mesma para todas as

reacOes (Labuza, 1980).

A compensacdo entdlpica-entrépica tem sido avaliada por exemplo no escurecimento de batatas
durante a fritagem (Moyano & Zuiiga, 2004), escurecimento de alho (Madamba et al., 1994), entre

outros.

1.5 DESIDRATACAO DE ALIMENTOS

A desidratacdo de alimentos € uma das operacdes unitdrias mais relevantes e desafiadoras no
processamento de alimentos, assim como um tépico de continuo interesse nas pesquisas em alimentos.

O objetivo principal da desidratacdo é prolongar a vida de prateleira dos alimentos através da reducdo
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da atividade de dgua. Além disso, a redu¢@o no peso e no tamanho do alimento diminui os custos de

transporte e armazenamento.

1.5.1 Curvas de secagem

A secagem € definida como a aplicac¢do de calor sob condi¢des controladas para remover, por
evaporacao, a maioria da dgua presente normalmente num alimento (ou, no caso da liofiliza¢ao, por
sublimacdo). Para alguns tipos de alimento, a secagem prové um produto conveniente para O
consumidor, ou ingredientes mais facilmente controldveis para os processadores de alimentos. No
entanto, ela causa uma mudancga tanto na qualidade sensorial quanto no valor nutricional do alimento.
O desenho e a operacdo do equipamento de secagem devem minimizar estas mudangas através da
selecdo de condi¢des apropriadas de desidratacdo (Fellows, 2006). As operagdes de pds-secagem,
embalagem e armazenamento devem ser consideradas, pois a luz, a atmosfera e a temperatura de

armazenagem afetam a estabilidade dos alimentos desidratados.

Quando um alimento € colocado em um secador, existem basicamente trés periodos que podem
ser distinguidos. A Figura 1.11 mostra as curvas tipicas de secagem de um alimento, considerando que
a temperatura e a umidade relativa do ar de secagem sao constantes e que todo o calor é fornecido por
conveccdo para a superficie do alimento. Nesta figura podem ser distinguidas as trés fases citadas a

seguir (Fellows, 2000).

Fase A-B) Periodo de estabilizacdo no qual as condicdes da superficie do alimento equilibra-se

com as do ar de secagem. Em geral, esta fase constitui a propor¢cao negligencidvel do ciclo de secagem.

Fase B-C) Periodo de taxa constante de secagem no qual a d4gua se movimenta do interior do
alimento na mesma taxa em que € evaporada da superficie, que permanece imida e numa temperatura
proxima 4 de bulbo umido do ar. Este periodo continua até que um teor de umidade critico (X.) €

alcancgado.

Fase C-D) Periodo de taxa decrescente de secagem no qual a taxa de secagem decresce

lentamente até se aproximar de zero no teor de umidade de equilibrio (quando a pressdo de vapor no
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alimento fica em equilibrio com a pressdao de vapor do ar de secagem). Neste periodo, a taxa de
movimento de dgua do interior para a superficie do alimento torna-se menor do que a taxa na qual a
dgua evapora para o ar circundante. Neste periodo a transferéncia de massa é dada por difusdo ou

capilaridade.

Teor de umidade
(9]
Taxa de secagem

v

v

Tempo de secagem Teor de umidade livre

a b
Figura 1.11: Curvas de secagem de um alimento:
a) teor de umidade em base seca em fun¢do do tempo, b) taxa de secagem em funcao do teor de
umidade livre (Fonte: Fellows, 2006).

Durante o decorrer da secagem ocorrem mudancas nos alimentos, podendo-se citar:
endurecimento superficial, movimento de sélidos soldveis, retragdo, gelatinizagdo do amido,
amolecimento de componentes termoplasticos, mudancas do estado cristalino ao amorfo,
escurecimento nao-enzimatico, perda de substincias aromdticas voléteis, diminuicao da capacidade de

retencao de dgua, mudangas de textura, perdas do valor nutritivo e mudangas de cor (Fellows, 2006).
A teoria da secagem foi pioneiramente descrita por Lewis em 1921, e estd baseada na lei de

resfriamento de Newton sendo bastante utilizada para explicar a transferéncia de massa em camada

delgada:
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X-X
X, = —Xe =exp(—k.t) (2.5

onde X, € a umidade livre adimensional, X, Xy e X,, sdo os conteidos de umidade no tempo ¢,
umidade inicial e de equilibrio (expressos em base seca), respectivamente, e, k € a constante de
secagem. Cabe ressaltar que considera-se a umidade inicial X, s6 se o alimento ndo possui periodo de

taxa de secagem constante, caso contrdrio deveria se considerada a umidade critica (X.) e ndao Xp.

Posteriormente, Page (1949) sugeriu um modelo exponencial empirico adicionando um

expoente n:

X
X, =—— =exp(—kt" 2.6
R X, - X p( ) (2.6)

e

Estas equagdes sdo validas para o periodo de taxa de secagem decrescente. Diversos modelos
exponenciais empiricos foram surgindo e testados por diversos pesquisadores. Os mais comuns, € que

serdo utilizados neste trabalho, sdo mostrados na Tabela 1.3.

Tabela 1.3: Modelos empiricos de curvas de secagem para periodo de taxa decrescente.

Nome da equacao Equacao Referéncia

Lewis X, =exp(—k.1) Lewis (1921)

Henderson and Pabis X, = a.exp(—k.r) Henderson and Pabis (1961)
Mcl;dified Henderson and X, = a.exp(—k.t) + b.exp(—g.t) + c.exp(—h.t)

Pabis

Logarithmic X, =a.exp(—k.t)+c Togrul and Pehlivan (2004)
Two-term exponential X, =a,.exp(—k,.t) +a,.exp(—k,.t) Saraf-Eldeen et al. (1980)
Page X, =exp(—k.t") Page (1949)

Modified Page Xy =a.exp(—(k.t")) Wang and Singh (1978)
Overhults X, =exp(—=(k.)") Overhults et al. (1973)
Wang and Singh X,=1+a.t+a,t Wang and Singh (1978)
Thompson t=alnX,+b(InX,)’ Thompson et al. (1968)

X , umidade livre adimensional; 7, tempo.
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Diversos estudos tém sido realizados no que se refere ao estudo da cinética secagem de
alimentos por convecc¢do. Leeratanarak et al. (2005) estudaram a cinética de secagem de batatas chips,
avaliando os efeitos do branqueamento e da temperatura de secagem na cinética e em atributos de
qualidade. Quanto maiores os tempos de branqueamento e menores as temperaturas de secagem foi
melhor a retencdo de cor e menor o grau de escurecimento. A cinética de secagem por convecgdo de
couve (Brassica oleracea) foi estudada por Mwithiga & Olwal (2005), avaliando a influéncia da
temperatura e da espessura da amostra. Como esperado, a taxa de secagem aumentou com o aumento
da temperatura e diminuiu com o aumento da espessura da amostra. O modelo de Page foi o que
melhor se ajustou aos dados quando comparado com os modelos de Newton, Henderson & Pabis e
Page modificado. A avaliagdo de modelos para simular as cinéticas de secagem de kiwi foi realizada
por Simal et al. (2005). Foram avaliados dois modelos empiricos (de Page e exponencial) e o0 modelo
de difusdo resolvido pelo método de separacdo de varidveis. As cinéticas de secagem apresentaram
apenas um periodo de taxa decrescente. A solucdo analitica para a transferéncia de massa considerando
encolhimento para modelar a cinética de secagem de alimentos foi estudada por Herndndez et al.
(2000). O modelo foi avaliado através do ajuste de dados experimentais utilizando manga (placas de 4

cm?) e paralelepipedos de cassava com diferentes espessuras.

Para alimentos com alto teor de amido, como € o caso do pinhdo, foram realizados diversos
estudos. O efeito do cozimento na secagem de farhana (um alimento fermentado tipico turco composto
de uma mistura de farinha de trigo e iogurte) foi avaliado por Ibanoglu & Maskan (2002). Observou-se
que o cozimento acelerou o processo de secagem possivelmente devido ao aumento da porosidade pela
gelatinizacdo do amido. No entanto, segundo Mate et al. (1998) a gelatinizacao do amido pode afetar a
estrutura celular e aumentar a resisténcia interna a transferéncia de massa (umidade) resultando numa
difusividade menor. Leeratanarak et al. (2006) compararam diferentes tempos de branqueamento para a
secagem de batata (um produto com alto teor de amido) verificando este efeito. Ao estudar a cinética de
secagem em amidos de milho hidratados e gelatinizados Uzman & Sahbaz (2000) verificaram que a

gelatinizac@o do amido reduz significativamente a difusividade.
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1.6 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenodlicos sdo metabdlitos secunddrios de plantas, que podem ser encontrados na
dieta em frutas, hortalicas e graos. Evidéncias epidemioldgicas sugerem que estes compostos tém um
efeito de protecdo contra doengas degenerativas. A maior parte das caracteristicas benéficas dos
compostos fenodlicos foi atribuida a sua atividade antioxidante, que € uma propriedade fundamental e

importante para a vida (Rice-Evans et al, 1997).

Plantas e extratos de plantas tém sido utilizados em tratamentos e remédios tradicionais a base
de ervas durante séculos. Recentemente, houve um interesse renovado em metabdlitos secundarios de
plantas devido ao seu efeito preventivo de doengas crOnicas como as cardiovasculares e o céncer.
Portanto, o isolamento, a identificacdo e a quantificacdo de fitoquimicos em alimentos e a avalia¢do do
seu potencial benéfico para a saide tém sido motivo de estudos. No entanto, estudos in vitro e em
animais mostraram que a acdo de algumas dessas substincias pode ser alcancada em doses muito
maiores daquelas obtidas ao ingerir essas plantas (Rowland, 1999). A extracdo e purificacdo de
fitoquimicos de fontes naturais € necessdria ja que estes compostos fitoativos sdo freqiientemente

utilizados no preparo de suplementos dietéticos, nutracéuticos, ingredientes alimenticios funcionais,

aditivos em alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos (Gao & Mazza, 1996).

Além disso, os antioxidantes sdo compostos que, quando adicionados aos alimentos, podem
aumentar a vida de prateleira ao retardar o processo da peroxidagdo dos lipidios, que é uma das
principais causas de deterioragdo de alimentos durante o processamento € o armazenamento.
Antioxidantes sintéticos como o hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxi-tolueno butilado (BHT) tém
sido utilizados como antioxidantes desde o inicio do século XX. No entanto, foram impostas restricoes
ao uso destas substancias devido a sua carcinogenicidade. Portanto, ha uma necessidade de identificar
fontes naturais e seguras de antioxidantes para alimentos, sendo que a procura por novos antioxidantes
naturais, especialmente de origem vegetal, tem crescido notavelmente nos ultimos anos (Goli et al,

2005; Zainol et. al, 2003).

Estruturalmente, os compostos fendlicos compreendem um anel aromdtico, com um ou mais

substituintes hidroxil e vao de moléculas simples a compostos poliméricos complexos. Apesar da
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diversidade estrutural, o grupo destes compostos ¢ geralmente chamado como polifendis, podendo ser
classificados em diversas classes, como mostrado na Tabela 1.4. Destes, os acidos fendlicos (Figura
1.12), flavonoides (Figura 1.13) e taninos sdo vistos como os principais compostos fendlicos da dieta.
A atividade antioxidante destes compostos é devida a sua habilidade de captar radicais livres, doar

atomos de hidrogénio ou elétrons ou quelar citions metédlicos (Balasundram et al., 2006).

Tabela 1.4: Classes de compostos fendlicos em plantas.

Classe Formula
Fenolicos simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzoicos Cs-Cy
Acetofenonas, acidos fenilacéticos Cs-C>
Acidos hidroxicianimicos, fenilpropanéis Ce-C;
(comarins, isocomarins, cromonas, cromenes)
Naftoquinonas Cs-C4
Xantonas Ce-C-Cs
Stilbenes, antraquinonas Ce-Cr-Cg
Flavonoéides, isoflavondides Ce-C3-Cg
Lingans, neolignans (Ce-C3),
Biflavonoides (Ce-C3-Co)2
Ligninas (Ce-C3)n
Taninos condensados (Ce-C3-Co)n

(proantocianidinas ou flavolanas)
(Fonte: Balasundram et al., 2006).

i - HO COOH
Acido p-coumarica pa—

COOH H acido cafal

COOH HO cido cafeico
CHO . = OO Acido cindpico
[__H_ m CH,0 s
H'::' '::'H ik Hiy
OH | dcido fertlico H
dcido gélico Acido protocatéico CH,
a b
Figura 1.12: Exemplos de estruturas de a) 4cidos hidroxibenzdicos e, b) dcidos

hidroxicindmicos
(Fonte: Balasundram et al., 2006).
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Figura 1.13: a) Estrutura genérica de uma molécula de flavondéide, b) estrutura genérica das
maiores classes de flavondides
(Fonte: Balasundram et al., 2006).

Compostos fendlicos com atividade antioxidante t€m sido identificados em diversos sub-
produtos agricolas como cascas de arroz, de améndoas, de pistache, de frutas como citricos, uvas,

macas, péras, péssego, bananas, entre outros (Balasundram et al., 2006).

1.6.1 Extracao

A extracdo por solventes é freqiientemente utilizada no isolamento de antioxidantes. Na
extracdo, diversos fatores sdao importantes, como o tipo de solvente, o tempo de extracdo, a

temperatura, a relagao solvente/sélidos, a pressao de extracao, a agitacao, entre outros.

O objetivo no processo de extragdo € prover o maximo de rendimeto de substancias com a
qualidade maxima (concentragdao dos compostos alvos e poder antioxidante dos extratos) (Spigno et al.,
2007). Solvente alcodlicos t€ém sido comumente empregados para extrair compostos fendlicos de fontes
naturais, pois providenciam um alto rendimento apesar de ndo serem muito seletivos para os fenois.
Misturas de dlcoois e dgua t€m sido mais eficientes na extragdo do que o alcool separadamente (Yilmaz

& Toledo, 2006; Pinelo et al., 2005).
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Yu et al. (2005) realizaram a extragdo de compostos fendlicos de casca de amendoim utilizando
como solventes etanol, metanol e dgua, sendo o primeiro deles o mais eficiente. Nepote et al. (2005)
testaram diferentes concentracdes de etanol para extrair fendlicos do mesmo produto, sendo a
concentracdo de 70% a mais eficiente. Kim et al (2006) também utilizaram etanol 70% como solvente
para extrair compostos fendlicos de sementes de uva, avaliando o efeito da temperatura na capacidade
antioxidante destes. Este mesmo solvente foi utilizado para a extrag@o a partir de plantas medicinais
algerianas (Djeridane et al., 2006). Liyana-Pathirana & Shahidi (2005) otimizarm a extracdo de
compostos fendlicos de trigo através da metodologia de superficie de resposta utilizando como

varidveis a composicao do solvente (etano/dgua), a temperatura e o tempo de extracao.
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2 CAPITULOII - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar caracteristicas fisico-quimicas, aspectos tecnoldgicos e de engenharia relacionados

com o processamento e armazenamento do pinhao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar as operagdes preliminares para a armazenamento, comercializagdo e processamento do
pinhao.

e Avaliar a estabilidade e armazenamento do pinhdo a 25° C, 5° C e -18° C.

e Avaliar caracteristicas fisico-quimicas do pinhao e da farinha de pinhao.

e Determinar isotermas de sor¢do e propriedades termodinamicas do pinhdo cru, cozido e da
farinha de pinhdo.

e Estudar a cinética de secagem por conveccao do pinh3o.

e Estudar a extracdo de compostos fendlicos da casca de pinhao.

A metologia empregada e os resultados obtidos neste trabalho serdo apresentados em forma de
artigos publicados, submetidos ou a serem submetidos em revistas cientificas (nos Capitulos III a IX).
Resultados complementares serdo apresentados no Capitulo X, a discussao geral dos artigos serd

apresentada no Capitulo XI e as conclusdes no Capitulo XII.
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3 CAPITULO III - Artigo 1: “Vida de prateleira de pinhao cru e operacoes

preliminares”

Artigo a ser submetido na revista Brazilian Journal of Food Technology.
Vida de prateleira de pinhao cru e operacoes preliminares

Florencia Cladera—Oliveral, Ana Carolina Pettermannz, Keiko Wadal, Caciano Pelayo Zapata Noreﬁaz,
Ligia Damasceno Ferreira Marczak'.

! Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Rua
Luis Englert, s/n. Campus Central, 90040-000, Porto Alegre, RS, Brasil. e-mails: fcladera@yahoo.com,
ligia@enq.ufrgs.br, keiko@ufrgs.br

2 Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICTA-
UFRGS), Av. Bento Gongalves 9500, Campus do Vale, 91501-970 Porto Alegre, RS, Brasil. e-mails:
czapatan @ufrgs.br, appetermann @hotmail.com.

Resumo

O pinhdo € a semente comestivel da Araucaria angustifolia, sendo consumido no sul e sudeste
do Brasil. Possui excelentes caracteristicas nutritivas e energéticas, mas a literatura sobre os seus
aspectos nutricionais e tecnologicos € escassa. As sementes t€ém uma atividade de 4gua muito elevada,
o que facilita o desenvolvimento de fungos durante a estocagem, dificultando a sua comercializagao.
Os objetivos deste trabalho sdo estudar a vida de prateleira do pinhdo cru em trés temperaturas
diferentes (25° C, 5° C e —18° C) e propor operacdes preliminares a serem realizadas no pinhdo a fim de
preservar a qualidade da semente comercializada. Foi verificado que o pinhdo pode ser armazenado
durantes cinco dias a temperatura ambiente, trés meses sob refrigeracao e, pelo menos, durante oito
meses sob congelamento, sendo que as caracteristicas sensoriais permanecem praticamente inalteradas.
Um dos principais fatores limitantes na sua vida de prateleira é o desenvolvimento de fungos, que nao
acontece sob congelamento. Foram propostas as seguintes operacdes preliminares: recep¢do, limpeza,
selecdo, classificacdo e armazenamento. A consolidacdo da cadeia produtiva deste produto é importante
para o desenvolvimento regional, sendo necessdrias pesquisas sobre métodos de conservagdo e

industrializag@o.

Palavras-chave: Pinhado, Araucaria angustifolia, semente, armazenamento, operacdes preliminares.
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Introducao

O pinhdo € a semente comestivel da arvore Araucaria angustifélia (Araucaria brasiliense), que
pertence a familia Araucariaceae, sendo uma das principais espécies de conifera nativa brasileira de
importancia econdmica. A sua distribuicdo geografica inclui a Argentina e o Brasil, onde se concentra
nos estados de Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Zandavalli et al., 2004).

O pinhdo € atualmente consumido apds cozimento e posterior descascagem. Segundo
Cordenunsi et al. (2004), as sementes podem ser consideradas como fonte de amido, fibra dietética,
magnésio e cobre e, o consumo de pinhao apresenta um baixo indice glicEémico.

Segundo dos Santos et al. (2002), a sazonalidade associada ao elevado grau de perecividade
restringe a comercializagdo do produto principalmente aos meses de marco a junho. Cabe ressaltar que
o IBAMA, através da Portaria Normativa DC 20, autoriza a coleta, transporte e comercializacdo do
pinhdo somente a partir do dia 15 de abril, com o objetivo de proteger as sementes para a producio de
mudas e conseqiiente preservacdo da espécie. O término da coleta € determinado praticamente pelos
proprios coletores, a partir do momento que observam que existem poucos pinhdes (Silveira et al.,
2007).

Por possuir uma umidade e uma atividade de dgua muito altas o tempo de armazenamento do
pinhdo € baixo, facilmente a semente inicia seu processo de brotamento e ocorre ataque microbioldgico
(Kramer et al., 2001) o que dificulta a sua comercializacdo. O sistema de coleta realizado hoje ainda é
manual. A coleta pode ser realizada subindo na arvore e derrubando as pinhas (pratica muito arriscada
mas ainda praticada por alguns coletores), derrubada das pinhas através de varas de bambu feita a partir
do chao ou podem ser recolhidas as pinhas ou sementes que ja se encontram no chdo ap6s caida devido
a propria maturacdo (Silveira et al., 2007; Santos et. Al, 2002). As pinhas sdo posteriormente
debulhadas utilizando ferramentas simples, como porretes. Ndo existe atualmente um sistema de
limpeza, selecdo e classificagao dos pinhdes, sendo comercializados os pinhdes junto com a semente
infestada por larvas, fungos, com falhas, poeira ou terra e demais impurezas. Além disso, as sementes
apresentam tamanhos diferentes. A venda € feita a granel ou em sacas de 50 ou 10 kg. Algumas vezes o
pinhdo é estocado a temperaturas de refrigeracdo e/ou congelamento; no entanto, quando € colocado
em exposi¢ao ao publico € deixado a temperatura ambiente. Isto faz com que os graos ganhem umidade
rapidamente do ambiente.

Apesar de sua importancia regional como alimento e fonte de renda alternativa para muitas

familias de agricultores no sul do Brasil, esta atividade ndo tem merecido estudos de impacto
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ecoldgico, econdmico ou social (Silveira et al., 2007) e pouca aten¢do tem sido dada a pesquisas sobre
0s vdrios aspectos que envolvem seu consumo (Santos et al., 2002). Ha pouco ou nenhum estudo sobre
a estocagem do pinhdo ou seu processamento, consequentemente, o pinhdo nao € encontrado apds a
safra (Kramer et al., 2001). No que se refere ao armazenamento de pinhdo, tém sido reportadas
trabalhos sobre as suas isotermas de dessorcao (Cladera-Olivera et al., 2008). No entanto, nao t€m sido
relatados estudos referentes a vida de prateleira do pinhdo. Segundo Santos et. al. (2002), para que o
consumo e a producdo de pinhao se desenvolva, estendendo este hdbito alimentar para outras regides e
paises, faz-se necessdrio pesquisas sobre o desenvolvimento de técnicas de conservagcdo e
industrializacdo disponibilizando-o nas demais estagdes do ano.

Os objetivos deste trabalho sdo: 1) estudar a vida de prateleira do pinhdo cru em diferentes
condigdes (25, 5 e —18° C) e 2) propor um fluxograma de operacdes preliminares a serem realizadas no

pinhao a fim de preservar a qualidade da semente comercializada.

Material e Métodos

Matéria prima e estocagem

O pinhdo utilizado foi adquirido em mercado local (Porto Alegre, RS), lavado com abundante dgua
corrente para a retirada das sujeiras, seco a temperatura ambiente durante 24 horas, selecionado e
embalado em sacos de polietileno de alta densidade, fechados hermeticamente, contendo 400 g de
pinhdo. Os sacos foram armazenados em trés condicdes diferentes: 25 = 1°C em estufa (temperatura
ambiente), 5 £ 2°C em geladeira (refrigeracao) e -18 = 2°C em freezer (congelamento), sem controle de
umidade relativa. Foi realizado o estudo de vida de prateleira durante dois meses para o pinhao
armazenado a 25°C e durante oito meses para o pinhdo armazenado a 5° e —18° C. Tais estudos
compreenderam avaliagdes fisico-quimica, microbioldgica e sensorial, realizadas em diferentes
intervalos de tempo. Os pinhdes foram armazenados com a casca, mas as andlises foram realizadas no

endosperma.

Analises fisico-quimicas
As andlises fisico-quimicas realizadas foram: atividade de dgua, umidade, pH e acidez. Para as
andlises, as cascas foram retiradas manualmente (junto com a pele interna que cobre superficialmente o

endosperma) e a semente foi triturada em um mini processador (Black & Decker, Uberaba, MG,
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Brasil). A atividade de dgua foi medida diretamente em medidor de atividade de dgua a 25°C (AquaLab
3TE-Decagon, Pullman, WA, USA). A umidade foi determinada por perda de peso em estufa (Biomatic
303, Porto Alegre, RS, Brasil) a 105° C até peso constante. Para medir o pH, 75 mL de dgua destilada
recentemente fervida e resfriada a temperatura ambiente foram adicionados a 10 g de amostra
homogeneizando manualmente de 10 em 10 min durante 1 h. Posteriormente, o pH foi medido
utilizando um pH-metro digital (Quimis Q-400M, Sao Paulo, SP, Brasil). A acidez total foi
determinada por meio de titulacio com hidréxido de sédio 0,1N utilizando fenolftaleina como
indicador (método 942.15, AOAC, 1990). As andlises foram realizadas em duplicata e os resultados

expressos como o valor médio + desvio padrdo, em porcentagem e em base seca (bs).

Analises microbiologicas

Para a realizacdo das andlises microbioldgicas, a casca dos pinhdes foi rapidamente flambada
externamente e as sementes foram descascadas com uma faca estéril e cortadas em pequenos pedacos.
As andlises realizadas na semente (endosperma) foram: contagem total de bactérias aer6bias mesofilas,
contagem de psicrotréficos e contagem de bolores e leveduras, conforme Silva et al. (1997), expressos

em UFC/g.

Analise sensorial

Através de Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ) foram avaliados os atributos aparéncia, aroma,
sabor e mastigabilidade, utilizando uma escala hedonica de cinco pontos. As andlises foram realizadas
por oito painelistas, pertencentes a um grupo de vinte degustadores semi-treinados com idades entre 18
e 60 anos. Antes da realizacdo da andlise sensorial, os pinhdes foram cozidos em autoclave a 120°C
durante 50 min, para o qual foram acondicionados em becker de 1L, 400 g de pinhdo e 500 mL de dgua
destilada. Posteriormente, os pinhdes foram cortados longitudinalmente e descascados, sendo
apresentados aos painelistas trés metades de diferentes pinhdes para avaliacdo. A Figura 3.1 apresenta a

ficha sensorial utilizada.
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ANALISE SENSORIAL DE PINHAO

NOME ...t DATA: .../ .../ ...

Vocé estd recebendo amostras de PINHAO preparadas de maneira convencional
(cocgcdo sob pressdo) e sem sal. Prove a amostra circulando a resposta, com relagdo aos

atributos aparéncia, aroma, sabor e mastigabilidade.

APARENCIA: Primeira impressdo ao visualizar a amostra

Amostra 345 287 594
1 — Péssima

2 — Ruim

3 — Indiferente
4 —Boa

5 — Excelente

AROMA: Sensagdes olfativas (caracteristico de PINHAO)
Amostra 345 287 594
1 — Péssimo

2 — Ruim

3 — Indiferente
4 — Bom

5 — Excelente

SABOR: Sensacdes de sabor (caracteristico de PINHAO)
Amostra 345 287 594
1 — Péssimo

2 — Ruim

3 — Indiferente
4 — Bom

5 — Excelente

MASTIGABILIDADE: Pardmetros mecanicos (grau de dureza ao mastigar a amostra)
Amostra 345 287 594
1 — Muito duro
2 — Duro

3 — Indiferente
4 — Macio

5 — Muito macio

Figura 3.1: Ficha sensorial utilizada.

Analise estatistica
Os resultados obtidos nos testes sensoriais foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e
teste de Tukey (p<0,05). Para os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas e microbioldgicas

durante o periodo de estocagem foram obtidas médias e desvios-padrao (EXCEL, 2000).
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Resultados e Discussao

Estudo de vida de prateleira
O pinhao utilizado possuia uma umidade inicial de 91,77 £ 0,05 % (bs), aw de 0,984 *+ 0,005, pH de
7,0 £ 0,2, acidez de 0,93 = 0,01 mL NaOH 0,1N/g. As andlises microbiolégicas indicaram que a

semente ndo contém nenhuma bactéria ou fungo quando a casca estava intacta.

Analises fisico-quimicas
A Figura 3.2 apresenta a variacdo da umidade durante o armazenamento do pinhdo nas diferentes
condi¢des. Pode-se observar que houve pequenas flutuacdes do conteido de umidade nas diferentes
condi¢des de armazenamento. Os valores de umidade obtidos para o pinhdo armazenado a temperatura
ambiente mantiveram-se em torno de 102% (bs), enquanto que, os valores obtidos para o pinhdo

armazenado sob refrigeracdo e congelamento mantiveram-se proximos a 92% (bs).
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Figura 3.2: Variacdo de umidade (bs) durante armazenamento de pinhdo
(#)a25°C, (0)a5°C, (A)a-18°C. (Desvio padrao maximo = 0,5).
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Nao houve mudancas significativas da atividade de dgua durante a estocagem nas diferentes
condi¢des. A atividade de dgua do pinhdo armazenado a temperatura ambiente apresentou valores de
0,988 £ 0,003 durante todo o periodo de estocagem; o armazenado sob refrigeracao de 0,986 £ 0,002 e
o armazenado sob congelamento de 0,988 * 0,002. Isto indica que a atividade de dgua durante o
armazenamento do pinhdo nestas condi¢des nao apresenta alteracoes.

Os resultados obtidos para o pH do pinh@o durante a estocagem sdo mostrados na Figura 3.3. Pode
ser observado que o pH apresentou uma leve tendéncia a queda durante o armazenamento nas
diferentes condic¢des, sendo que o pH final foi aproximadamente o mesmo, ndo havendo diferenca
significativa (p<0,05) da temperatura de estocagem. O pH final das amostras foi de aproximadamente
6.4.

7,5
®25°C
° ©5°C
7o e A-18°C
°
°
°
6,5 Ao o &
° * °
T
T st o "IN & o &
* e o
60 ¢ wede o * L
°
5,5
5,0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tempo (meses)

Figura 3.3: Variacao de pH durante armazenamento de pinhdo armazenado
(¢)a25°C, (0)a5°C, (A)a-18° C, mostrando o desvio padrio do tdltimo ponto em cada
temperatura. (Desvio padrao maximo = 0,6)
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Os resultados obtidos para a acidez do pinhdo durante a estocagem sao apresentados na Figura
3.4. Houve uma leve tendéncia ao aumento da acidez durante a estocagem do pinhdo sob refrigeragdo e

congelamento, condizente com a tendéncia de diminuicdo do pH.
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Figura 3.4: Variacdo de acidez durante armazenamento de pinhdo armazenado
(#)a25°C, (0)a5°C, (A)a-18° C, mostrando o desvio padrio do tltimo ponto em cada
temperatura. (Desvio padrao maximo = 0,2)

Analises microbiologicas

Os resultados das andlises microbioldgicas do pinhdo armazenado a temperatura ambiente sao
apresentados na Tabela 3.1. Observa-se que, nos primeiros dias de estocagem o pinhdo apresenta
contaminagdo por bolores e leveduras e, a partir do trigéssimo sétimo dia, apresenta contaminacao

bacteriana. Além disso, foram detectados pinhdes brotados a partir do quinto dia de armazenamento.
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Tabela 3.1: Resultados obtidos nas andlises microbioldgicas do endosperma da semente armazenada
a temperatura ambiente.

Dia Meses Mesofilos  Bolores e Leveduras  Psicrotroficos
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
0 0,00 0 0 0
5 0,17 0 5,00 x 10° 0
8 0,27 0 0 0
12 0,40 0 3,33x 10° 0
15 0,50 0 2,00 x 10° 0
19 0,63 0 1.33x 10° 0
22 0,73 0 5,83 x 10° 0
26 0,87 0 1.97 x 10* 0
29 0,97 0 3,33 x 10° 0
33 1,10 0 1,67 x 10° 0
37 123 2,00x 10° 1,52 x 10° 8,67 x 10°
40 133  1,62x 10* 9,83 x 10* 0
43 143  1,83x10° 1,17 x 10* 0
47 1,57  5,00x 10° 1,30 x 10° 1,88 x 10*
54 1.80 2,00 10° 1,03x 10° 3,00 x 10*
61 2,03  1,70x 10’ 2,50 x 10’ 1.20 x 10°

A semente armazenada sob refrigeracdo ndo apresentou crescimento bacteriano (mesoéfilos ou
psicrotroficos) durante os 253 dias de estocagem. Porém, apresentou uma contagem entre 1,50 x10° e
6,67x10° UEC/g de bolores e leveduras nos dias 28, 78 e 253. Também foi observada a presenca de
sementes brotadas a partir do 3° més de armazenamento.

O pinhdo estocado sob congelamento ndo apresentou nenhum tipo de crescimento microbiano
durante os 253 dias de estocagem. Também nao foram detectados pinhdes brotados.

E importante destacar que a atividade de dgua da casca do pinhdo é relativamente baixa
(aproximadamente 0,7), mas quando o pinhdo € armazenado a temperatura ambiente ou de refrigeracao,
a respiracdo continua acontecendo, provocando um aumento na umidade relativa entorno da semente.

Quando esta umidade ndo € retirada, aumenta a atividade de dgua da casca possibilitando o répido
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crescimento de fungos. Este fato aconteceu neste estudo pois os pinhdes foram armazenados em sacos

hermeticamente fechados.

Andlise sensorial

Na Tabela 3.2 s@o apresentados os resultados obtidos na andlise sensorial do pinhdo nas
diferentes condi¢des de armazenamento. A andlise sensorial do pinhdo armazenado a temperatura
ambiente foi realizada nos dias 0, 7, 15, 28 e 41. Nao houve diferencas significativas (p<0,05) em
nenhum dos atributos durante a estocagem, comparando os diferentes dias nesta condicao.

Os mesmos resultados foram obtidos para o pinhdo armazenado sob refrigeracdo, analisado nos
dias 0, 7, 15, 28, 41, 62, 106, 132, 162, 197; ou seja, as caracteristicas sensoriais do pinhdo nao sao
alteradas ao longo de 6,5 meses sob refrigeracao (Tabela 3.2).

O pinhdo armazenado sob congelamento foi analisado nos dias 0, 7, 28, 41, 62, 106, 132, 162,
197 e 253. Também ndo foram observadas diferencas significativas (p<0,05) em nenhum dos atributos
durante a estocagem, ou seja, as caracteristicas do pinhdo ndo sdo alteradas ao longo de 8 meses de

armazenamento sob congelamento (Tabela 3.2).

Tabela 3.2: Resultados obtidos na analise sensorial.

Atributos Aparéncia Aroma Sabor Mastigabilidade
Tempo
(dias) Tamb Tref Tcong | Tamb Tref Tcong | Tamb Tref Tcong | Tamb Tref T cong
0 438 4,38 4,25 3,63
7 4,138 3884 4254 | 4,00™ 4,00% 4,00 | 3,75 4,00 338" | 4,13™ 4,00% 2754
15 425" 3884 - 3,884 3754 - 4,138 438M - 4,134 375M

28 3504 3754 3754 | 4138 3634 4,00™ | 4,13™ 3.88% 3,63 | 425% 3254 39540

41 4,004 3,884 4254 | 4,13% 350 3,63 | 3,75 3,63 338™ | 4,13M 350" 3384

62 - 438% 413M - 400%™ 375%™ - 3,63 338%™ - 3.63™ 4,00™
106 - 400%™ 3634 - 438" 3507 - 375% 3,637 - 3,63M 33
132 - 425M 3ggAa - 3,63™ 4,13M - 4,13% 363M - 400%™ p884b
162 - 350% 350M - 388%™ 3,63M - 3,75M 338%™ - 3,88M 33
197 - 400% 350M - 3,88% 3.38M - 400" 3,63% - 3,88™ 400
253 - - 363% - - 350" - - 375° - - 363"

médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e mintscula na linha para um mesmo
atributo, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
-: ndo testado.
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No entanto, quando comparadas as temperaturas de estocagem foram observadas algumas diferencas
significativas. Assim, para o atributo aroma, existiu diferenca significativa apenas no dia 106, ao
comparar o pinhao armazenado sob refrigeracdo e sob congelamento, sendo que o primeiro apresentou
uma média maior do que o segundo. Para o atributo mastigabilidade, houve diferenca significativa
(p<0,05) nos dias 7, 28 e 132, podendo-se observar uma média menor para o pinhdo armazenado sob
congelamento, indicando que este se apresenta mais duro do que o pinhdo armazenado a temperatura
ambiente ou sob refrigeracdo. Para os atributos aparéncia e sabor nao houve diferencas significativas

em nenhum dos pontos testados entre as amostras armazenadas nas diferentes condigoes.

Operacoes preliminares

O pinhao, por possuir alta umidade e atividade de dgua, facilita o crescimento de fungos durante
a estocagem a temperatura ambiente e refrigerado, assim como o aparecimento de brotagdo. Como
mencionado anteriormente, estes fenOmenos sdo perceptiveis nos seus primeiros estigios somente
quando descascada a semente. Portanto, para evitar este problema € importante a adocdo de boas
praticas durante a colheita e minimizar ao maximo o tempo entre a colheita e a estocagem.

A seguir sdo propostas uma série de operacdes preliminares (simples e baratas) prévias ao
armazenamento € ao processamento do pinhdo com o intuito de melhorar as condi¢des de higiene e
aumentar a vida de prateleira do produto. O fluxograma ¢ mostrado na Figura 3.5 e as etapas sdo

descritas sucintamente a seguir.
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[ Recepcao ]

i

[ Limpeza ] |::> Falhas, sujeiras, folhas
[ Selecao ] E:> Falhas, mofados, brotados
Classificacao

v

[ Armazenamento ]

Figura 3.5: Fluxograma de operacdes preliminares sugeridas para o pinhao.

Recepcao: apds o recebimento da carga de pinhdes, estes devem ser depositados num ambiente

limpo, seco e fresco, isolado de animais e insetos, de modo a ndo aumentar a carga de contaminantes.

Limpeza: o pinhdo apresenta-se com poeira, residuos de semente esfarelada conseqiiéncia da
presenca de larvas (Figura 3.6a), com falhas (Figura 3.6b) e eventuais sujeiras, provenientes da
producdo ou do transporte, como madeira ou pedras pequenas. A limpeza pode ser realizada usando
fluxo de ar forcado para separar as particulas de baixa densidade, como poeira e falhas. A retirada do
material estranho de alta densidade pode ser realizada através de peneiras vibratdrias, em que objetos
maiores ou menores que o pinhio sdo separados. Nesta etapa também devem ser retiradas as sementes
brotadas e infestadas por fungos. A limpeza pode também ser realizada com dgua clorada (200 ppm),
sendo necessdria uma etapa de secagem. Esta pode ser realizada a temperatura ambiente durante 24
horas ou através de fluxo de ar quente até a secagem superficial da casca, que acontece rapidamente

(por exemplo, 40 min a 50° C).
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Figura 3.6: Pinhio (a) infestado por larva; (b) falhas; (c) brotado; (d) infestado por fungo; (e) pinhdes
de diferentes tamanhos.
Fotos: Gustavo V. Kramer

Selecao: A selecdo deve ser realizada por operdrios treinados, capazes de captar
simultaneamente certos fatores de classificacdo, sendo visual e manual. O intuito desta etapa é
descartar pinhdes brotados (Figura 3.6c), com contaminacao por fungos (Figura 3.6d), abertos ou com
quebras e eventuais falhas (Figura 3.6b) que tenham ficado da etapa anterior. No entanto, como
mencionado anteriormente, € importante a ado¢do de boas préaticas na colheita e minimizar o tempo

antes do pinhdo ser processado.

Classificacdo: Os pinhdes chegam ao mercado com diversos tamanhos (Figura 2e), sendo
necessdrios critérios de classificacdo, com o intuito de padronizar ou uniformizar a venda e
comercializacdo das sementes. Os parametros recomendados para serem utilizados na classificagio sao
o tamanho e a cor da superficie da casca. Por exemplo, os pinhdes utilizados neste trabalho

apresentaram tamanho de 4 a 7 cm de comprimento aproximadamente.

Armazenamento: Os principais problemas do armazenamento do pinhdo sdo: brotamento,
ataque por fungos, perda ou ganho de umidade (dependendo da umidade relativa do meio) e infestacdo
por larvas. A casca do pinhdo, estando intacta e a semente sadia, oferece uma boa resisténcia para
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ataque de fungos, em ambientes de baixas umidade relativa e temperatura. A brotagdo ocorre
facilmente e, mesmo estando num estigio inicial, confere sabor desagraddvel ao pinhdo. Para
armazenar por um tempo mais prolongado, recomenda-se a estocagem num ambiente arejado, de baixa
umidade relativa, ao abrigo do sol e isolado de presenca de animais e pragas. Os resultados citados
anteriormente mostram que o uso de refrigeracdao ou congelamento se constitui uma grande alternativa
de armazenamento. Quando retirado da camera fria, o aumento de temperatura devera ser lento, para

evitar que o pinhao agregue umidade do ar.

Conclusoes

Neste trabalho, foi estudada a vida de prateleira do pinhdo armazenado em trés condigdes
diferentes: 25, 5 ¢ —18° C. Foi verificado que o pinhdo pode ser armazenado durantes 5 dias a
temperatura ambiente, 3 meses sob refrigeracdo e pelo menos, durante 8 meses sob congelamento. Os
principais fatores limitantes na sua vida de prateleira sdo a germinagdo e o desenvolvimento de fungos.
Nenhum destes acontece sob congelamento. Foram propostas as seguintes operacdes preliminares para
preservar a qualidade das sementes até a comercializacdo: recepcao, limpeza, selecdo, classificacdo e
armazenamento. A consolidacio da cadeia produtiva deste produto € importante para o

desenvolvimento regional e uma alternativa para a preservacdo da Araucdria, sendo necessarias

pesquisas sobre o desenvolvimento de técnicas de conservacao e industrializagao.
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I'he seeds of Araucaria angustifolia, named pinhdo. are consumed m the south and southeast of Brazil. They

are big in size and have high nutritious value. The literature about technological aspects of pinhdo is very
scarce and there are no reports about moisture sorption models. In this work, moisture desorption isotherms
of raw pinhdo were determined at 15, 25, 30 and 40 °C. Results show that temperature has little effect on the
sorption behaviour and the Chirife model was found to best represent the experimental data. The isosteric
heat of sorption (difTferential enthalpy) was calculated through direct use of moisture desorption isotherm by
applying the Clausius-Clapeyron equation. The differential enthalpy of desorption decreased with increasing
moisture content. The enthalpy—entropy compensation theory was applied to desorption isotherms and plots
of differential enthalpy vs. differential entropy for pinhdo provided the isokinetic temperature, indicating

Summary

an enthalpy-controlled desorption process.
Keywords  Araucaria angustifolia, isokinetic temperature, Pinhdo seeds, sorption isotherms, thermodynamic properties.
Introduction

Brazilian pine (Araucaria angustifolia) belongs to the
Araucariaceae family and i1s the more economically
important coniler species native in Brazil (Zandavalli
et al.,, 2004). Its geographical distribution includes
Argentina and Brazil, where it is concentrated in the
southernmost states of Parana, Santa Catarina and Rio
Grande do Sul. Native people in the south of Brazil
usually consume the seeds of this tree, named pinhdo;
they are consumed after cooked and posterior peeling,
or they are used as raw flour for regional dishes. Pinhdo
seeds are big in size (3-8 cm x 1-2 em) weighing 6.5—
8.5 g (Reitz et al., 1978). It can be considered as a source
of starch, dietary fibre, magnesium and copper. and
pinhdo seed intake produces a low glycemic index
(Cordenunst et al., 2004). The literature about nutri-
tional and technological aspects of pinhdo is very scarce
and there are no reports about moisture sorption models
for this product. It is a seasonal product. which is
produced in the period from April to August. As the
seeds have a high humidity they can be contaminated
easily by mushrooms during the stockpiling, hindering
its commercialisation.

*Correspondent: Fax: +55 51 33083277;
e-mail: ligia@eng.ufrgs.br

The sorption isotherms describe the relationship
between water activity (ay) (equilibrium relative humid-
ity) and the equilibrium moisture content of a given
food at constant temperature. This is an extremely
valuable tool for food scientists and technologists
because it can be used to predict potential changes in
food stability, for storing method determination, pack-
aging and ingredient selection, design and optimisation
of drying equipment. An increasing number of works
have been reported in this areca during the last two
decades. These include the sorption isotherms of certain
foods and mathematical models to represent sorption
isotherms, temperature dependence of isotherms and
determination of thermodynamic properties. Several
mathematical equations can be found in literature that
describe water sorption isotherms. Nine of the equations
are used in this work and are presented in Table 1.
[sotherms of several common seeds have been the
subject of much experimental work by different methods
(Tolaba et al., 2004); however, gravimetric technique
has been recommended as the standard method by the
COST 90 Project (Speiss & Woll, 1987).

Thermodynamics is one of the approaches used to
understand the properties of water and calculate energy
requirements associated with the transfer of heat and
mass in biological systems. Thermodynamic approach
relates to the understanding of water equilibrium with

doiz10.1111/1.1365-2621.2007.01540.x
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Table 1 Nine commonly wsed moisture sorption isotherm models

Equation

_ X CK
x—v—xw-‘"‘r—vz—é‘TW

Name of the equation

GAB (Guggenheim-Anderson-de
Boer) (Van den Berg, 1985}
Halsey (1948}

Peleg (1983}

Oewin (Lomauro of al, 1985}

Churnyg & Pfost (1967}

Chen (1971)

Henderson (18952}

Chirife (Castillo et al, 2003}

Sinith (1947}

i = oxp{— 37}

Xo= k.aw™ ‘*gkz.aw”“

x— Al

1M} = —A expl —B.X}

oy = Bxpl—explk - Coexp(8.X)
(1= iy} = expiA.XE}

X o= explA -+ B.In(C — Inaw)]
Xoe= A8 log(l — awll

Abbreviations: X, squilibrivm moisture content (kg water kg ' dry
solidsy aw, water activity: X, monolayer moisture content (kg water
kg' dry solidsk A B, C K, Ky, ks ty, fip and k, parameters of the
eguations.,

s surroundmgs  at certain relative humidity  and
temperature, water that 1s unavailable for solvation of
solutes and water remaining unfrozen below the normal
freezing point (Fasina, 2006). Some thermodynamic
functions used in analvsing sorption  behaviour of
biological svstems include the total heat of sorption,
differential enthalpy, differential entropy and enthalpy
entropy compensation. These properties are readily
calculated from sorption isotherms.

The total heat of sorption (AH) 1s the total energy
required to transfer water molecules from vapour state
to a solid surface or vice-versa. [t is useful, for example,
in predictive drving models and in the design of drving
equipment (Fasina, 2006). The sosteric heat of sorption
or differential enthalpy (Af) is the total heat of sorption
minus the latent heat of vaporisation for water and 15 a
measure of the water-solid binding strength (McMinn &
Magee, 2003). This 1s needed both for design work and
for qualitative understanding of the state of water on the
food surface (Tolaba er af., 2004).

The differential entropy (AS) of a matenal 15 propor-
tional to the number of available sorption sites at a
speafic energy level (Madamba er al., 19961 Entropy
changes mav be associated with the binding or repulsive
forces in the system. AS is also related to the degree or
order of randomness existing in the water-sorbent
svstem and 15 useful i the mterpretation of processes
that take place dunng mosture sorption such as
dissolution,  crystallisation and  swelling  (Berinstain
et al., 1996 Aviara er al., 2002,

Gibbs free energy (AG) may be indicative of the
affinity of sorbents for water and provides a criterion
whether water sorplion occurs as a spontaneous process
(Apostolopoulos & Gilbert, 1990; Telis er af., 2000).

Enthalpyv-entropy compensation theory (or isokinetic
theorv) 15 used to evaluate physical and chemical
phenomena such as sorption reactions. The theory
states that, in order to minimise free energy changes

WA Institute of Food Seignce and Technology Trust Fund
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because of these phenomena. compensation (by chan-
ging Al or AS) arises {rom the nature of the interaction
between the solute and solvent causing the reaction and
that the relationship between the enthalpy and entropy
for a spectfic reaction s linear (Labuza, 1980; Madamba
er al., 1996). Generallv speaking, a stronger intermo-
lecular interaction of bonding (related to the enthalpy)
will lead to a greater reduction of the configurational
freedom and hence greater order of the svstem (related
to the entropy) (Movano & Zaniga. 2004). This might
be the cause of the enthalpy-entropy compensation (Liu
& Guo, 2001). Ferro-Fontan er al. (1982) suggested the
existence of a linear relationship between enthalpy and
entropy for water sorption in some foods and several
authors confirm this i their work (Madamba er al.,
1996; Telis eral, 20007 McMinn & Magee, 2003;
Fasina, 2006). The isokinetic temperature, evaluated
from the slope of the graph, represents the temperature
at which all reactions in the senes proceed at the same
rate (Hevrovsky, 1970).

The present work had three objectives: (1) obtan
desorption sotherms of raw pinhido at selected temper-
atures using mathematical models described i the
literature; (11) determine some thermodynamic functions
(differential enthalpy and entropy), and {u1) evaluate the
application of the enthalpy-entropy compensation
theorv. As pinhido 15 a material with scarce data m
the literature. s proximate composition was also
determined.

Materials and methods

Experimental procedure

Muaierial

The A angusiifolic seeds used m this study were
purchased m a local market (Porto Alegre. Braal).
Seeds were cleaned with abundant water, dned at
ambient conditions for 24-48 h, selected and stored at
207 Cin polvthene bags until use. For the experiments,
the seeds of pinhido were defrosted and left at ambient
condition. Seeds used in this work have a size between
4569 cm and 1.7 28 cm and a mean weight of
6.29 + 1.3 g. The seed coals corresponded to approxi-
mately 30% of the total weight.

Proximate comiposition

Proximate composition (moisture, protein, fat, ash,
crude fibre and starch), total acidity and pH of the
seeds were determuned. Pinhao seeds were manually
peeled and triturated in a muxer. The total protem
content was determined by Kjeldahl method according
to method 979.09 of AOAC (1990). The conversion
factor used was %N x 5.75. Ash was determined by
mcineration m a muflle furnace at 350 °C (method
923.03 of AOAC, 1990). Crude fibre was determined as

Intzrmational Journal of Food Science and Technology 2008, 43, 906-907
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ash after acidic and basic digestion according to method
962.09 of AOAC (1990). Lipids were extracted in a
Soxhlet extractor with petroleum ether (6 h) without
acid digestion and determined gravimetrically. Starch
was determined by direct acid hydrolysis and glucose
was determined in filtrate with Lane-Evnon general
volumetric method (method 935.62, AQAC, 1990).
Moisture content was calculated based on weight loss
of 10 g of sample after heating in a conventional oven at
105 °C until constant weight. a,, (at 25 °C) was deter-
mined measuring directly in a ay, instrument (AquaLab
3TE; Decagon, Pullman, WA). For pH analysis, 10 g of
the sample was mixed with 75 mL of recently boiled
water at 25 °C and the pH was measured after 1 h with a
digital pH-meter (Quimis Q-400M, Sio Paulo, Brazil).
Total acidity was determined with 0.1N sodium hydrox-
ide titration, using phenolphthalein as indicator, accord-
ing to method 942.15 (AOAC, 1990) and expressed as
millilitres of NaOH 0.1N g '. Analyses were carried out
in triplicate and results expressed as mean value + SD
in percentage and in wet basis (wh).

Desorption isotherms

For the determination of desorption isotherms, the
method consisted of taking samples with different
moisture contents and measuring their a,, and then their
moisture content was used (Benado & Rizvi, 1985;
Fasina, 2006). At the time of use, the mitial momsture
content of pinhdo was 88% dry basis (db). To obtain
samples with different moisture contents, the seeds (with
coat) were dred at 50 °C in a bin drier (Ajibola er al.,
2003). From time to time, samples were taken off and
stored in polythene bags (the final time of the dryer was
45 h). Samples with ten moisture levels between 9.2%
and 87.7% (db) were obtained. The samples were kept in
a refrigerator at 0 °C for 10 days to reach uniform
moisture (Ajibola er af., 2003). After this time, the
samples were allowed to eguilibrate in the ambient
condition for 6 h (in the bags) and rapidly peeled and
sliced. Immediately, an a,, instrument {(AqualLab 3TE),
with user-selectable internal temperature control, was
used to measure the a,, (equilibrium relative humidity) of
the samples. Measures were carried out at four temper-
atures (15, 25, 30 and 40 *C). Moisture content was also
determined in each sample as descrnibed before, obtaining
the equilibnum moisture content, expressed as kilogram
water per kilogram of dry solids (ds). a,/moisture
sorption analysis was carried out in duplicate. Equilib-
rium moisture content and a,, were taken as the average
of the two moisture contents and a,, for each sample.

Data analysis

Isoiherm models
The experimental data obtained was fitted to nine
moisture  sorption  isotherm models presented in
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Table 1, using the non-linear regression module of
Statistica 5.0 software ( Statsoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
The Brunauer-Emmett-Teller (BET) model (Park ef al.,
2002), commonly used to fit isotherms, was not tested
because this model is used for a, < 0.5 and a,
experimental values obtained were out of this range.
Regressions were repeated with various initial estimated
values above and below those calculated to confirm that
convergence was reliable (Peleg, 1993). To evaluate the
fit quality of each model, the coeflicient of determin-
ation (") and the mean relative deviation modulus
(MRD) were used. MRD is widely adopted throughout
the literature to evaluate the quality of the fit of
1sotherm models and 15 defined by:
N

L 100 [ Xa — X .
MRD = — ZT (1)

i=1

where X and X; are, respectively, the measured and
predicted equilibrium moisture contents (kg water kg™
dry solids) and N 1s the number of data points.

The lower the values of MRD, the better fit of the
model and it is generally considered that MRD wvalues
below 10% indicate an adequate fit for practical
purposes (Lomauro er al.,, 1985).

Caleulation of the isosteric heat | differential enthalpy )

of desorption and the differential entropy

The differential enthalpy of sorption can be determined
from moisture sorption data using the following equa-
tion, which is derived from the Clausius-Clapevron
equation (Tsami, 1991):

= O In{aw)
=k [57ms), 2

and
Al = AH — AH (3)

where a,, is the water activity, Ah is the differential
enthalpy of sorption (kJ mol™"), AH is the total heat of
sorption (kJ mol™"), AH,,, is the latent heat of vapor-
ization of free water (kJ mol™"), R is the universal gas
constant (kJ mol™" K™Y, X is the equilibrium moisture
content (kg water kg~ dry solids) and 7' is the absolute
temperature (K).

The differential enthalpy of sorption (Ah) was calcu-
lated from eqn 2 by plotting In(a,,) vs. 1/T for specific
moisture content of the material and determining the
slope, which is equal to -Ah/R. This procedure was
repeated for different moisture contents in order to
determine the dependence of A# on the moisture
content. The isotherm model that best describes the
experimental sorption data for pinhide was used to
determine the a,, values for each moisture content. This
procedure is based on the assumption that Ah s
invariant with temperature and requires data of the

2007 Institute of Food Science and Technology Trust Fund



sorption isotherms at more than two temperatures
(Tsami, 1991).
The relationship between the differential enthalpy (A#)
and the differential entropy (AS) of sorption 15 given by:
) ) Ah AS o
52!11’11‘:‘1‘&»* H- ? .4)
and, therefore, the differential entropy 15 obtained from
the linear coeflicient (AS/R) of the straight line obtained
by plotting In{ay,) vs. 17T for a specific moisture content
of the matenal (McMinn & Magee, 2003).

Enlalpy—entropy compensation theory { isok e tic theory
The compensation theory proposes a linear relationship
between AN and AS (Lefller & Grunwald, 1963; Telis
er afl., 20000 MceMmn er al., 2008):

Al = TR AS + AGy {3)

L

where T (K) 1s the isokinetic temperature and AGp
{(J mol“") is the free energy at T}y and were calculated
using linear regression. From a thermodynamic view-
point, the free energy change (AG) can be used to be
mdicative of the affinity of the sorbent for water. and
further provide a cnterion as to whether water
sorption 18 a spontaneous (AG < 0) or non-sponta-
neous (AG = 0) process (Apostolopoulos & Gilbert,
1980).

Krug er af. (1976a.b) proposed a statistical analvsis
test to corroborate the compensation theorv. This
imvelves a comparison of ¥ with the harmonic mean
temperature, defined as:

Thm = —— (6)

" i
ST
1

where » 1s the total number of 1sotherms used.

I'he compensation theory only applies if 7, 2 T,
An approximate (1-0)100% confidence interval for T}
may be caleulated from the following equation (Benn-
stain ef afl., 1996; Telis er al., 2000):

1
—

Ty = Ty bz o \;""\»‘ur;’ Ty)

where o o
Y (Ah - ARYAS - AS) o
Iy = =——— 3 (8)
2. (AS —AS)
and
S (Ah - AGy — T3AS)
Var{ T[;} = { ! W ’8__ i :(}}

(m 213 (AS ~ AS)
m is the number of (Ah, AS) data pairs, Al is the average

enthalpy, AGy is the average [ree energy and AS is the
average entropy.
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Results and discussion

Proximate composition

Moisture represents 46.7 + 0.2% of the fresh weight of
raw  pinido and the seed has a wverv high a,.
0984 + 0004 {at 25 °C). Starch 15 the second mam
compound with 355 + 0.2% (wb). Other compounds
were  (whb):  protein, 297 + 0.05%:; crude fibre,
1.5 + 0.1%; lipid 1.24 + 0.09%, and ash
LIS+ 0.05%. These results were similar to those
found by Cordenunst er af. (2004) and show that raw
pinfido has a high moisture content and 15 a good source
of complex carbohydrates.  Total acidity  was
144 & 0.08 mL of 00IN NaOH g " and pH 6.5 + 0.4,

Desorption isotherms

Figure I shows the experimental values of equilibrium
moisture content of pinhdo as a function of a, at
different temperatures. The standard deviation for the
equilibrium moisture content of each experimental point
was within the range of 0.001-0.031 (kg water kg ™" dry
solids) and for the a,, 0,005 0.023. The range of a,, was
046 < a, < 099 and 1t was not possible to obtain
lower values of a,, with this procedure, because of the
high resistance to mass transfer of the coat seed. As
expected, the equilibrium moisture content decreased
with decrease in a,, at constant temperature. This may
be because of the fact that vapour pressure of water
present m foods increases with that of the surroundings
(Shivhare er al., 2004).

The analvsis of this figure also indicates that. in the
range of temperature used (between 15 and 40 °C)
desorption 1sotherms of pithdo were practically inde-
pendent of the temperature. Sandoval & Barreiro (2002)
found a similar behaviour for non-fermented cocoa
beans between 25 and 35 “C.

1.0
Z 0.9 -
‘g 081 oT=15°C
;'};0.7 xT=25°C
% o6 2T=30°C -
32 -T=40°C .
g § 0.5
E S 0.4+ e
= ax
'g 2 0.3
£ %02 o
= . _Ga =
&5 0d o e o
0.0 : .
04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Water activity {(a w)
Figure 1 Experimental values of equilibrium moisture content
{dry basis) as a function of water activity for pinfide at different
temperatures.
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The sorption relationships detailed in Table 1 were
fitted to the experimental data. The parameters for
desorption models for pinhdo are shown in Table 2,
together with the MRD. As can be observed., Chirife
model best desceribes the expenmental data throughout
the range of temperature studied, followed by the
Halsey model and the Oswin model. The Chinfe model
gives MRIY values ranging from 547% {0 B.79%
(average value 7.19%); the Halsey model gives a value
ranging from 6.62% to HL.72% (average value 8.73%)
and the Oswin model gives an average MRD value of

9.47%. The Chirtfe mode!l was the only model to give
MRD values lower than 10% for all temperatures:

expld + B.In{C ~ Inay}. (10

Isosteric heat of sorption {differential enthalpy) and
differential entropy

T'he sosteric heats of desorption of pinhido were caleu-
lated by applving the Clausius-Clapeyvron equation to
the experimental equilibrium 1sotherm data. The Chinife

Table 2 Esumated values of coefficients and mean relatve deviauon modulus (MR 1) obtained for sorpuon models applied w expenmental

desorprion data for pinfido

Temperature
Mo del Constant 15 °C 25 °C 30 C 40°C Average
GAE X 0.0325 0.0266 0.0243 008
[GuggenheimAnderson-de c 169768 606437 476460 270867
Boer) L4 09732 09832 {0.9882 0.9730

s 0.963 0.975 0.956 0.986

MAD %5 11.85 14.15 18.46 9.41 13.47
Halsey A 00106 d.mnz22 00139 0.0088

B 1.7342 1.5288 1.4057 1.8514

s 0974 d.988 0.970 0.988

MRD (%4 7.96 6.62 10.72 9.61 873
Peleg & 0.5348 Q.4774 2.2809 0.3696

k2 17,7499 1.4040 0.3837 0.8033

hy 4.8883 3.3960 81.679 3.34M

fip 254,72 65.342 35232 44,257

IS 0.970 0.982 0.973 0.982

MRD (%} 17.59 12.78 13.49 12.98 14,21
Crswiry A 0.0792 0.06820 0.0831 0.0839

B 0.5564 0.6300 0.6854 05228

~ 0.974 0.988 0.967 0.950

MRD (%) 9.04 M 12.43 8.2 947
Chung Pfost A 0.6690 0.5898 0.5815 {.5810

8 5.4108 b.2261 b.1691 b.2617

IS 0894 0877 0.848 0.928

MRD (%} 25,40 2716 2812 23.40 28.02
Chiery K ~0.0145 ~0.054 ~-0.0187 ~0.0098

c 1.0849 0.8800 0.9306 0.7306

B 85179 8.0493 H.6419 1729

IS 0.983 0.986 0.985 0.981

MRAD (2% 14.21 13.56 12.70 15.57 14.01
Henderson A -4, 8608 ~ 46541 ~4.5232 «~&.9950

8 0.5892 0.5119 0.4813 (.5932

s 0.954 0.963 0.938 0.985

MRD (%) 16.55 19.92 22,88 11.78 17,78
Chirife A w2 4977 ~2.6188 =2 .5261 -2, 7625

8 «{1.5093 ~{.5271 «{.4622 «{.64H3

[ ~0.00449 ~0.00695 ~0.01329 0.00663

s 0.8751 0.9935 0.9859 0993

MRD (26§ 879 B4 F.h 1.36 7.4
Semith A {1310 ~{.1634 ~{0.1649 «{}. 1588

8 ~{, 4634 ~{. 4534 ~{). 4466 ~{0.4739

IS 0.913 0.596 0.866 0.844

MRD (3} 21.89 24.54 2517 20.38 2296
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model {eqn  10), that best deseribes the experimental
desorption data for pinhdo, was previously used to
determine a, values for each moisture content. Figure 2
shows that the differential enthalpy has a strong
dependence on moisture content. Values are high at
low moisture contents { < 0.15 kg water kg™ " ds). indi-
cating the highest binding energy for removal of water,
and decrease rapidly with an merease m the moisture

oontent

{hecanee of reduced
LRI y

sater anleractinng At
PR lsg On FOUUKCO - il N

higher moisture contents (= 0.25 kg water kg™ " ds) the
differential enthalpy tended to zere (or the total heat of
desorption tended to the latent heat of vaporisation of
free water by eqn  3), suggesting that the moisture exists
in the free form. Similar results were reported for potato
(McMinn & Magee, 2003), sweel potato (Fasina, 2006)
and starch powders (Al-Muhtaseb er al., 2004,

The differential entropy (AS) for sorption at a given
moisture content was caleulated by linear regression
using eqn 4 It was assumed that, al specific moisture
content, Ah and AS did not vary with temperature
(Aguerre er al., 1986). The differential entropy is plotted

y

as @ function of moisture content in Fig. 3, showing that
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Figure 2 Differential enthalpy of desorption of pinkde as a function
of molsture content.
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Figure 3 Differential entropy of desorption of pinkdo as a function of
MoIsture content.
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AS also displavs a strong dependence on moisture
content below (.15 kg water kg™ ds.

Enthalpy—entropy compensation theory

Figure 4 shows the differential enthalpy (Af) vs. difler-
ential entropy (AS). As can be noted, a linear relation
between these varables was obtained (with a coeflicient

. . . ~ L . :
Al determinatian »= = 000 decdicatime that cormmen.
O gelormimaton VLEHL L INAIEUng Al compen

sation exists. The parameters T and AG (eqn 3} were
caleulated from the data by linear regression. The
isokinetic temperature (7)) is the temperature at which
all the sorption reactions will take place at the same rate.
A walue of 421 + 17K (within a 95% confidence
mterval) for desorption of pinhde was found. For
desorption isotherms of starch materials, McMinn er al.
(2005) found wvalues between 3634 and 427.7 K. For
quinoa grains, Tolaba er al. (2004) found a value of
3610 K oand Madamba er af. (1996) found a value of
3E 4 9 K for garlic. Values between 43538 and 475 K
were obtained for adsorption and desorption of persim-
mon skin and pulp (Tehs er al, 2000). The harmonic
mean temperature (egn 6) was calculated to be 300 K.
This value is significantly different from 7', confirming
the sutability of the sokinetic theory.

According to Lefller (1955), if Ty = T}, the process is
enthalpy-driven, while if 73 < Ty the process s
entropy-controlled. As the former condition 15 satisfied
m this study, desorption mechanism can be considered
to be enthalpy-driven. McMinn er al. (2005), Aguerre
et al. (1986) and Berinstam er al. (1996) also reported an
enthalpy-controlled mechanism in the sorption of starch
materials. Information on the enthalpy-entropy com-
pensation could be an important tool to recognise
different mechamsms for water sorption under varying
conditions (Berinstain er al., 1996).

The value of AG obtained (192 J mol™") suggest that

desorption  process s non-spontaneous {AG > 0).
6000

= Y =421.88x + 191.89 .
‘g 50001 R?=0.992
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Fgure 4 Differential enthalpy as a function of differential entropy
for pinfide.
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For sorption isotherms of starch materials, McMinn

etal. (2005) found wvalues between 1549 J mol™!
(AG = ) and 107 J mol™ (AG = 0).
Conclusions

Araucaria angusrifolia seeds, named pinhdo, are con-
sumed m the south of Brazl and have a high humidity
(higher than 80% db) and a, (of about 0.98) thal
makes its commercalisation difficult. The hterature
about technological aspects of this product 15 very
scarce. Desorption isotherms of this product were
presented in this work. The results show that tempera-
ture has hitle effect on the sorption behaviour of
pinhdo. As expected, the equilibrium moisture content
decreased with decrease in ay, at constant temperature.
Within the temperature range studied, 15 to 40 °C, and
ay, above 046, the Chirife model was found to best
represent  the experimental data. The differential
enthalpy of desorption was calculated using the Clau-
stus-Clapevron equation and decreases as the moisture
content mcreases; and it owas also found that this
vartable became almost constant as moisture content of
0.3 kg water kg™' ds was approached. The differential
entropy has a similar behaviour. Plots of differential
enthalpy vs. differential entropy satisfy the enthalpy

entropy  compensation theory  (isokinetic  theory).
Results suggest that desorption processes in pinhido are
enthalpy-controlled (1sokinetic temperature > harmonic
mean temperature) and are notl spontancous (AG = 0.
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Abstract

The seeds of Araucaria angustifolia, commonly known as pinhdo, are widely consumed in both
Southern and Southeastern Brazil due to their high nutritious value. Moisture desorption isotherms of
cooked pinhdo were determined at 15, 25, 30 and 40°C and modeled using well know isotherm models.
Results show that Chirife model most appropriately represents the experimental data as reported
previously for raw pinhdo. The differential enthalpy was calculated and decreased as moisture content
increased, becoming almost constant at 0.3 kg water kg™ dry solids. Values, for each moisture content,
were smaller than reported for raw pinhdo. The enthalpy-entropy compensation theory was applied to
desorption isotherms providing the isokinetic temperature (401 £ 17 K). It was found that the

desorption process investigated was enthalpy controlled as previously reported for raw pinhdo.

Keywords: Pinhdo, Araucaria angustifolia, seed, sorption isotherms, thermodynamic properties,

enthalpy-entropy compensation.
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Introduction

Brazilian Pine (Araucaria angustifolia) belongs to the Araucariaceae family and is the most
economically important native conifer species in Brazil (Zandavalli, Dillenburg & de Souza, 2004). It
is found in both Argentina and Brazil, stretching from southern states of Parand, Santa Catarina and Rio
Grande do Sul to northern Argentina. People in the South of Brazil usually consume the seeds of this
tree known as pinhdo after being cooked and peeled. Pinhdo is considered a source of starch, dietary
fiber, magnesium and copper and its intake produces a low glycemic index (Cordenunsi, Menezes,
Genovese, Dolli, Souza & Lajolo, 2004). Pinhdo is a seasonal product, which is produced from April to
August. Since the seeds have a high moisture content, they can be easily contaminated by mushrooms
during the stockpiling, hindering its commercialization. Nutritional and technological aspects of pinhdo
are scarcely found in scientific literature. We have previously reported desorption isotherms of raw
pinhdo (Cladera-Olivera et al., 2008) showing that temperature has little effect on the desorption
behaviour and the Chirife model was found to best represent the experimental data.

The sorption isotherms describe the relationship between water activity (equilibrium relative
humidity) and the equilibrium moisture content of a given food at constant temperature; these represent
an extremely valuable tool for food scientists and technologists since it can be used to predict potential
changes in food stability, for storing method determination, packaging and ingredients selection, design
and optimization of drying equipment. Several mathematical equations can be found in literature
describing water sorption isotherms and nine of these equations are used in this work.

Thermodynamics is one of the approaches used in order to understand the properties of water
and calculate energy requirements associated with heat and mass transfer in biological systems. Some
thermodynamic functions employed in the analysis of sorption behavior in biological systems include
the total heat of sorption, differential enthalpy, differential entropy and enthalpy-entropy compensation,
which are calculated from sorption isotherms. The total heat of sorption (4H) is the total energy
required to transfer water molecules from vapor state into a solid surface or vice-versa. It is useful, for
example, in predictive drying models and in the design of drying equipment (Fasina, 2006). The
isosteric heat of sorption or differential enthalpy (4h) is the total heat of sorption minus the latent heat
of vaporization for water and is a measure of the water-solid binding strength (McMinn & Magee,
2003). This is a vital property, which is employed for both design work and qualitative understanding
of the water state on the food surface (Tolaba, Peltzer, Enriquez & Pollio, 2004). The differential

entropy (4s) of a material is proportional to the number of available sorption sites at a specific energy
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level (Madamba, Driscoll & Buckle, 1996). Gibbs free energy (4G) may be indicative of the affinity of
sorbents for water and provides a criterion to whether water sorption occurs as a spontaneous process
or not (Telis, Gabas, Menegalli & Telis-Romero, 2000; Apostolopoulos & Gilbert, 1990). Enthalpy-
entropy compensation theory (or isokinetic theory) is used to evaluate physical and chemical
phenomena such as sorption reactions. The theory states, in order to minimize free energy changes due
to these phenomena, that: (i) the compensation (by changing A4h or As) arises from the nature of the
interaction between the solute and solvent causing the reaction and (ii) the relationship between the
enthalpy and entropy for a specific reaction is linear (Labuza, 1980; Madamba et al., 1996). Ferro-
Fontan, Chirife, Sancho & Iglesias (1982) suggested the existence of a linear relationship between
enthalpy and entropy for water sorption in some foods, which is confirmed by several other authors
(Madamba et al., 1996; Telis et al., 2000; McMinn & Magee, 2003; Fasina, 2006).

The present work aims to: (1) obtain desorption isotherms of cooked pinhdo at selected
temperatures by using mathematical models described in literature, (2) determine some thermodynamic
functions (differential enthalpy and entropy), (3) evaluate the application of the enthalpy-entropy
compensation theory and (4) compare results obtained for raw pinhdo evaluating effect of cooking in

desorption process.

Materials and methods

Experimental procedure
Materials

The chemicals were from Quimex (Sdo Paulo, SP, Brazil), Nuclear (Diadema, SP, Brazil) and
Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brazil).

The Araucaria angustifolia seeds used in this study were purchased at a local market (Porto
Alegre, RS, Brazil) in 2005. The seeds were cleaned with abundant water, dried at ambient conditions
for 24-48 h, selected and stored at 5° C in polythene bags until used, for a maximum period of 10 days.

To cooked pinhdo the seeds were autoclavated for 50 min at 120°C before peeled.

Proximate composition
Proximate composition (moisture, protein, fat, ash, crude fiber, starch), total acidity and pH of

cooked pinhdo were determined. The total protein content was determined by the Kjeldahl method
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according to the method 979.09 of AOAC (1990), using a Tecator digestor (Perstorp Analytical Co.,
Sweden). The conversion factor used was %N x 5.75. Ash was determined by incineration in a muffle
furnace (Temco, Iowa, USA) at 550° C (method 923.03 of AOAC, 1990). Crude fiber was determined
as ash after acidic and basic digestion according to the Method 962.09 of AOAC (1990). Lipids were
extracted in a Soxhlet extractor (Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil) with petroleum ether (6 h) without acid
digestion and were determined gravimetrically. Starch was determined by direct acid hydrolysis and by
determining the amount of glucose in filtrate with Lane-Eynon volumetric method (Pearson, 1975).
Moisture content was calculated through the weight loss of a 10 g sample after heated in a conventional
oven at 105°C (Biomatic 303, Porto Alegre, RS, Brazil) until attaining constant weight. Water activity
(at 25° C) was determined in a water activity instrument (AquaLab 3TE-Decagon, Pullman, WA, USA).
For pH analysis, 10 g of the sample were mixed with 75 mL of water at 25 °C and the pH was
measured after 1 h with a digital pH-meter (Quimis Q-400M, Sao Paulo, Brazil). Total acidity was
determined with 0.1 N sodium hydroxide titration, by using phenolphthalein as indicator, according to
the Method 942.15 (AOAC, 1990) and expressed as mL of NaOH 0.1 N g'l. Analyses were carried out
in triplicate and results were expressed as average value + standard deviation in percentage and in wet

basis (wb).

Desorption isotherms

The desorption isotherms were determined by taking samples with different moisture content
and measuring their water activity and their moisture content (Benado & Rizvi, 1985; Fasina, 2006) as
described previously for raw pinhdo (Cladera-Olivera et al., 2008). The initial moisture content of
cooked pinhdo was about 80% dry basis (db).

To obtain samples with different moisture contents, the cooked seeds (with coat) were dried at
50°C in a bin drier (Ajibola et al., 2003). From time to time, samples were taken off and stored in
polythene bags (the final time of dryer was 50 h). Samples with twelve moisture levels between 8.5 and
74.03 % (db) were obtained. The samples were kept in a refrigerator at 0° C for 10 days to reach
uniform moisture (Ajibola et al., 2003). After this time, samples were allowed to equilibrate in the
ambient condition for 6 h (in the bags) and rapidly peeled and sliced. Immediately, a water activity
instrument (AqualLab 3TE-Decagon, Pullman, WA), with user-selectable internal temperature control,
was used to measure the water activity (equilibrium relative humidity) of the samples. Measures were

carried out at four temperatures (15, 25, 30 and 40° C). Moisture content was also determined in each
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sample as described before, obtaining the equilibrium moisture content, expressed as kg water kg™ dry
solids (ds). Water activity/moisture sorption analysis was carried out in duplicate. Equilibrium moisture
content and water activity were taken as the average of the two moisture contents and water activities

for each sample.
Data analysis

Isotherm models

The experimental data for the desorption isotherms obtained was fitted to nine moisture sorption
isotherm models presented in Table 5.1 using the non-linear regression module of Statistica 5.0
software (Statsoft, Tulsa, OK, USA). Regressions were repeated with various initial estimated values
both above and below those that had been calculated to confirm that convergence has been reached
(Peleg, 1993). The Brunauer-Emmett-Teller (BET) model (Park et al., 2002), commonly used to fit
isotherms, was not tested because this model is used for aw < 0.5 and aw experimental values obtained
were almost out of this range. The goodness of fit of the different models was evaluated with the
coefficient determination (rz) and the mean relative deviation modulus (MRD). MRD has been widely
adopted throughout the literature to evaluate the accuracy of the fit of isotherm models and is defined
by:

-X,|

100 & X, - X,
MRD = N zl X 1)

where X,; and X,,; are, respectively, the measured and predicted equilibrium moisture content (kg water
kg dry solids) and N is the number of data points. The lower the values of MRD the better fit of the
model and MRD values below 10% generally indicate an adequate fit for practical purposes (Lomauro,

Bakshi & Labuza, 1985).
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Table 5.1. Sorption isotherm models used in this work.

Name of the equation Equation

BET (Brunauer et al., aw _ 1 N (C-Daw
1938) l-awX X,C X,C
GAB (Guggenheim- X, C.K.aw

X =
Anderson-de Boer) (Van (1= K.aw)x(1— K.aw+ C.K.aw)

den Berg, 1985)
B A
aw =exp| — 7

Halsey (Halsey, 1948)

Peleg (Peleg, 1993) X =k .aw" +k,.aw"

Oswin (Lomauro et al., aw )

1985) X = A.( j
1—aw

Chung - Pfost (Chung & In(aw)=—A.exp(—B.X)
Pfost, 1967)
Henderson  (Henderson, (1—qaw)=exp(A.X?)

1952)

Chirife (Castillo et al., X =exp[A+ B.In(C —Inaw)|
2003)

Smith (Smith, 1947) X = A+ (B.log(1—aw))

Abbreviations: X, equilibrium moisture content (kg water kg dry solids); aw, water activity;
X, monolayer moisture content (kg water kg'1 dry solids); A, B, C, K, kj, k, nj, ny, k, are parameters of
the equations.

Calculation of the isosteric heat (differential enthalpy) of desorption and the differential entropy
The differential enthalpy and entropy of sorption can be determined from moisture sorption data
by using the following equation (Fasina, Sokhansanj & Tyler, 1997; Fasina, Ajibola & Tyler, 1999):

Ah  As
1 =+ — 2
(naw)X o R )

where aw represents the water activity, Ak the differential enthalpy of sorption (J mol™), As the
differential entropy (J mol” K™), R the universal gas constant (J mol” K), X the equilibrium moisture
content (kg water kg™' dry solids) and 7 the absolute temperature (K).
The total heat of sorption AH (J mol") can be obtained from the following equation:

AH = Ah+ AH 3)

vap
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where AH,,, is the latent heat of vaporization of free water (J mol'l).

The differential enthalpy of sorption (4h) was calculated with basis on Eq. (2), where In(aw) was
plotted versus 1/7 for a certain moisture content thus determining the slope of the curve, which is equal
to —4h/R; the differential entropy is obtained from the linear coefficient (4s/R) of the straight (McMinn
& Magee, 2003). The model that best describes the experimental sorption data for cooked pinhdo was

used to determine the aw value for each moisture content.

Enthalpy-entropy compensation theory (isokinetic theory)

Ferro-Fontan et al. (1982) suggested the existence of a linear relationship between enthalpy and
entropy for water sorption in some foods and this is confirmed by several other authors (Madamba et
al., 1996; Telis et al., 2000; McMinn & Magee, 2003; Fasina, 2006). The isokinetic temperature,
evaluated from the slope of the straight, represents the temperature at which all reactions in series
proceed at the same rate (Heyrovsky, 1970). The compensation theory proposes a linear relationship
between 4h and A4s (Leffler & Grunwald, 1963; Telis et al., 2000; McMinn, Al-Muhtaseb & Magge,
2005):

Ah=TsAs+AG, 4)

where T (K) is the isokinetic temperature and AGg (J mol'l) is the free energy at T4 and these values
were obtained by linear regression. From a thermodynamic viewpoint, the free energy change (4G) can
be used as an indicative of the sorbent affinity for water, hence providing a criterion as to whether
water sorption is a spontaneous (AG<0) or non-spontaneous (AG>0) process (Apostolopoulos &
Gilbert, 1990).

As proposed by Krug, Hunter & Grieger (1976a, 1976b) a statistical analysis test can be used to
corroborate the compensation theory, by comparing 73 with the harmonic mean temperature, defined
as:

n

Ty =—
> /T)

i &)
where 7 is the total number of isotherms used.

The compensation theory only applies if Tg # Tj,. An approximate (1-0)100% confidence
interval for 73 may be calculated from the following equation (Beristain, Garcia & Azuara, 1996; Telis
et al., 2000):
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Ty =Tsxt, 5 40Var(Tz) (6)

where:
> (A - AR)(As - As) -
B 3 (As B E)z
and
Var(r,) - 3 (Ah—AG s -T,.AS) "

(m-2).3"(as - AS)
where m is the number of (4h, As) data pairs, Ah the average enthalpy, As the average entropy and

AG the average free energy.

Results and discussion

Proximate composition

Moisture represents 50.8 £ 0.1 % of the fresh weight of raw pinhdo and the seed has a very high
water activity, 0.984 = 0.004 (at 25°C). Starch is the second main compound with 36.8 + 0.3 % (wb).
Pinhdo starch can be easily isolated by treatment with water under mild conditions, without addition of
any additive (Cordenusi et al., 2004), and its properties suggest various new applications (Bello-Perez
et al., 2006). Other compounds were (wb): protein, 2.7 + 0.1%; crude fibre, 1.6 + 0.2%; lipid 1.11 +
0.03% and ash 1.74 £ 0.05%. These results were similar to those found for raw pinhdo by Cladera-
Olivera et al (2008) and Cordenusi et al. (2004). Total acidity was 3.5 = 0.1 mL of 0.1N NaOH g'1 and
pH 4.8 £0.3.

Desorption isotherms

Figure 5.1 shows the experimental values of equilibrium moisture content of cooked pinhdo as a
function of water activities at different temperatures. The standard deviation for the equilibrium
moisture content of each experimental point was within the range of 0.001-0.015 (kg water kg dry
solids) and for the water activity 0.003-0.021. The range of water activity was 0.425 < aw < 0.999 and

it was not possible to obtain lower values of aw with this procedure, due to the high resistance to mass
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transfer of the coat seed. As expected, the equilibrium moisture content decreased with decrease in
water activity at constant temperature. This may be due to the fact that vapour pressure of water present

in foods increases with the umidity of the surroundings (Shivhare, Arora, Ahmed, & Raghavan, 2004).
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Figure 5.1. Experimental values of equilibrium moisture content (dry basis) as a function of
water activity for cooked pinhdo at different temperatures.

The analysis of Figure 5.1 also indicates that, in the range of the temperature used (between 15 and
40° C), the desorption isotherms of cooked pinhdo were close to each other at different temperatures.
Since cooked pinhdo is rich in starch and protein, these components affect the sorption data
considerably, because protein and starch are macromolecules rich in polar sites such as -OH and —H
groups, which behave as active (polar) sorptions centers (Erbas, Ertugay, & Certel, 2005). For
semolina, a product rich in both, starch and protein, Erbas et al. (2005) found a significant effect of
temperature (between 20 and 60°C) on sorption behavior; however, Hebrard et al. (2003) reported that
changes in temperature (between 25 and 45°C) seemed to have no effect on the isotherms of this

product.

The sorption relationships detailed in Table 5.1 were fitted to the experimental data. The parameters
for desorption models for cooked pinhdo are shown in Table 5.2, together with the mean relative
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deviation modulus (MRD). As can be observed, Chirife model best describes the experimental data
throughout the range of temperature studied, followed by the GAB model. The Chirife model gives
MRD values ranging from 5.33% to 7.18% (average value 5.94%) and the GAB model ranging from
7.50% to 10.22% (average value 8.40%). The Chirife model was the only to give MRD values lower

than 10% for all temperatures as described previously for raw pinhdo (Cladera-Olivera et al., 2008).

Table 5.2. Estimated values of coefficients and mean relative deviation modulus (MRD) obtained for
selected sorption models applied to experimental desorption data for cooked pinhdo

Temperature

Model Constant 15° C 259 C 30°C 20°C Mean
GAB Xm 0.0425 0.0435 0.0398 0.0394

C 369143 848860 936573 687180

K 0.9392 0.9455 0.9660 0.9699

r’ 0.968 0.983 0.989 0.988

ERM (%) 10.22 7.50 7.69 8.20 8.40
Halsey A 0.0004 0.0036 0.0135 0.0160

B 4.0253 2.5810 1.6813 1.5751

r’ 0.830 0.928 0.988 0.988

ERM (%) 27.13 17.49 5.24 5.31 13.79
Peleg NC NC NC NC
Oswin A 0.1513 0.1209 0.0866 0.0817

B 0.2377 0.3729 0.5649 0.6016

r* 0.924 0.971 0.994 0.993

ERM (%) 25.55 14.60 6.45 7.24 13.46
Chung-Pfost A 1.6800 1.0603 0.8594 0.8288

B 9.8890 7.3140 6.0181 5.8054

r’ 0.989 0.966 0.898 0.790

ERM (%) 9.43 17.79 27.05 27.40 20.42
Henderson A -9.4835 -6.4874 -4.7867 -4.5842

B 1.1075 0.8542 0.6407 0.6142

r’ 0.991 0.988 0.974 0.970

ERM (%) 7.88 10.70 15.15 15.73 12.37
Chirife A -2.4064 -2.5429 -2.6246 -2.6305

B -0.5099 -0.6223 -0.6401 -0.6378

C 0.0155 0.0207 0.0044 0.0003

r’ 0.988 0.989 0.994 0.994

ERM (%) 7.18 5.90 5.33 5.36 5.94
Smith A 0.0265 -0.0352 -0.0870 -0.0967

B -0.2457 -0.3434 -0.4312 -0.4481

r’ 0.989 0.980 0.925 0916

ERM (%) 17.38 13.64 23.32 23.89 17.05
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Treatments of sorption data according to GAB equation (theoretical model) allow the evaluation of
monolayer moisture content values (X;,,) of foods. This is an important parameter in food storage and
deterioration. The values of monolayer moisture content of cooked pinhdo determined with GAB
model can also be observed in Table 5.2 and are in the acceptable range for food products. Labuza
(1984) indicated 10% (db) as the maximum monolayer moisture content for foods. Values of X, for
cooked pinhdo were higher than values for raw pinhdo for each temperature (Cladera-Olivera et al.,
2008) probably due to the gelatinization of starch. As reported by Bello-Pérez et al. (2006) pinhdo
starch has higher swelling, solubility and granule size than corn starch. These authors comment that

this starch source can be an alternative for food formulation where high moisture contents are required.

Isosteric heat of sorption (differential enthalpy) and differential entropy

The differential enthalpies of desorption of cooked pinhdo were calculated by applying Eq. (2). The
Chirife model, which best describes the experimental desorption data, has previously been used to
determine aw values for each equilibrium moisture content. Values of aw between 0.1 and 0.4 were
extrapolated from the model. Fig. 5.2 shows the results obtained together with results previously
reported for raw pinhdo (Cladera-Olivera et al., 2008) where the differential enthalpy of desorption was
plotted against the equilibrium moisture content. The analysis of this figure reveals that the differential
enthalpy has a strong dependence on moisture content at low equilibrium moisture contents, since the
energy required for sorption increases at low equilibrium moisture contents. Differential enthalpies are
high at low moisture contents (<0.2 kg water kg ds), decrease sharply as the moisture content
increases and become almost constant at 0.3 kg water kg ds for raw and cooked pinhdo. Process of
cooking result in a an increase in differential enthalpy at very low moisture content, probably due to the
starch gelatinization and consequently higher energy requirement to remove water. However, a
decrease in differential enthalpy for higher moisture content was obtained for cooked pinhdo and a
lower energy requirement to remove water comparing with raw pinhdo. It should be noted that a
negative Ah value is purely a mathematical result and has no physical meaning and it might be within

the error of determination (Kaymak-Ertekin & Gedik, 2004).
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Fig. 5.2. Differential enthalpy of desorption of raw and cooked pinhdo as a function of
equilibrium moisture content.

The As values for sorption at given moisture content were also calculated by linear regression using
Eq. (2). It was assumed that, at a specific moisture content, 4k and As did not vary with temperature
(Aguerre, Suarez & Viollaz, 1986). These results are shown in Fig.5.3, which presents the differential
entropy as a function of the moisture content together with results previously reported for raw pinhdo
(Cladera-Olivera et al., 2008). This figure indicates that the differential entropy also displays a strong
dependence on moisture content at low equilibrium moisture contents and increases sharply at moisture
content below 0.2 kg water kg ds. Differences between raw and cooked pinhdo for differential
entropies were similar to that differential enthalpies. Values for differential entropy also were higher
for cooked pinhdo, at very low moisture content indicating that there are a higher number of available
sorption sites at a specific energy level. However, for aw > 0.12 higher values for raw pinhdo were

obtained.
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Figure 5.3. Differential entropy of desorption of raw and cooked pinhdo as a function of
equilibrium moisture content.

Enthalpy-entropy compensation theory

Figure 5.4 shows the differential enthalpy (4h) versus differential entropy (A4s) for cooked pinhdo.
As can be noted, a linear relation between these variables was obtained (with a coefficient
determination * = 0.993), indicating that compensation exists. Similar results were obtained for raw

pinhdo (Cladera-Olivera et al., 2008). The parameters 75 and AG s (Eq.4) were calculated from the

data by means of linear regression. The isokinetic temperature (7 ) is the temperature at which all
sorption reactions will take place at the same rate. A value of 401 = 17 K (within a 95% confidence
interval) for desorption of cooked pinhdo was found. For desorption isotherms of raw pinhdo we have
previously reported a value of 422 * 18 K For starch materials, McMinn et al (2005) found values
between 366.8 and 466.8 K. For quinoa grains, Tolaba et al. (2004) found a value of 361.0 K, for
garlic, Madamba et al. (1996) found a value of 348 £ 9 K, for oatmeal biscuit and oat flakes, McMinn,
McKee & Magee (2007) found values of 430.9 £ 1.88 and 443.4 + 0.91, respectively. Values between

458 and 475 K were obtained for desorption and desorption of persimmon skin and pulp (Telis et al.,
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2000). The harmonic mean temperature (Eq.5) was calculated and a value of 300 K was found. This

value is significantly different from T, confirming the suitability of the isokinetic theory.
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Figure 5.4. Differential enthalpy as a function of differential entropy for cooked pinhdo.

According to Leffler (1955), if T5> Ty, the process is enthalpy driven, while if 74< T}, the process
is entropy controlled. As the former condition is satisfied in this study, desorption mechanism can be
considered to be enthalpy-driven. Same results were obtained for raw pinhdo (Cladera-Olivera et al.,
2008). McMinn et al (2005), Aguerre et al. (1986) and Beristain et al. (1996) also reported an enthalpy-

controlled mechanism in the sorption of starch materials.

The value of AG obtained (524 J mol™) suggests that desorption process is non-spontaneous (AG >
0). For desorption isotherms of raw pinhdo we have previously reported a smaller value (192 J mol™).
This can be explained by starch gelatinization and higher affinity for water than raw pinhdo. For
desorption of starch materials McMinn et al (2005) found values between -1525 and 69 J mol™, for

oatmeal biscuit and oat flakes McMinn et al (2007) found values of 280 and 325 J mol™, respectively.
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Conclusions

In this work we present the desorption isotherms of cooked pinhdo, a seed widely consumed in both
Southern and Southeastern Brazil due to their high nutritious value. The results showed that
temperature has little effect on the desorption behavior. As expected, the equilibrium moisture content
decreased as water activity decreased at constant temperature. Within the temperature range studied, 15
to 40° C, and water activity range of 0.425 to 0.999, the Chirife model was found to best represent the
experimental data. The differential enthalpy of desorption was calculated and found to decrease as the
moisture content increased; and it was also found that this variable became almost constant as moisture
content of 0.3 kg water kg™ ds was approached; the differential entropy behaved similarly. Plots of
differential enthalpy versus differential entropy satisfied the enthalpy-entropy compensation theory
(isokinetic theory). Results suggested that desorption processes in cooked pinhdo are enthalpy-
controlled (isokinetic temperature > harmonic mean temperature) and not spontaneous (AG > 0) as

describe previously for raw pinhdo.
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6 CAPITULO VI - Artigo 4: “Drying kinetics of raw and cooked pinhdo
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Abstract

The seeds of Araucaria angustifolia, commonly known as pinhdo, are widely consumed in both
Southern and Southeastern Brazil due to their high nutritious value. The literature on the technological
aspects of this seed is still very scarce. In this work, drying behaviour of raw and cooked pinhdo was
studied at 55, 70 and 85°C. The Page and Logarithmic models are suitable to predict the moisture ratio
of pinhdo in a thin layer drying kinetics, among others. The effective moisture diffusivity was
calculated and increased as the drying air temperature increased. Values varied from 1.64 to 4.52 x 10°
"' m? s for raw pinhdo and from 1.18 to 3.17 x 10™"° m* s™ for cooked pinhdo. The high degree of
starch gelatinization of cooked pinhdo might affect the cell structure and increase the internal resistance

to moisture movement. The activation energy was found to be between 4.93 kJ mol™ and 20.93 kJ mol™

for pinhdo. Raw pinhdo presented higher values for activation energy than cooked pinhdo.

Keywords: Pinhdo, Araucaria angustifolia, seed, air drying, kinetic, effective diffusivity, activation

energy.
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Introduction

The drying of agricultural products has always been a significant contribution to the income of the
agricultural societies (Babalis, Papanicolaou, Kyriakis & Belessiotis, 2006). The basic objective in
drying food products is the removal of water in the solids up to a certain level, at which microbial
spoilage and deterioration chemical reactions are greatly minimized (Krodida, Karathanos, Maroulis &
Marinos-Kouris, 2003).

Conventional air-drying is the most frequently used dehydration operation in food and chemical
industry. Simulation models of these drying processes are used for designing new or improving
existing drying systems or even for the control of the drying process (Babalis & Belessiotis, 2004).
Also, good mathematical modeling of the drying process is an efficient tool for prevention of product
deterioration, excessive energy consumption, equipment stress and decreases in product yields (Olivas,
Molina, Pérez & Ortega, 1999). There are numerous empirical equations that simulate the drying
process, which are useful in modeling its kinetics, and can be used in the design of drying systems
(Kiranoudis, Maroulis & Marinos-Kouris, 1992).

Although a considerable amount of data has been reported in the literature regarding the thin-
layer drying modeling of various agricultural products (fruits, crops and vegetables) no information is
available on pinhdo (Araucaria angustifolia seeds). Drying is an important step on pinhdo flour
production, a product that does yet not exist in the market.

Brazilian Pine (Araucaria angustifolia) belongs to the Araucariaceae family and is the most
economically important native conifer species in Brazil (Zandavalli, Dillenburg & de Souza, 2004). It
is found in both Argentina and Brazil, stretching from southern states of Parand, Santa Catarina and Rio
Grande do Sul to northern Argentina. People in the South of Brazil usually consume the seeds of this
tree, known as pinhdo after being cooked and peeled or they are used as raw flour for regional dishes.
Pinhdo is considered a source of starch, dietary fiber, magnesium and copper and its intake produces a
low glycemic index (Cordenunsi, Menezes, Genovese, Dolli, Souza & Lajolo, 2004). Pinhdo is a
seasonal product, which is produced from April to August. Since the seeds have a high percentage of
moisture, they can be easily contaminated by molds during the stockpiling and difficulting its
commercialization. Nutritional and technological aspects of pinhdo are scarcely found in scientific
literature. We have previously reported desorption isotherms and thermodynamic properties of raw

pinhdo (Cladera-Olivera, Pettermann, Norefia, Wada & Marczak, 2008). However, no data on the
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drying behavior of this product are available for engineering design of drying. Therefore, the present
study was conducted with the following objectives: (1) to obtain the drying curves at different
temperatures for raw and cooked pinhdo peeled and cut in slices and for the entire seeds with external
coat, (2) to fit the experimental drying data obtained to drying models widely used to describe thin-

layer drying of agricultural products and (3) to calculate the effective diffusivity and activation energy.

Materials and methods

Materials

The Araucaria angustifolia seeds used in this study were purchased at a local market (Porto
Alegre, RS, Brazil). The seeds were cleaned with abundant water, dried at ambient conditions for 24-48
h, selected, pocked in polythene bags and stored at 5° C. Proximate composition of raw pinhdo was

described previously (Cladera-Olivera, Pettermann, Norefia, Wada & Marczak, 2008).

Drying kinetics were obtained for raw and cooked pinhdo after peeled (manually with a knife)
and cut into 5 mm thick slices. To cooked pinhdo the seeds were autoclavated for 50 min at 120°C
before peeled. Initial moistures of samples were 115.4 + 0.7 % (db) for raw pinhdo and 97.5 £ 0.8 %

(db) for cooked pinhdo (these values are the mean of three samples in duplicate).

Drying of pinhdo

Drying experiments were carried out in a simple cabinet dryer. The dryer mainly consists of a
centrifugal fan to supply the air, an electrical heater and a cabinet with inside dimensions of 45 cm x
43.5 cm x 50.5 cm. Hot air flow perpendicularly through the sample placed as a thin layer (L = Smm)
in trays. The drying cabinet could hold six trays made with stainless steel wire mesh (26 cm x 16 cm,
mesh size 1 mm x 1 mm). The dry bulb temperature inside the drying cabinet was controlled at 55, 70
and 85 °C + 3 °C and measured with a thermometer with an accuracy of + 0.5°C inserted in the drying
cabinet. Air velocity was maintained constant.

The dryer was turned on 30 min before the beginning of the experiments in order to reach
steady-state. Once the air temperature was stabilized, the trays were put inside. For each run six trays

were used (three for obtain samples to measure water activity and three for weight loss) with an initial
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weight of sample of about 200g, spread as a thin layer. The weight loss of the dried samples was
measured using a balance with an accuracy of 0.01 g, having a maximum capacity of 5000 g.

The weight of the material was measured in fixed time intervals (30 min) and recorded as a
function of time during 10 h. The moisture content has been determined for the fresh products through
the weight loss of a 10 g sample after heated in a conventional oven at 105°C (Biomatic 303, Porto
Alegre, RS, Brazil) until attaining constant weight using an analytical balance, in triplicate. Water
activity (at 25° C) was determined in a water activity instrument (AquaLab 3TE-Decagon, Pullman,
WA, USA). Analyses were carried out in triplicate and results were expressed as average value +
standard deviation.

The equilibrium moisture content (X.) was determined at each temperature after approximately

20 h of drying, when change in weight were less than 0.01g.

Mathematical modeling of drying Kkinetics
The experimental drying data obtained were fitted to a wide range of thin layer drying models
given in Table 6.1. In theses models, Xy is the dimensionless moisture ratio: X, = —;( — );
0 e
where Xg is the dimensionless moisture ratio, X, X, and X, are the moisture content at any time, the
equilibrium moisture content and the initial moisture content in dry basis (d.b), respectively. Models
were tested two times, calculating Xg using X, determined experimentally and using the simplification

X, = XL for long drying times (Thakor, Sokhansanj, Sosulski, & Yannacopoulos, 1999).

0

85



Table 6.1: Mathematical models applied to the drying curves.

Eq no. Equation Model name References
1 X, =exp(—k.r) Lewis Lewis (1921)
2 X, =a.exp(—k.) Henderson and Pabis Henderson and Pabis (1961)
3 X, = a.exp(—k.t)+b.exp(—g.1)+c.exp(—ht) Modified Henderson
and Pabis
4 X, =a.exp(=k.t)+c Logarithmic Togrul and Pehlivan (2004)
5 X, =a,.exp(—k, .t)+a,.exp(—k,.t) Two-term exponential ~ Saraf-Eldeen et al. (1980)
6 X, =exp(—k.t") Page Page (1949)
7 X, = a.exp(—(kt")) Modified Page Wang and Singh (1978)
8 X, =exp(—(k.H)") Overhults Overhults et al. (1973)
9 X,=1+at+a,t’ Wang and Singh Wang and Singh (1978)
10 t=alnX, +b.(nX,)’ Thompson Thompson et al. (1968)

The experimental data obtained was fitted using the non-linear regression module of Statistica
7.0 software (Statsoft, Tulsa, OK, USA) and the estimation method used was Quase-Newton.
Regressions were repeated with various initial values both above and below those that had been
calculated to confirm that convergence has been reached (Peleg, 1993). Statistical validity of models
was evaluated and compared by means of the coefficient of determination 1%, root mean square
difference  RMSD, reduced chi-square x2 and mean relative deviation modulus MRD. These

comparison criteria methods can be calculated as follows:

N

z (XR expi XR pred.i )2

RMSD =\|-= (11)
N
Z(XR expi XR pred.i )2
2 — i=1 12
b N (12)
100 N ‘XRexpi_XRprei
MRD = : - (13)
N ; XRexp,i

where Xg exp,i and Xg ,re; are, respectively, the measured value data and the estimated value through

fitting of the model, N is the number of observations, and p is the number of parameters.
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Calculation of effective diffusivity and activation energy

The mass conservation equation in cartesian coordenates, using the Fick’s equation for the mass
flux, in the falling rate period during drying, was solved by Crank (1975); the dimensionless moisture
ratio X, in terms of the effective diffusion coefficient, D,y 1s given by:

8 —7’D 1
XR = PCXP(T] (14)

where L is the thickness of the sample (m). In order to calculate D,y values, In(Xz) values were plotted
against time and D, values were estimated from the slope of the fitted curve. D,y values were
calculated twice, using the two values of Xg mentioned above.

The relationship between D,y values and drying temperatures is given by the Arrhenius

equation:

—-FE
D, =D,ex < 15
eff 0 p( RT j ( )

where Dy is the diffusion coefficient as time goes to infinity (m” s™), E, is the activation energy (J mol
1), R is the universal gas constant (8.314 J mol! K'l), and T is the absolute temperature (K). Activation

energies were calculated from the slopes of curves plotted as In(D.g) versus 1/T.
Results and discussion

Drying curves

The moisture content and water activity versus drying time for raw and cooked pinhdo at three
temperatures are giving in Figures 6.1, 6.2, 6.3 and 6.4, respectively. The drying rate versus moisture
content are shown in Figures 6.5 and 6.6 for raw and cooked pinhdo, respectively. It can be seen that
moisture decreases continuously with drying time and no constant drying rate period exists;
consequentely the drying process took place in the falling rate period. Drying rate decreases as the
moisture content decreases. During the falling rate period the drying is governed only by the water
diffusion in the solid. These results indicated that diffusion is the most likely physical mechanism

governing moisture movement in pinhdo.
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Figure 6. 1. The drying experimental data with the standard deviation bars for raw pinhdo.
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Figure 6.2. Changes in water activity for raw pinhdo during drying.
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Figure 6.3. The drying experimental data with the standard deviation bars for cooked pinhdo.
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As can be seen in the figures 6.1-6.4, the influence of the temperature on the drying kinetics
characteristics is greater for raw than for cooked pinhdo.

Table 2 present values of equilibrium moisture content for raw and cooked pinhdo determined
experimentally. It can be observed that values for raw pinhdo are smaller than values for cooked

pinhdo at each temperature probably due to the gelatinization of starch.

Table 6.2: Experimental equilibrium moisture for raw and cooked pinhdo at different drying
temperatures.

Equilibrium moisture (% db)

Temperature | Raw pinhdo | Cooked pinhdo
55°C 9.75 14.92

70° C 3.89 10.38

85°C 1.11 6.72

Table 6.3 and 6.4 presents the drying parameters and the values of R?, % and MRD of models

. S X
used for raw and cooked pinhdo, using the approximation X , = —.

0

Table 6.5 and 6.6 presents values using X, determined experimentally.

It can be observed that data using X, determined experimentally adjusts better to the models
tested, with high values of R? and lower of xz, RMSD and MRD. Comparing raw and cooked pinhdo,
data for raw pinhdo adjusts better to the models tested. Within the models, models number 4, 6, 7 and 8

(Logarithmic, Page, Modified Page and Overhluts) presented the best results.
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Table 6.3: Parameter estimation, R?, %, RMSD, and MRD of the ten drying models for air drying of

raw pinhdo at different temperatures considering the simplification X, = i
0
Eq T (C) Estimated values R’ xz RMSD MRD (%)
1 55 k =0.3683 0.9612 2399 x 107 0.0478 26.62
70 k = 0,6090 0.9846 1.013x 10°  0.0311 43.41
85 k =0.7786 0.9968 2.135x 10" 0.0143 46.09
2 55 a=009114 k=0.3309 0.9726 1.782x 10°  0.0401 20.95
70 a=0.9742 k=0.5919 0.9853 1.019x 10°  0.0304 42.02
85 a=0.9943 k=0.7741 0.9968 2.226x 10" 0.0142 45.70
3 55 a=0.3038 k=0.3309 b=0.3038
g=0.3309 ¢c=0.3038 h= 0.3309 0.9726 2.257x 107 0.0401 20.95
70 a=0.3247 k=0.5919 b=0.3247
g=0.5919 ¢c=0.3247 h= 0.5919 0.9853 1.291 x 10°  0.0304 42.02
85 a=0.3314 k=0.7741 b=0.3314
g=0.7741 ¢=0.3314 h= 0.7741 0.9968 2.820x 10" 0.0142 45.70
4 55 a=0.8811 k=0.4832 ¢=0.0934 0.9980 1.74x 10*  0.0110 4.07
70 a=0.9570 k=0.7086 c¢=0.0459 0.9992 5.763 x 10°  0.0070 8.93
85 a=0.9857 k=0.8234 c¢=0.0171 0.9992 5.982x 10°  0.0072 13.94
5 55 a; =0.4557 k,=0.3309 0.9726 1.991 x 10°  0.0401 20.95
a, =0.4557 k,=0.3309
70 a; =0.9237 k; =0.7525 0.9995 3.941 x 10°  0.0056 5.56
a, =0.0835 k,=0.0770
85 a; =04971 k,=0.7741 0.9968 2488 x 10" 0.0142 45.70
a, =0.4971 k,=0.7741
6 55 k =0.5047 n=0.7359 0.9965 2.263x 10" 0.0143 7.66
70 k=0.6843 n=0.8275 0.9919 5.586x 10*  0.0225 26.81
85 k=0.8040 n=0.9291 0.9976 1.646 x 10" 0.0122 36.28
7 55 a=1.0126 k=0.5164 n=0.7266 0.9967 2.293x 10*  0.0140 7.50
70 a=1.0158 k=0.7001 n=0.8159 0.9921 5.747 x 10" 0.0222 26.40
85 a=1.0078 k=0.8125 n=0.9223 0.9977 1.702 x 10" 0.0121 35.87
8 55 k=0.3949 n=0.7359 0.9965 2263 x 10" 0.0143 7.66
70 k=0.6323 n=0.8275 0.9919 5.586x 10" 0.0225 26.81
85 k=0.7907 n=0.9291 0.9976 1.646 x 10" 0.0122 36.28
9 55 a; =-0.2639 a,=0.0184 0.9027 6.325x 10°  0.0756 32.92
70 a;=-0.3144 a,=0.0234 0.7912 1.446 x 107 0.1144 109.77
85 a; =-0.3364 a, =0.0256 0.7149 1.991 x 10°  0.1342 333.39
10 55 a=-0.9930 b= 1.2066 0.9931 6.956 x 10°  0.2509 7.38
70 a=-0.1899 b=0.7885 0.9823 1.794x 10" 0.4028 13.70
85 a=-0.4816 b=0.3489 0.9896 1.053x 10" 0.3087 10.47
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Table 6.4: Parameter estimation, R?, 2, RMSD, and MRD of the ten drying models for air drying of

cooked pinhdo at different temperatures considering the simplification X, = L
0
Eq T (C) Estimated values R’ xz RMSD MRD (%)
1 55 k =0.3058 0.8538 6.612x 10° 0.0794 26.77
70 k=0.4012 0.8859 6.140x 10°  0.0765 38.57
85 k =0.5346 0.9305 3.889x 10°  0.0609 46.25
2 55 a=0.8478 k=0.2490 0.8991 4.828 x 10°  0.0661 20.60
70 a=0.8650 k=0.3331 0.9128 4.940x 107 0.0669 30.79
85 a=0.8993 k=0.4682 0.9426 3.380x 10°  0.0553 40.23
3 55 a=0.2826 k=0.2490 b=0.2826
g=0.2490 c=0.2826 h= 0.2490 0.8991 6.115x 10°  0.0661 20.60
70 a=0.2883 k=0.3331 b=0.2883
g=0.3331 ¢=0.2883 h= 0.3331 0.9128 6.257 x 10°  0.0669 30.79
85 a=0.3314 k=0.7741 b=0.3314
g=0.7741 ¢=0.3314 h= 0.7741 0.9968 4281 x10°  0.0553 40.23
4 55 a=0.8080k=0.5700 c=0.1810 0.9970 1.594 x 10" 0.0117 3.49
70 a=0.8536 k=0.6546 c=0.1353 0.9960 2.371x 10*  0.0143 6.68
85 a=0.8855 k=0.7263 c¢=0.0913 0.9971 1.812x 10" 0.0125 6.38
5 55 a; =0.4239 k; =0.2490
a, =0.4239 k, =0.2490 0.8991 5.395x 107 0.0661 20.60
70 a;=0.7415 k;=0.8413
a, =0.2641 k, =0.0856 0.9994 3.659x 10°  0.0054 1.14
85 a; =0.4497 k, =0.4682
a, =0.4497 k, =0.4682 0.9426 3.778 x 10°  0.0553 40.23
6 55 k =0.5231 n=0.5968 0.9804 9.397 x 10*  0.0292 8.12
70 k=0.6156 n=0.6112 0.9831 9.602 x 10*  0.0295 11.26
85 k=0.7226 n=0.6393 0.9897 6.088 x 10*  0.0235 15.54
7 55 a=1.0244 k=0.5450 n=0.5830 0.9811 9.589x 10*  0.0287 8.06
70 a=1.0212 k=0.6351 n=0.6002 0.9835 9.866 x 10" 0.0291 11.16
85 a=1.0131 k=0.7352 n=0.6326 0.9898 6.326 x 10" 0.0233 15.42
8 55 k=0.3377 n=0.5968 0.9804 9.397 x 10" 0.0292 8.12
70 k=0.4522 n=0.6112 0.9831 9.602 x 10*  0.0295 11.26
85 k=0.6016 n=0.6393 0.9897 6.088 x 10  0.0235 15.54
9 55 a; =-0.2519 a,=0.0180 0.8599 6.756 x 10°  0.0782 21.52
70 a; =-0.2760 a, =0.0201 0.7994 1.137x 107 0.1014 39.85
85 a; =-0.3008 a, =0.0224 0.7460 1.497 x 10°  0.1164 64.01
10 55 a=1.0325 b= 3.4132 0.9733 2.042x 107 0.4299 17.33
70 a=0.7901 b=2.3519 0.9864 1376 x 10" 0.3528 14.95
85 a=0.7351 b=1.6492 0.9730 2736 x 10" 0.4976 18.51
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Table 6.5: Parameter estimation, R?, >, RMSD, and MRD of the ten drying models for air drying of
raw pinhdo at different temperatures considering X, determined experimentally.

Eq T (°C) Estimated values R’ XZ RMSD MRD (%)
1 55 k =0.4820 0.9964 2.673E-04 0.0160 12.98
70 k=0.6797 0.9981 1.318E-04 0.0112 29.27
85 k=0.8024 0.9967 8.610E-05 0.0091 36.10
2 55 a=0.9666 k = 0.4655 0.9976 1.876E-04 0.0130 11.93
70 a=0.9964 k =0.6772 0.9981 1.378E-04 0.0112 28.87
85 a=0.9993 k =0.8018 0.9987 9.060E-05 0.0091 36.02
3 55 a=0.3222 k=0.4655b=0.3222
g=0.4655 ¢ =0.3222 h = 0.4655 0.9976 2.376E-04 0.0130 11.93
70 a=0.3321k=0.6772b=0.3321
g=0.6772¢=0.3321 h= 0.6772 0.9981 1.745E-04 0.0112 28.87
85 a=0.3331k=0.8018 b=0.3331
g=0.8018 ¢c=0.3331 h = 0.8018 0.9987 1.148E-04 0.0091 36.02
4 55 a=0.9624k=0.4832 ¢=0.0103 0.9980 1.678E-04 0.0120 25.27
70 a=0.9904 k=0.7086 c¢c=0.0127 0.9992 6.172E-05 0.0073 84.67
85 a=0.9953 k =0.8234 ¢ = 0.0075 0.9992 6.099E-05 0.0072 88.22
5 55 a; =0.4833 k; = 0.4655
a, =0.4833 k, = 0.4655 0.9976 2.097E-04 0.0130 11.93
70 a; = 04982k, =0.6772
a, =0.4982 k, =0.6772 0.9981 1.540E-04 0.0112 28.87
85 a; =0.4996 k; = 0.8018
a, =0.4996 k, = 0.8018 0.9987 1.013E-04 0.0091 36.02
6 55 k=0.5328 n=0.8976 0.9996 3.165E-05 0.0054 19.15
70 k=0.6979 n =0.9554 0.9985 1.108E-04 0.0100 21.64
85 k=0.8139n=0.9674 0.9989 7.826E-05 0.0084 27.79
7 55 a=0.9970 k = 0.5297 n = 0.9006 0.9996 3.286E-05 0.0053 18.88
70 a=1.0068 k =0.7052 n = 0.9489 0.9985 1.142E-04 0.0099 21.28
85 a=1.0057 k=0.8202 n = 0.9622 0.9989 8.071E-05 0.0083 27.15
8 55 k=0.4959 n=0.8976 0.9996 3.165E-05 0.0054 19.15
70 k=0.6863n=0.9554 0.9985 1.108E-04 0.0100 21.64
85 k=0.8082n=0.9674 0.9989 7.826E-05 0.0084 27.79
9 55 a; =-0.2882 a, = 0.0201 0.9027 7.546E-03 0.0826 194.81
70 a; =-0.3332 a, = 0.0252 0.7891 1.564E-02 0.1190 1049.85
85 a; =-0.3397 a, = 0.0258 0.7149 2.030E-02 0.1355 1965.80
10 55 a=-2.4071b=-0.0759 0.9937 6.327E-02 0.2393 8.10
70 a=-1.8458 b =-0.0347 0.9666 3.387E-01 0.5535 13.11
85 a=-1.4093b=0.0117 0.9839 1.626E-01 0.3836 8.20
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Table 6.6: Parameter estimation, R?, *, RMSD, and MRD of the ten drying models for air drying of
cooked pinhdo at different temperatures considering X, determined experimentally.

Eq T (°C) Estimated values R? XZ RMSD MRD (%)
1 55 k=0.5196 0.9906 6.412E-04 0.0247 28.14
70 k=0.5968 0.9888 7.527E-04 0.0268 38.92
85 k=0.6891 0.9914 5.532E-04 0.0230 43.83
2 55 a=0.9653k=0.5010 0.9919 5.800E-04 0.0229 25.06
70 a=0.9660k =0.5748 0.9900 7.096E-04 0.0253 35.86
85 a=0.9603 k=0.6601 0.9930 4.757E-04 0.0207 40.36
3 55 a=0.4220 k=0.3024 b =0.2924
g=0.8806 ¢=0.2924 h= 0.8806 0.9991 8.069E-05 0.0076 3.79
70 a=0.3220 k=0.5748 b =0.3220
g=0.5748 ¢=0.3220h = 0.5748 0.9900 8.988E-04 0.0253 35.86
85 a=0.3201 k=0.6601 b =0.3201
g=0.6601 c=0.3201 h= 0.6601 0.9930 6.026E-04 0.0207 40.36
4 55 a=0.9528 k=0.5749 ¢ =0.0355 0.9971 2.202E-04 0.0137 15.69
70 a=0.9552 k=0.6546 ¢ =0.0323  0.9960 2.969E-04 0.0160 39.29
85 a=0.9510 k=0.7263 ¢ =0.0240 0.9971 2.090E-04 0.0134 34.52
5 55 a; =0.4220 k,; =0.3024
a, =0.5849 k, =0.8806 0.9991 7.120E-05 0.0076 3.79
70 a; =0.4830 k; =0.5748
a, = 0.4830 k, =0.5748 0.9900 7.930E-04 0.0253 35.86
85 a; =0.4802 k; =0.6601
a, =0.4802 k, =0.6601 0.9930 5.317E-04 0.0207 40.36
6 55 k=0.5934 n=0.8532 0.9976 1.702E-04 0.0124 8.26
70 k=0.6753 n=0.8307 0.9969 2.219E-04 0.0142 11.78
85 k=0.7689 n=0.8211 0.9993 4.437E-05 0.0063 12.38
7 55 a=1.0109 k=0.6041 n=0.8443 0.9977 1.725E-04 0.0122 7.89
70 a=1.0110 k=0.6863n=0.8226 0.9970 2.271E-04 0.0140 11.69
85 a=1.0019 k=0.7709n=0.8197 0.9993 4.663E-05 0.0063 12.26
8 55 k=0.5424 n=0.8532 0.9976 1.702E-04 0.0124 8.26
70 k=0.6234 n=0.8307 0.9969 2.219E-04 0.0142 11.78
85 k=0.7261 n=0.8211 0.9993 4.437E-05 0.0063 12.38
9 55 a; =-0.3067 a, = 0.0229 0.8755 8.959E-03 0.0900 93.39
70 a; =-0.3088 a, = 0.0225 0.7994 1.424E-02 0.1135 207.08
85 a; =-0.3231 a, = 0.0241 0.7460 1.727E-02 0.1250 305.01
10 55 a=-1.6609 b= 0.2215 0.9977 2.054E-02 0.1363 3.26
70 a=-1.8089 b=0.0943 0.9859 1.429E-01 0.3595 9.74
85 a=-1.3669 b=0.1555 0.9899 1.023E-01 0.3043 6.49
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Calculation of effective diffusivity and activation energy

Experimental results were interpreted using Fick’s diffusion equation (eq.14). Values of D, for
different temperatures, calculated considering the simplification X, = XL@ and using value of X.
determined experimentally are presented in Tables 6.7 and 6.8, respectively. As expected, the values of
D,y increased with increasing temperature. The effective diffusivities of dried samples at 55-85° C
varied in the range of 1.64 and 4.52 x 10"° m* s for raw pinhdo and in the range of 1.18 and 3.17 x 10"
" m? s for cooked pinhdo. These values are comparable to 2-4.2x10™"° m” s for drying garlic slices in
temperature range of 50-90° C (Madamba, Driscoll, & Buckle, 1996), drying of corn 0.948-1.768x107"°
m* s in temperature range of 55-70° C (Doymaz & Pala, 2003), drying of Curcuma longa Rhizomes
1.77-9.30 x10° m? s in temperature range of 60-100° C (Mulet, Blasco, Garcia-Reverter, & Garcia-
Pérez, 2005), drying of hydrated native corn starch at 60°C, 5-23 x1071% m? s (Uzman & Sahbaz,

-1

2000), drying of two different granular starches 1-100 x107'® m* s in the temperature range of 40-

100°C (Marousis, Karathanos, & Saravacos, 1989), among others. Values of D,y calculated using the
approximation for Xr (X, =X£0) were smaller than values calculated using X, determined
experimentally because values of Xgr using the approximation are higher. Values for cooked pinhdo
were smaller than values for raw pinhdo probably due to the gelatinization of starch. As this seed have
a high content of starch (Cordenusi et al., 2002; Cladera-Olivera et al., 2008), high degree of starch
gelatinization (in cooked pinhdo) might affect the cell structure and increase the internal resistance to
moisture movement, which resulted in lower diffusivity (Maté, Quartaert, Meerkink, & van’t Riedt,
1998). Similar results were obtained by Leeratanarak, Sakamon, & Chiewchan (2006) comparing
different times of blanching for drying of potato chips. However, comparing effective diffusivities of
cooked and normal tarhana dough, a traditional Turkish fermented food product, Ibanoglu & Maskan

(2002) reported greater values for cooked samples under the same drying conditions.
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considering the simplification X, = XL

0

Table 6.7: Effective diffusivities for raw and cooked pinhdo at different drying temperatures,

Effective diffusivity (m”s ") x 10" | Activation energy (kJ mol ™)
Temperature | Raw pinhdo | Cooked pinhdo Raw pinhdo | Cooked pinhdo
55°C 1.64 1.18
70° C 2.20 1.34 20.93 10.17
85°C 3.12 1.61

considering X, determined experimentally.

Table 6.8: Effective diffusivities for raw and cooked pinhdo at different drying temperatures,

Effective diffusivity (m°s™) | Activation energy (kJ mol™)
Temperature | Raw pinhdo | Cooked pinhdo | Raw pinhdo | Cooked pinhdo
55°C 3.33x 10" [2.72x 107
70° C 3.99x 107 [2.99x 107 9.94 4.93
85°C 452x 107 [3.17x 10

The activation energy (E,) was calculated by plotting the natural logarithm of D,y versus
reciprocal of the absolute temperature as presented in Figure 6.7 and 6.8 (considering the

approximation for X and the value calculated using experimental X,, respectively).
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temperature for raw and cooked pinhdo using the experimental value of X, to calculate Xk.



The plots were found to be a straight line (r* >0.98) in the range of air temperatures studied,
indicating Arrhenius dependence. The activation energy for diffusion calculated from the slopes of
straight lines of Figure 6.7 was found to be 20.93 kJ mol” for raw pinhdo and 10.17 kJ mol™ for
cooked pinhdo. Using data of Figure 6.8, values find were 9.94 kJ mol™ for raw pinhdo 4.93 kJ mol™
for cooked pinhdo. Cooking resulted in a decrease in the activation energy. This is an indication of the
lower energy needed to remove water from pinhdo cooked prior to drying. Similar results were
obtained comparing cooked and normal tarhana dough (Ibanglu & Maskan, 2002). Howerver this is
not in concordance with values for D,y obtained. Values of E, obtained in this work for pinhdo are
lower than the range of 15 and 95 kJ mol™ reported by several authors for various foods (Guiné &
Fernandes, 2006; Doymaz, 2004). However, in various cases, calculations were made using the
simplification for Xg. Marousis et al. (1989) obtained values between 3.9 and 9.2 kcal mol” for
different granular starches (16.3-38.5 kJ mol'l) and Uzman & Sahbaz (2000) obtained values between
13.8 and 20.5 kJ mol™" for hydrated native corn starch.

Conclusions

In this work, the drying kinetics of raw and cooked pinhdo were investigated at 55, 70 and 85°C.
The Page and Logarithmic models are suitable to predict the moisture ratio of pinhdo in a thin layer
drying kinetics. The effective moisture diffusivity increased as the drying air temperature increased.
Effective diffusivity values varied from 1.64 to 4.52 x 10" m? s for raw pinhdo and from 1.18 to 3.17
x 10" m? s for cooked pinhdo. The high degree of starch gelatinization might affect the cell structure
and increase the internal resistance to moisture movement for cooked pinhdo. The temperature
dependence of the effective diffusivity was described by an Arrhenius type equation. The activation
energy was found to be 20.93 or 9.94 kJ mol™ for raw pinhdo using or not the simplification for Xg,

respectively; and 10.17 or 4,93 kJ mol™ for cooked pinhdo.
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Abstract

Moisture adsorption isotherms of pinhdo flour were determined at temperatures ranging from 10 to
40°C and water activity ranging from 0,11 to 0,98. Results show that the Chirife model most
appropriately represents the experimental data. The isosteric heat of sorption (differential enthalpy) was
calculated and decreased as moisture content increased, becoming almost constant at 0.3 kg water kg™
dry solids. The enthalpy-entropy compensation theory was applied to adsorption isotherms and the
isokinetic temperature for pinhdo flour was calculated by plotting the differential enthalpy versus

differential entropy. It was found that the adsorption process investigated was enthalpy controlled.

Keywords: Pinhdo, Araucaria angustifolia, flour, sorption isotherms, thermodynamic properties.

102



Introduction

Brazilian Pine (Araucaria angustifolia) belongs to the Araucariaceae family and is the most
economically important native conifer species in Brazil (Zandavalli, Dillenburg & de Souza, 2004). It
is found in both Argentina and Brazil, stretching from southern states of Parand, Santa Catarina and Rio
Grande do Sul to northern Argentina. People in the South of Brazil usually consume the seeds of this
tree, known as pinhdo after being cooked and peeled or they are used as raw flour for regional dishes.
Pinhdo is considered a source of starch, dietary fiber, magnesium and copper and its intake produces a
low glycemic index (Cordenunsi, Menezes, Genovese, Dolli, Souza & Lajolo, 2004). Pinhdo is a
seasonal product, which is produced from April to August. Since the seeds have a high moisture
content, they can be easily contaminated by mushrooms during the stockpiling, jeopardizing its
commercialization. Nutritional and technological aspects of pinhdo are scarcely found in scientific
literature and there are no reports at all about moisture sorption models for pinhdo flour.

The sorption isotherms describe the relationship between water activity (equilibrium relative
humidity) and the equilibrium moisture content of a given food at constant temperature; these represent
an extremely valuable tool for food scientists and technologists since it can be used to predict potential
changes in food stability, for storing method determination, packaging and ingredients selection, design
and optimization of drying equipment. Several mathematical equations can be found in literature
describing water sorption isotherms and nine of these equations are used in this work.

Thermodynamics is one of the approaches used in order to understand the properties of water
and calculate energy requirements associated with heat and mass transfer in biological systems. Some
thermodynamic functions employed in the analysis of sorption behavior in biological systems include
the total heat of sorption, differential enthalpy, differential entropy and enthalpy-entropy compensation,
which are calculated from sorption isotherms. The total heat of sorption (4H) is the total energy
required to transfer water molecules from vapor state into a solid surface or vice-versa. It is useful, for
example, in predictive drying models and in the design of drying equipment (Fasina, 2006). The
isosteric heat of sorption or differential enthalpy (4h) is the total heat of sorption minus the latent heat
of vaporization for water and is a measure of the water-solid binding strength (McMinn & Magee,
2003). This is a vital property, which is employed for both design work and qualitative understanding
of the water state on the food surface (Tolaba, Peltzer, Enriquez & Pollio, 2004). The differential

entropy (4s) of a material is proportional to the number of available sorption sites at a specific energy
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level (Madamba, Driscoll & Buckle, 1996). Gibbs free energy (4G) may be indicative of the affinity of
sorbents for water and provides a criterion to whether water sorption occurs as a spontaneous process
or not (Telis, Gabas, Menegalli & Telis-Romero, 2000; Apostolopoulos & Gilbert, 1990). Enthalpy-
entropy compensation theory (or isokinetic theory) is used to evaluate physical and chemical
phenomena such as sorption reactions. The theory states, in order to minimize free energy changes due
to these phenomena, that: (i) the compensation (by changing A4h or As) arises from the nature of the
interaction between the solute and solvent causing the reaction and (ii) the relationship between the
enthalpy and entropy for a specific reaction is linear (Labuza, 1980; Madamba et al., 1996). Ferro-
Fontan, Chirife, Sancho & Iglesias (1982) suggested the existence of a linear relationship between
enthalpy and entropy for water sorption in some foods, which is confirmed by several other authors
(Madamba et al., 1996; Telis et al., 2000; McMinn & Magee, 2003; Fasina, 2006).

The present work aims to: (1) obtain adsorption isotherms of pinhdo flour at selected
temperatures by using mathematical models described in literature, (2) determine some thermodynamic
functions (differential enthalpy and entropy) and (3) evaluate the application of the enthalpy-entropy
compensation theory. Since information on pinhdo flour has never been placed in literature, the

proximate composition of this product was also determined.

Materials and methods

Experimental procedure

Materials

The chemicals were from Quimex (Sdo Paulo, SP, Brazil), Labsynth (Diadema, SP, Brazil),
Nuclear (Diadema, SP, Brazil) and Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brazil).

The Araucaria angustifolia seeds used in this study were purchased at a local market (Porto
Alegre, RS, Brazil). The seeds were cleaned with abundant water, dried at ambient conditions for 24-48

h, selected and stored at -20° C in polythene bags.

Flour production
Firstly the seeds of pinhdo were defrozen at the ambient condition. Then, the seeds were peeled

manually with a knife, the internal coat was removed and the seeds were cut into 5 mm thick slices
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approximately. After that, the slices were dried in a convective bin dryer (designed in the Institute of
Food Science and Technology of Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil) at
70°C for 10 h and finally milled to flour in a variable speed rotor mill (Pulverisette 14 - Fritsch, Idar-

Oberstein, Germany) to pass a Tyler N° 35 mesh screen.

Proximate composition

Proximate composition (moisture, protein, fat, ash, crude fiber, starch), total acidity and pH of
the pinhdo flour were determined. The total protein content was determined by the Kjeldahl method
according to the method 979.09 of AOAC (1990), using a Tecator digestor (Perstorp Analytical Co.,
Sweden). The conversion factor used was %N x 5.75. Ash was determined by incineration in a muffle
furnace (Temco, Iowa, USA) at 550° C (method 923.03 of AOAC, 1990). Crude fiber was determined
as ash after acidic and basic digestion according to the Method 962.09 of AOAC (1990). Lipids were
extracted in a Soxhlet extractor (Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil) with petroleum ether (6 h) without acid
digestion and were determined gravimetrically. Starch was determined by direct acid hydrolysis and by
determining the amount of glucose in filtrate with Lane-Eynon volumetric method (Pearson, 1975).
Moisture content was calculated through the weight loss of a 10 g sample after heated in a conventional
oven at 105°C (Biomatic 303, Porto Alegre, RS, Brazil) until attaining constant weight. Water activity
(at 25° C) was determined in a water activity instrument (AqualLab 3TE-Decagon, Pullman, WA, USA).
For pH analysis, 10 g of the sample were mixed with 75 mL of water at 25 °C and the pH was
measured after 1 h with a digital pH-meter (Quimis Q-400M, Sao Paulo, Brazil). Total acidity was
determined with 0.1 N sodium hydroxide titration, by using phenolphthalein as indicator, according to
the Method 942.15 (AOAC, 1990) and expressed as mL of NaOH 0.1 N g'l. Analyses were carried out
in triplicate and results were expressed as average value + standard deviation in percentage and in wet

basis (wb).

Adsorption isotherms

Adsorption isotherms were determined through the employment of the static gravimetric
method recommended by the COST 90 Project (Speiss & Wolf, 1983) using 10 saturated salt solutions
(lithium chloride, potassium acetate, magnesium chloride, potassium carbonate, potassium nitrite,
sodium chloride, potassium chloride, barium chloride and copper sulfate) with relative humidities

ranging from 11% to 98% (Young, 1967). Samples of about 5 g of pinhdo flour were placed in small
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plastic cups and then stored inside sealed jars, having their respective solution for each different
relative humidity. The jars were placed in an air-circulating, thermally-insulated, temperature-
controlled equipment (BOD TE 381 Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil) maintained at the specified
temperature within * 0.3° C, until equilibrium had been reached (between 30 and 40 days). After the
first 15 days, samples were weighed every 4 days in order to verify if equilibrium had been reached in
analytical balance. With the purpose of preventing microbial spoilage of samples, crystalline tymol
was placed in the jars where high water activities occurred (aw > 0.7) (Wolf, Spiess & Jung, 1985).

After the equilibrium had been reached, moisture content was determined as described above.

Data analysis

Isotherm models

The experimental data for the adsorption isotherms obtained was fitted to nine moisture sorption
isotherm models presented in Table 1 using the non-linear regression module of Statistica 5.0 software
(Statsoft, Tulsa, OK, USA). Regressions were repeated with various initial estimated values both above
and below those that had been calculated to confirm whether or not convergence was reliable (Peleg,

1993). For BET model only values of aw < 0.5 were used.
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Table 7.1: Sorption isotherm models used in this work.
Name of the equation Equation

BET (Brunauer et al., aw 1 + (C-Daw
1938) l-awX X,C X,C
GAB (Guggenheim- X, C.K.aw

X =
Anderson-de Boer) (Van (1= K.aw)x(1— K.aw+C.K.aw)
den Berg, 1985)

Halsey (Halsey, 1948) ( A j
aw=exp| - —

Peleg (Peleg, 1993) X =k,.aw" +k,.aw"

Oswin (Lomauro et al., aw )

1985) X = A.( j
1—aw

Chung - Pfost (Chung & In(aw)=—A.exp(—B.X)
Pfost, 1967)
Henderson  (Henderson, (]-gaw)= exp(A.X ")

1952)

Chirife (Castillo et al., X =exp[A+ B.In(C —Inaw)|
2003)

Smith (Smith, 1947) X = A+ (B.log(1-aw))

Abbreviations: X, equilibrium moisture content (kg water kg dry solids); aw, water activity;
X, monolayer moisture content (kg water kg'1 dry solids); A, B, C, K, kj, k, nj, ny, k, are parameters of
the equations.

The goodness of fit of the different models was evaluated with the coefficient determination (%)
and the mean relative deviation modulus (MRD). MRD has been widely adopted throughout the

literature to evaluate the accuracy of the fit of isotherm models and is defined by:

100 & X - X,
MRD—N; X ?

ey

where X,; and X, are, respectively, the measured and predicted equilibrium moisture content (kg water
kg dry solids) and N is the number of data points. The lower the values of MRD the better fit of the
model and MRD values below 10% generally indicate an adequate fit for practical purposes (Lomauro,
Bakshi & Labuza, 1985).

Statistical differences between the isotherms were tested using Tukey’s Studentized range test

for variable temperature.
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Calculation of the isosteric heat (differential enthalpy) of adsorption and the differential entropy
The differential enthalpy and entropy of sorption can be determined from moisture sorption data
by using the following equation (Fasina, Sokhansanj & Tyler, 1997; Fasina, Ajibola & Tyler, 1999):

Ah  As
1 =——+—(2
(naw)X o R 2)

where aw represents the water activity, Ak the differential enthalpy of sorption (J mol™), As the
differential entropy (J mol™ K'l), R the universal gas constant (J mol™ K'l), X the equilibrium moisture
content (kg water kg™ dry solids) and 7 the absolute temperature (K).

The total heat of sorption AH (J mol") can be obtained from the following equation:

AH =Ah+AH,,  (3)

where A4H,,, is the latent heat of vaporization of free water (J mol'l).

The differential enthalpy of sorption (4h) was calculated with basis on Eq. (2), where In(aw) was
plotted versus 1/7 for a certain moisture content thus determining the slope of the curve, which is equal
to —4h/R; the differential entropy is obtained from the linear coefficient (4s/R) of the straight (McMinn
& Magee, 2003). The model that best describes the experimental sorption data for pinhdo flour was

used to determine the aw value for each moisture content.

Enthalpy-entropy compensation theory (isokinetic theory)

Ferro-Fontan et al. (1982) suggested the existence of a linear relationship between enthalpy and
entropy for water sorption in some foods and this is confirmed by several other authors (Madamba et
al., 1996; Telis et al., 2000; McMinn & Magee, 2003; Fasina, 2006). The isokinetic temperature,
evaluated from the slope of the straight, represents the temperature at which all reactions in series
proceed at the same rate (Heyrovsky, 1970). The compensation theory proposes a linear relationship
between 4h and As (Leffler & Grunwald, 1963; Telis et al., 2000; McMinn, Al-Muhtaseb & Magge,
2005):

Ah=T;As+AG, 4)

where T (K) is the isokinetic temperature and AGg (J mol'l) is the free energy at 7 and these values
were obtained by linear regression. From a thermodynamic viewpoint, the free energy change (4G) can

be used as an indicative of the sorbent affinity for water, hence providing a criterion as to whether
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water sorption is a spontaneous (AG<0) or non-spontaneous (AG>0) process (Apostolopoulos &
Gilbert, 1990).

As proposed by Krug, Hunter & Grieger (1976a, 1976b) a statistical analysis test can be used to
corroborate the compensation theory, by comparing T with the harmonic mean temperature, defined

as:

T, =——— 5)

where 7 is the total number of isotherms used.
The compensation theory only applies if Tg # Tj,. An approximate (1-0)100% confidence
interval for 73 may be calculated from the following equation (Beristain, Garcia & Azuara, 1996; Telis

et al., 2000):

Ty =Ts=xt, 5 qnVar(Tz) (6)

where:
(A - AR)As - As)
B~ —\2 )
z (As - As)
and
Var(r, ) - 3 (Ah—AG s ~T, AS) )

(m-2).3" (a5 - AS)
where m is the number of (4h, A4s) data pairs, Ah the average enthalpy, As the average entropy and

AG the average free energy.

Results and discussion
Proximate composition

To prepare 1 kg of pinhdo flour, 2,8 kg of pinhdo (with coats) were necessary since roughly 30% of

the seed weight is represented by its coats and its moisture content is very high (about 50% wb).
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Moisture represents 5.83 £ 0.02 % (wb) of the pinhdo flour and the water activity was 0.305 £ 0.030
(at 25°C). Starch is the main component with 63.9 + 0.5 %. Other components included: protein, 5.29 +
0.06%; crude fiber, 1.54 £ 0.28%; lipid 2.35 = 0.05% and ash 2.52 + 0.10%. These results show that
pinhdo flour is a good source of complex carbohydrates, just like raw pinhdo. The acidity was found to

be 3.02 £ 0.07 mL of 0.1N NaOH and pH was equal to 5.7 £ 0.1.

Adsorption isotherms

Figure 7.1 shows the experimental values of equilibrium moisture content of pinhdo flour as a
function of water activity at different temperatures. The experimental data represent the mean of three
replications. The standard deviation for the equilibrium moisture content (kg water kg dry solids) of
each experimental point was within the range of 0.0003-0.008. As expected, the equilibrium moisture
content (EMC) decreased as the water activity (aw) decreased at constant temperature. The adsorption
isotherms of pinhdo flour showed the typical sigmoid shape of Type II, according to the BET
classification. This is in agreement with the results obtained for semolina and farina (Erbas, Ertugay &
Certel, 2005), potato (McMinn & Magee, 2003; Kaymak-Ertekin & Gedik, 2004), starch powders (Al-
Muhtaseb, McMinn & Magee, 2004a) and for many other products. The main component of pinhdo
flour is starch (63.9% db), which consists of both crystalline and amorphous regions. The starch
sorption isotherm is attributable to hydrogen-bonding of water molecules to the hydrogen-bonding of
water molecules to the available hydroxyl groups of the substrate, i.e. those in the amorphous regions
and on the surfaces of the crystallites (Urquhart, 1959). The crystalline regions typically exhibit
resistance to solvent penetration. Hence, water affect is very small and the mobility of the amorphous
regions is restricted. However, as the water activity increases, the sorbed moisture causes a subsequent
swelling of the biopolymer, the degree of crystallinity decreases, and there is an increase availability of
the polar groups to the water molecules and, finally, the swelled polysaccharide forms a solution (Al-

Muhtaseb, McMinn & Magee, 2004a).
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Figure 7.1: Experimental values of equilibrium moisture content (dry basis) as a function of
water activity for pinhdo flour at different temperatures.

The analysis of Figure 7.1 also indicates that, in the range of the temperature used (between 10 and
40° C), the adsorption isotherms of pinhdo flour were close to each other at different temperatures.
However, statistical differences between isotherms were tested using Tukey’s Studentized range test
and difference (p<0.05) was obtained between all temperatures except between 10 and 20°C. Since
pinhdo flour is rich in starch and protein, these components affect the sorption data considerably,
because protein and starch are macromolecules rich in polar sites such as -OH and —H groups, which
behave as active (polar) sorptions centres (Erbas et al., 2005). For semolina, a product rich in both,
starch and protein, Erbas et al. (2005) found a significant effect of temperature (between 20 and 60°C)
on sorption behavior; however, Hebrard et al. (2003) reported that changes in temperature (between 25

and 45°C) seemed to have no effect on the isotherms of this product.

Table 7.2 shows the fitting constants of the selected models, the coefficient determination and the

mean relative deviation modulus (MRD). Chirife model best describes the experimental data
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throughout the range of temperature studied, followed by the GAB model. The Chirife model gives
MRD values ranging from 0.99% to 6.44% (average value 3.34%). Other empirical models (Halsey and
Peleg) also give good fits with average MRD of 3.59 and 4.14 respectively (result not shown).
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Table 7.2: Estimated values of coefficients and mean relative deviation modulus (MRD) obtained
for selected sorption models applied to experimental adsorption data for pinhao flour

Temperature Average
Model Constant
ode onstan 10°C 20°C 30°C 40°C
BET(with Xm 0.0605 0.0604 0.0558 0.0525
experimental C 201,34 38.19 63.93 25.05
points ataw 2 0.9650 0.9722 0.9516 0.9632
<0.5) MRD (%)  3.45 3.43 3.13 4.68 3.67
X 0.0660 0.0604 0.0577 0.0517
C 241.3 70.5 89.8 40.2
GAB K 0.8254 0.8768 0.8447 0.8978
e 0.9991 0.9961 0.9894 0.9962
MRD (%) 1.27 4.31 4.13 4.43 3.54
A 0.00710 0.00897 0.00884 0.00759
Halsey B 2.09503 1.96381 1.91400 1.93544
. 0.9997 0.9997 0.9933 0.9956
MRD (%) 1.72 2.04 4.35 6.23 3.59
Kk, 0.18502 0.18967 0.13876 0.14688
Kk, 0.57541 0.57390 0.51348 0.40888
Peleg n 0.56177 0.65265 0.44702 0.58879
n, 16.64885 15.25297 10.62800  9.97588
. 0.9970 0.9979 0.9997 0.9981
MRD (%)  6.05 542 2.10 2.99 4.14
A 0.11013 0.10747 0.10089 0.09685
Oswi B 0.43398 0.45991 0.46894 0.45679
swin )
r 0.9931 0.9963 0.9895 0.9971
MRD (%)  9.80 8.14 11.73 5.76 8.86
A 2.41682 2.25529 2.30348 2.41938
B 9.71330 9.33380 10.06193  11.23833
Chung-Pfost 7
r 0.8898 0.9009 0.8963 0.9306
MRD (%)  27.60 28.95 30.19 24.87 27.90
A -6.75778 -6.42535 -6.78527  -8.21692
B 0.93339 0.91137 0.91681 1.01031
Henderson 5
r 0.9357 0.9504 0.9493 0.9655
MRD (%)  29.69 28.71 29.10 23.11 27.65
A -2.34507 -2.40885 251639 -2.57765
B -0.46009 -0.51916 -0.58317  -0.61225
Chirife C -0.00237 0.00156 0.01105 0.02152
P 0.9998 0.9998 0.9946 0.9988
MRD (%)  0.99 2.18 6.44 3.77 3.34
A 0.02277 0.01549 0.01500 0.01746
. B -0.29683 -0.31182 -0.29315 -0.26405
Smith )
r 0.9431 0.9513 0.9512 0.9747
MRD (%) 19.78 19.73 20.96 14.07 18.64

Treatments of sorption data according to the BET and GAB equations (theoretical models) allow the

evaluation of monolayer moisture content values (X,,) of foods. This is an important parameter in food
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storage and deterioration. The values of monolayer moisture content of pinhdo flour estimated with
BET and GAB models can also be observed in Table 7.2 and are in the acceptable range for food
products. Labuza (1984) indicated 10% (db) as the maximum monolayer moisture content for foods.
The monolayer values decreased as temperature increased calculated by both equations. Similar results
were found by several authors (McLaughlin & Magee, 1998; Cassini, Marczak & Norefia, 2006; Erbas
et al., 2005; Ayranci & Duman, 2005). The X, values obtained using BET and GAB models were
approximately equal to each other. It has been observed by several authors that the monolayer moisture

content by BET is lower than the GAB value (Timmermann, Chirife & Iglesias, 2001).

Isosteric heat of sorption (differential enthalpy) and differential entropy

The differential enthalpies of adsorption of pinhdo flour were calculated by applying Eq. (2). The
Chirife model, which best describes the experimental adsorption data, has previously been used to
determine aw values for each equilibrium moisture content. Fig. 7.2 shows the results obtained, where
the differential enthalpy of adsorption was plotted against the equilibrium moisture content. The
analysis of this figure reveals that the differential enthalpy has a strong dependence on moisture content
at low equilibrium moisture contents, since the energy required for sorption increases at low
equilibrium moisture contents. Isosteric heats of sorption are high at low moisture contents (<0.15 kg
water kg'1 ds), decrease sharply as the moisture content increases and become almost constant at 0.3 kg

water kg™ ds.
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Figure 7.2: Differential enthalpy of adsorption of pinhdo flour as a function of equilibrium
moisture content.

The As values for sorption at given moisture content were also calculated by linear regression using
Eq. (2). It was assumed that, at a specific moisture content, 47 and As did not vary with temperature
(Aguerre, Suarez & Viollaz, 1986). These results are shown in Fig.7.3, which presents the differential
entropy as a function of the moisture content. This figure indicates that the differential entropy also
displays a strong dependence on moisture content at low equilibrium moisture contents and increases

sharply at moisture content below 0.15 kg water kg™ ds.
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Figure 7.3: Differential entropy of adsorption of pinhdo flour as a function of equilibrium
moisture content.

Enthalpy-entropy compensation theory
Figure 7.4 shows the differential enthalpy (4h) versus differential entropy (4s). As can be noted, a
linear relation between these variables was obtained (with a coefficient determination P o= 0.993),

indicating that compensation exists. The parameters 75 and AG, (Eq.4) were calculated from the data

by means of linear regression. The isokinetic temperature (75 ) is the temperature at which all sorption
reactions will take place at the same rate. A value of 398 * 18 K (within a 95% confidence interval) for
adsorption of pinhdo flour was found. For adsorption isotherms of starch materials, McMinn et al
(2005) found values between 366.8 and 466.8 K. For quinoa grains, Tolaba et al. (2004) found a value
of 361.0 K, for garlic, Madamba et al. (1996) found a value of 348 = 9 K, for oatmeal biscuit and oat
flakes, McMinn, McKee & Magee (2007) found values of 430.9 + 1.88 and 443.4 + 0.91, respectively.
Values between 458 and 475 K were obtained for adsorption and desorption of persimmon skin and
pulp (Telis et al., 2000). The harmonic mean temperature (Eq.5) was calculated and a value of 297.7 K
was found. This value is significantly different from 7, confirming the suitability of the isokinetic

theory.
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Figure 7.4: Differential enthalpy as a function of differential entropy for pinhdo flour.

According to Leffler (1955), if Tg> T, the process is enthalpy driven, while if 73< T}, the process
is entropy controlled. As the former condition is satisfied in this study, adsorption mechanism can be
considered to be enthalpy-driven. McMinn et al (2005), Aguerre et al. (1986) and Beristain et al. (1996)
also reported an enthalpy-controlled mechanism in the sorption of starch materials.

The value of AG obtained (339 J mol™) suggests that adsorption process is non-spontaneous (AG >
0). For adsorption isotherms of starch materials McMinn et al (2005) found values between -1525 and
691 mol'l, for oatmeal biscuit and oat flakes McMinn et al (2007) found values of 280 and 325 J mol'l,

respectively.

Conclusions
The seeds of Araucaria angustifolia, commonly known as pinhdo, have high nutritious value and
are widely consumed in the south of Brazil. The literature about technological aspects of pinhdo is very
scarce and partly motivated by this lack of information this work presents the adsorption isotherms of
pinhdo flour. The results showed that temperature has little effect on the adsorption behavior. As
expected, the equilibrium moisture content decreased as water activity decreased at constant
temperature. Within the temperature range studied, 10 to 40° C, and water activity range of 0.11 to
0.98, the Chirife model was found to best represent the experimental data. The differential enthalpy of
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adsorption was calculated and found to decrease as the moisture content increased; and it was also
found that this variable became almost constant as moisture content of 0.3 kg water kg ds was
approached; the differential entropy behaved similarly. Plots of differential enthalpy versus differential
entropy satisfied the enthalpy-entropy compensation theory (isokinetic theory). Results suggested that
adsorption processes in pinhdo flour are enthalpy-controlled (isokinetic temperature > harmonic mean

temperature) and not spontaneous (4G > 0).
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8 CAPITULO VIII - Artigo 6: “Producao de farinha de pinhao e aplicacao no

desenvolvimento de p6 para o preparo de suflé”
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Resumo

O consumo do pinhdo é usualmente realizado apds cozimento, sendo que a comercializacdo de
produtos a base de pinhdo € escassa e fica geralmente restrita a feiras regionais. O desenvolvimento de
novos produtos a base de pinhao pode consolidar a sua cadeia produtiva e fornecer uma renda extra aos
pequenos produtores. Este trabalho teve como objetivo a producdo de farinha de pinhao variando as
seguintes condi¢des de processo: utilizagdo de pinhdo cru e cozido e secagem de ambos em diferentes
temperaturas (55, 70 e 85°C). As farinhas produzidas com pinhao cozido apresentaram cor mais escura,
com uma luminosidade menor (Lgg.= 75,8) e coordenada de cromaticidade maior (amegia= 6,9),
quando comparadas com as farinhas de pinhdo cru (Lp¢gia= 89,0; amedsia= 2,1). A temperatura de
secagem também influenciou a cor das farinhas produzidas com pinhdo cru. Através de andlise
multivariada dos dados foi possivel agrupar as amostras. Com as farinhas obtidas foi desenvolvida uma
mistura para o preparo de suflé de pinhdo. A partir dos resultados da analise sensorial constatou-se que
o suflé produzido com a farinha de pinhdo cozido apresentou maior aceitagdo, obtendo-se um produto

que une praticidade, inovagao e apelo regional.

Palavras-chave: Pinhdo, Araucaria angustifolia, farinha, suflé, desenvolvimento novos produtos.
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Introducao

O pinhdo (semente comestivel da Araucaria angustifolia) possui excelentes caracteristicas
nutritivas e energéticas. A sua distribui¢do geogréfica inclui a Argentina e o Brasil, onde se concentra
nos estados de Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Zandavalli et al., 2004). O consumo do
pinhdo € realizado apds cozimento, sendo que a comercializacdo de produtos a base de pinhdo € rara e
fica geralmente restrita a feiras regionais. A comercializacdo do pinhdo ndo € apenas um incremento
para a renda familiar durante o inverno, mas também uma forma de sobrevivéncia para diversas
familias do sul do Brasil (BRDE, 2005). No entanto, o pinhdo € atualmente explorado com escassas
normas ecoldgicas e as vezes de forma depredatéria. O desenvolvimento de novos produtos a base de
pinhdo e conseqiiente aumento das opg¢des tecnoldgicas do aproveitamento da semente pode colaborar
na consolidacdo de sua cadeia produtiva. Isto € importante para o desenvolvimento regional e pode
constituir-se em elemento para a preservacao da Araucdria, ameacada de extincdo. Segundo Santos et.
al. (2002), para que o consumo e a producao de pinhdo se desenvolva, estendendo este hdbito alimentar
para outras regides e paises, faz-se necessdrio pesquisas sobre o desenvolvimento de técnicas de
conservacdo e industrializacdo disponibilizando-o nas demais estacdes do ano. Apesar de sua
importancia regional como alimento e fonte de renda alternativa para muitas familias de agricultores no
sul do pais, esta atividade ndo tem merecido estudos de impacto ecoldgico, econdmico ou social
(Silveira et al., 2007) e pouca aten¢do tem sido dada a pesquisas sobre os varios aspectos que envolvem
seu consumo (Santos et al., 2002). A literatura a respeito de aspectos tecnolégicos deste produto €
praticamente nula.

As sementes podem ser consideradas como fonte de amido, fibra dietética, magnésio e cobre o
seu consumo apresenta um baixo indice glicémico (Cordenunsi et al., 2004). O pinhdo tem uma
umidade e uma atividade de 4gua muito altas, facilitando o crescimento de fungos durante a estocagem,
dificultando a sua comercializacdo (Cladera-Olivera et al., 2008). H4 pouco ou nenhum estudo sobre
armazenamento ou processamento do pinhdo, consequentemente, este produto ndo é encontrado apds a
safra (Kramer et al., 2001). Um dos processos empregados pela tecnologia de alimentos, com a
finalidade de obter produtos estdveis a partir de sementes, é a producdo de farinhas. Esta seria também
uma forma de ampliar o consumo do pinhio, ja que o endosperma possui alta porcentagem de amido e
nao é um produto disponivel atualmente no mercado. A farinha possibilita também a produgdo de

diversos produtos a base de pinhdo, como suflés, sopas, bolos, biscoitos, molhos, entre outros. Além
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disso, a farinha de pinhdo pelo fato de ndo conter as proteinas do gliten poderia ser utilizada para
desenvolver produtos para celiacos.

Por outro lado, atualmente existe uma preocupacdo das pessoas na busca por alimentos de facil
preparo e sauddveis. Neste aspecto podem se enquadrar as misturas para o preparo de alimentos, que
segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (BRASIL, 2005) sdo produtos obtidos pela mistura
de ingredientes, destinados ao preparo de alimentos pelo consumidor com a adicdo de outro(s)
ingrediente(s). Podem requerer aquecimento ou cozimento.

Este trabalho teve como objetivos: (1) obter farinha de pinhao a partir de pinhdo cru e cozido
desidratado em diferentes temperaturas de secagem; (2) utilizar a farinha para elaborar uma mistura em

po para o preparo de suflé de pinhao.

Materiais e Métodos

Matéria prima

O pinhao utilizado (safra 2005) foi adquirido em mercado local (Porto Alegre, RS), lavado
abundantemente com 4dgua corrente para a retirada das sujeiras, seco a temperatura ambiente durante 24
horas, selecionado e embalado em sacos de polietileno, sendo conservado sob refrigeracao (5 £ 2°C)

até o uso, por um periodo nao superior a duas semanas.

Producio das farinhas

Para a producdo de farinha de pinhao cozido, este foi previamente colocado em autoclave a
120°C durante 50 min. Apds resfriamento foram descascados manualmente e cortados em semi rodelas
uniformes de aproximadamente 1 cm de diametro e 0,5 cm de espessura. No caso das sementes frescas
(cruas) foram descascadas tendo o cuidado de retirar a pelicula interna (que cobre o endosperma) e
cortadas como no caso anterior.

Posteriormente, foi realizada a desidratacdo das rodelas de pinhdo em secador de bandejas,
utilizando trés temperaturas: 55, 70 e 85° C durante 10 horas. O produto seco foi moido em moinho de
martelos Pulverizette 14 (Fritsch, Idar-Oberstein, Alemanha) a 12000 rpm com tamanho de malha

Tyler N° 35, obtendo-se assim as farinhas.
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Analises fisico-quimicas

As andlises realizadas nas farinhas foram: atividade de &4gua, umidade, pH, quantidade
compostos fendlicos totais e andlise de cor. A atividade de d4gua foi medida diretamente em medidor de
atividade de dgua a 25°C (AqualLab 3TE-Decagon, Pullman, WA, USA). A umidade foi determinada
por perda de peso em estufa (Biomatic 303, Porto Alegre, RS, Brasil) a 105° C até peso constante. Para
a determinacdo do pH foi empregado 75 mL de 4gua destilada recém fervida e resfriada a temperatura
ambiente e adicionados 10 g de amostra homogeneizando manualmente de 10 em 10 min durante 1 h e
medindo o pH utilizando um pH-metro digital (Quimis Q-400M, Sao Paulo, Brasil). A quantidade de
compostos fenodlicos totais (CFT) foi determinada através de metodologia descrita por Brandelli &
Lopes (2005), utilizando catecol como padrio e expressando os resultados em mg de catecol
equivalente (CE) em 100g de amostra seca. Foi realizada previamente a extracdo dos compostos
fendlicos das farinhas utilizando como solvente uma mistura de etanol e dgua (50% v/v), razdo
farinha/solvente de 1/10 e temperatura de extracdo de 50°C sob agitacdo durante 30 min, posterior
centrifugacao (10.000g, 4°C, 15 min) e filtracdo (com papel filtro a pressdo atmosférica). A andlise de
cor foi realizada em colorimetro Minolta (Minolta Corporation, Osaka, Japao), determinando-se os
parametros a*, b* e L* do sistema CIELAB. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os

resultados expressos como o valor médio + desvio padrao.

Analise estatistica

Os dados obtidos nas andlises das farinhas foram tratados de duas formas. Primeiramente foi
utilizado o programa Statistica for windows para avaliar os resultados através de experimento fatorial
2x3, utilizando com varidveis o cozimento ou ndo do pinhdo (niveis —1 e +1) e a temperatura de
secagem da farinha (niveis —1, 0 e +1).

Posteriormente foi realizada andlise por componentes principais para reduzir a

dimensionalidade dos dados, utilizando o programa SAS for windows.

Desenvolvimento de mistura para suflé

Ap6s provas preliminares foram desenvolvidas quatro formulagdes para o preparo de suflé de
pinhdo conforme Tabela 8.1, utilizando como ingredientes farinha de pinhao cru ou cozido (desidratado
a 70°C), pinhdo triturado semi desidratado, clara de ovo em pd, ovo em pd, maltodextrina, sal de

cozinha e glutamato monossddico como real¢ador de sabor. A presenca de pinhdo semi desidratado foi
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testada para verificar se aumentaria a aceitabilidade do produto, considerando que poderia melhorar a

textura e o sabor do suflé.

Tabela 8.1: Ingredientes e quantidades expressas em % das quatro formulagdes testadas.

Formulacao

Ingrediente A B C D
Farinha de Pinhdo Cozido (%) 35,08 54,05 - -
Farinha de Pinhao Cru (%) - - 35,08 54,05
Pinhéo Triturado semi-desidratado (%) 35,08 - 35,08 -
Clara de Ovo em p6 (%) 14,03 21,62 14,03 21,62
Ovo em pé (%) 7,01 10,82 7,01 10,82
Maltodextrina (%) 5,85 9 585 9

Sal (%) 2,9 444 29 4,44
Glutamato Monossddico (%) 0,05 0,07 0,05 0,07

As quatro formulagdes foram avaliadas através de andlise sensorial utilizando um painel de 26
provadores semi-treinados pertencentes ao quadro de estudantes, professores e funciondrios do ICTA-
UFRGS, com idades entre 21 e 60 anos, de ambos os sexos. As amostras foram avaliadas pelos
julgadores em cabines individuais, sendo servidas as quatro amostras simultaneamente. Foi realizado
teste de aceitagdo, utilizando escala heddnica de 5 pontos, conforme Figura 8.1.

Os resultados obtidos na andlise sensorial foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
comparacdo de médias pelo teste de Tukey utilizando o programa EXCEL 2000 (Microsoft
Corporation, USA).
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ANALISE SENSORIAL - SUFLE DE PINHAO

Vocé estd recebendo quatro amostras codificadas de SUFLE DE
PINHAO. Por favor, prove as amostras da esquerda para a direita
enumerando-as de 1 a 5 com relacdo a aceitagdo, conforme escala

apresentada.

Aceitagdo: grau de gostar ou desgostar da amostra.

Aceitacio 503 | 497 | 812 | 365

1 - Péssima

2 - Ruim

3 - Indiferente ODbSErvagoes: ......cceevveeereveeneennne

4 -B0a | e eaans

5 - Excelente

Figura 8.1: Modelo de ficha para a andlise sensorial do suflé de pinhdo.

Resultados e Discussao

Analises fisico-quimicas

Os resultados obtidos para o pinhdo cru e cozido sdo apresentados na Tabela 8.2. Observa-se
que o pinhdo possui uma umidade e atividade de dgua elevadas, conforme resultados obtidos também
por Cordenusi et al. (2005) e Cladera-Olivera et al. (2008). O cozimento do pinhdo provocou uma
diminuic¢do do seu pH, porém esta ndo foi significativa (p > 0,05). Quanto ao contetido de compostos
fendlicos totais, foram obtidos valores similares aos de Cordenusi et al. (2005). Estes autores obtiveram
um valor de 0,23 + 0,01 mg CE/g bu (45,5 mg CE/100g bs) para o pinh@o cru sem casca e sem pelicula
interna. Para o pinhdo cozido (com a pelicula interna) obtiveram um valor de 0,54 + 0,01 mg CE/g bu

(114,8 mg CE/100g bs). Conforme comentado por estes autores, nas condi¢cdes normais de cozimento
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do pinhdo (com a casca), existe uma migracdo de compostos fendlicos da casca para a semente. Este
incremento foi de aproximadamente 2,5 vezes, segundo os dados obtidos neste trabalho e por
Cordenusi et al. (2005). Para verificar o teor de CFT na casca do pinhdo, andlises foram realizadas,
obtendo-se um valor de 13 + 0,6 mg CE/g bu. Para cascas de amendoim Yu et al. (2005) encontraram
valores de 90 a 125 mg/g bs (valores expressos como equivalentes de dcido gdlico) e Nepote et al.
(2005) um valor de 0,118 g/g bs em condi¢des Otimas de extracdo (valores expressos como
equivalentes de fenol); em amostras de plantas medicinais algerianas foram reportados por Djeridane et
al (2006) valores entre 3,13 e 32,32 mg/g bs (valores expressos como equivalentes de acido galico).
Para cascas de sementes de Tamarindus indica Siddhuraju (2007) obteve valores entre 23,85 e 32,96
g/100g bs (resultados expressos como equivalentes de piragol). Evidéncias epidemioldgicas sugerem
que os compostos fendlicos t€m um efeito de protecdo contra doencas degenerativas. A maior parte das
caracteristicas benéficas dos compostos fendlicos foi atribuidaa sua atividade antioxidante (Rice-Evans

et al, 1997).

Tabela 8.2: Andlises fisico-quimicas do pinhdo cru e cozido.

Andlise Pinhdo cru Pinhdo cozido
Atividade de dgua (25°C) 0,984 £ 0,004 * 0,987 + 0,003 *
Umidade (% bs) 87,60 0,38 % 103,34 +0,43°
pH 6,5+04¢° 4,8+0,3°
Acidez (mL NaOH 0,1N/g) 1,4+0,1° 35+0,1°
CFT (mg CE/100g bs) 48 £2° 119+3°

CFT, Compostos Fendlicos Totais; CE, Catecol Equivalente
Médias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As farinhas foram analisadas para atividade de dgua, umidade, pH e CFT. Observou-se que
quanto maior a temperatura de secagem, menores a atividade de 4gua e a umidade final das farinhas
(Tabela 8.3). Ao comparar as farinhas de pinhao cru e cozido, para uma mesma temperatura, observa-
se que as primeiras possuem uma umidade e atividade de dgua menor do que as segundas. Isto é
provavelmente devido a gelatinizacdo do amido durante o cozimento do pinhdo em autoclave, o que

provoca um aumento de incorporacdo de dgua na matriz. A variagdo de pH ndo parece apresentar

128



relacdo com a temperatura de secagem. As farinhas produzidas com pinhdo cru apresentaram pH maior
ao das produzidas com pinhdo cozido, conforme resultados obtidos para o pinhdo cru e cozido. No
entanto, estas diferencas nao foram significativas (p > 0,5). Em relacdo a quantidade de CFT as
farinhas produzidas com pinhdo cozido contém quantidade significativamente (p < 0,5) maior de CFT
do que aquelas produzidas com pinhdo cru, em concordancia com os resultados obtidos ao comparar

pinhdo cru e cozido.

Tabela 8.3: Resultados das anélises das farinhas produzidas com pinhdo cru ou cozido e
desidratadas em diferentes temperaturas.

Farinha de pinhio cru Farinha de pinhao cozido
Amostra

Temperatura de desidratagcdo Temperatura de desidratacdo
Analise 55°C 70°C 85°C 55°C 70°C 85°C
aw (25°C) 0,451+ 0,009 % [0,128+0,010° [0,056 + 0,003 ¢ [ 0,606 = 0,003 ¢ [0,397 + 0,007 ¢ | 0,276 + 0,003
Umidade (% bs) 10,86 £0,01* |536+0,05° [3,00+001¢ [13,04+0,02¢ |939+0,06° |7,16+0,07F
pH 6,5+03"° 59+0,1° 6,0+0,1° 56+03% 49+0.2° 47+0,6°
Acidez 22+03° 324+02° 28+03" 2,7+0,1° 31+02° 26+0,1°
CFT (mg CE/ 100g ss) 38+1° 35+£1° 35+£1° 130 £3° 142 +2° 139 +2°

aw, atividade de 4gua; CFT, Compostos Fenodlicos Totais; CE, Catecol Equivalente.
Meédias seguidas da mesma letra na mesma linha nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p
<0,05).

Os resultados obtidos para as andlises de cor das seis farinhas produzidas estdo descritos na
Tabela 8.4. Comparando somente as farinhas produzidas com pinhao cru, ao aumentar a temperatura de
secagem do pinhdo, diminui a luminosidade (L*) e aumentam as coordenadas de cromaticidade a* e
b*, indicando uma farinha menos branca (L = 89.0; a = 2.1; b = 12.3 em valores médios para a farinha
de pinhdo crue L = 75.8; a = 6.9; b = 15.4 em valores médios para a farinha de pinhdo cozido). Ao
comparar as farinhas produzidas com pinh@o cru e cozido nota-se uma significativa diminui¢do na
luminosidade para a farinha produzida com pinhdo cozido € um acréscimo na coordenada a*, com

aumento da tonalidade vermelha.
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Tabela 8.4: Resultados obtidos para a cor das farinhas produzidas com pinhao cru ou cozido e
desidratadas em diferentes temperaturas.

Farinha L* a* b*

Pinhdo cru / 55°C 89,92 +0,15% [2,06+0,05% [10,69 +0,20°
Pinhio cru / 70°C 88,98 +0,01° [2,07+0,01* [12,06+0,03°
Pinhdo cru / 85°C 88,18 £0,01° [2,21 0,03 [14,17+0,07°¢

Pinhio cozido / 55°C  [74.89 0,04 [6,81 +£0,01° [14,21 +0,05°¢

Pinhio cozido / 70°C 77,24 £0,08° 6,41 £0,03° |14,47 +0,11°

Pinhdo cozido /85°C  [75,14+0,02¢ [7,38+0,05° [17,36+0,11°

Meédias seguidas da mesma letra na mesma coluna nio diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

L* - Luminosidade (0 = preto, 100 = branco)

a* - Cromaticidade (-a = verde, +a = vermelho)

b* - Cromaticidade (-b = azul, +b = amarelo)

A diferenca de cor entre elas foi perceptivel até visualmente, sendo que as farinhas de pinhdo
cru apresentam cor branca e as farinhas de pinhao cozido cor marrom clara. Estes dados estdo em
concordancia com os obtidos para o contetido de CFT, devido a migragao de compostos fendlicos da
casca para a semente durante o cozimento do pinhdo, conforme comentado acima. Além disso, a
diferencga de cor pode ser devida também a reacdo de Maillard durante o cozimento em autoclave, pois
o pinhdo contém proteinas e acucares redutores. Segundo Cordenusi et al. (2005) o pinhdo contém
2,25 % bu de glicose e 0,07 % bu de frutose.

Foi possivel observar que as farinhas produzidas com pinhdo cozido possuem odor e sabor
caracteristico de pinhdo, o que ndo acontece com as farinhas produzidas com pinhdo cru. Este fato
evidencia a importancia do cozimento no desenvolvimento do flavor do pinhdo. Ao comparar os
parametros de qualidade das farinhas, conclui-se que em termos de cor a farinha de pinhao cru € mais
aceitdvel, porém em termos de flavor caracteristico de pinhdo a farinha de pinhdo cozido é mais
adequada.

As varidveis significativas para cada resposta do experimento fatorial 2x3 podem ser
observados nas Figuras 8.2 (para as respostas das andlises de cor e CFT) e 8.3 (para as respostas aw,
umidade, pH e acidez). Nas Figuras 8.4 e 8.5 sdo apresentadas as superficies de contorno para estas

respostas.
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Figura 8.2: Graficos de pareto mostrando as varidveis significativas no experimento fatorial
2x3 nas respostas: a) parametro de cor a*; b) pardmetro de cor b*; ¢) luminosidade L*; d)
Quantidade de Compostos Fendlicos Totais (CFT).
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Figura 8.3: Grificos de pareto mostrando as varidveis significativas no experimento fatorial
2x3 nas respostas: a) atividade de dgua; b) umidade em base seca; ¢) pH; d) acidez.
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Figura 8.4: Superficies de contorno para as respostas:
a) parametro de cor a*; b) pardmetro de cor b*; ¢) luminosidade L*; d) Quantidade de
Compostos Fenodlicos Totais (CFT).
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Figura 8.5: Superficies de contorno para as respostas:
a) atividade de 4dgua; b) umidade em base seca; ¢) pH; d) acidez.
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Com os dados obtidos nas andlises das farinhas foi também realizada uma andlise multivariada.
A Tabela 8.5 mostra a matriz de correlagdo obtida para as varidveis e a Figura 8.6 mostra a relacao
entre as varidveis e o0 seu peso nas componentes principais. Pode ser observada a alta correlagcdo entre a
atividade de dgua (aw) e a umidade em base seca (Ubs), entre a componente a* da cromaticidade e os
compostos fendlicos totais (CFT) e a correlagdo inversa entre estes dltimos e a luminosidade (L*). A
correlagdo entre pH e acidez foi inversa (quanto maior a acidez menor o pH) mas deveria ter
apresentado uma correlagdo maior (Tabela 8.5). Isto pode ser devido a erros experimentais na sua

determinacdo.

Tabela 8.5: Matriz de correlagdo entre as varidveis na andlise multivariada.

Variavel |L*| a* b* CFT aw Ubs pH acidez

L* 1 |-0,9941|-0,7704|- 0,9813 |- 0,5381 |- 0,4749| 0,8599 |- 0,0969
a* 1 0,7824 | 0,9891 | 0,5296 | 0,4692 |-0,8834| 0,0577

b* 1 0,7306 |-0,0666|-0,1471|-0,8808 | 0,1439

CFT 1 0,5515 | 0,4944 |-0,8914| 0,1065

aw 1 0,9943 |-0,1231|-0,4010
Ubs 1 -0,0646 |- 0,3916
pH 1 -0,3282
acidez 1
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Figura 8.6: Andlise por componentes principais dos resultados obtidos nas andlises fisico-
quimicas das farinhas.

A Figura 8.7 mostra os dados obtidos para as amostras nas componentes principais. Pode ser

observado o agrupamento das farinhas de pinhdo cru desidratado a 70 e 85°C (Cru70 e Cru85

respectivamente) e das farinhas de pinhdo cozido desidratado a 70 e 85°C (Coz70 e Coz85,

respectivamente). Este agrupamento pode também ser observado na Figura 8.8. As farinhas

desidratadas na menor temperatura (55°C) foram separadas das demais pela componente principal 2

(PC 2), representadas principalmente pela umidade, aw e acidez. As farinhas de pinhdo cru e cozido

foram separadas pela componente principal 1 (PC 1), representada principalmente pela luminosidade

L*, cromaticidade a* e os compostos fendlicos.
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Figura 8.7: Andlise multivariada das farinhas obtidas
(cru: farinha de pinhao cru. Coz: farinha de pinhdo cozido) em cada temperatura de secagem

(55,70 e 85°C).
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Figura 8.8: Cluster (agrupamento) das farinhas obtidas.

Desenvolvimento de pé para preparo de suflé sabor pinhao

A anadlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos no teste de aceitabilidade € mostrada
na Tabela 8.6, onde se observa que houve diferenca significativa ao nivel de 1% entre pelo menos duas
amostras. As médias obtidas das quatro formulagdes testadas e a comparacao pelo teste de Tukey sdo

mostradas na Figura 8.9.
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Tabela 8.6: ANOVA dos resultados obtidos na analise sensorial.
Fonte de Variacio GL SQ SOM  Feuuie Fuabao

Amostras 3 46,644 15,548 39,39 4,09
Painelistas 25 9,663 0,387 0,98 2,06
Residuo 75 29,606 0,395

Total 103 85,913

GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados; SQM = Soma dos Quadrados Médios; F.uc =
valor de F calculado; Fy,, = valor de F tabelado (p<0,01).

5,0
4,62 a

4,04 a,b

Aceitabilidade

Formulacao

Figura 8.9: Médias obtidas na anélise sensorial das diferentes formulacdes de suflé testadas.
Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre si no teste de Tukey
(p<0,01).

De acordo com os resultados obtidos a amostra A (suflé produzido com farinha de pinhdo
cozido e com pinhdo triturado) teve a maior pontuacdo, com diferencas significativas em relagcdo as
demais, com excecdo da amostra B (suflé produzido com farinha de pinhdo cozido e sem pinhdo
triturado). A formulacdo B foi a segunda melhor pontuagdo seguida da formulagdao C (suflé produzido
com farinha de pinhd@o cru com pinhio triturado), mas sem diferencas significativas entre elas. A que

apresentou a menor pontuagdo foi a formulacdo D (suflé produzido com farinha de pinhdo cru e sem

139



pinhdo triturado). Com isso € possivel afirmar que suflé produzido com farinha de pinhdo cozido
apresenta uma aceitacdo significativamente maior do que sufl€ produzido com farinha de pinhado cru. A
presenca de pinhao triturado (semi-desidratado) tem influéncia positiva na aceitacdo do produto. No
entanto, para uma formulacdo comercial de p6 para preparo de suflé de pinhdao poderia se adotar a
formulacdo da amostra B (sem pinhdo triturado semi-desidratado) para facilitar a producado,
estabilidade e comercializagdo do produto, ja que ndo apresentou diferenca significativa com a amostra

A.

Conclusoes

Neste trabalho foram avaliados pardmetros de processo para a produgdo de farinha de pinhdo. A
temperatura de secagem influenciou na cor das farinhas produzidas com pinhdo cru. As farinhas
produzidas com pinhdo cru apresentaram cor mais branca (Limeia=89,0; amegia=2,1; bmedgia=12,3), mas
sem sabor e aroma caracteristicos de pinhdo quando estdo na forma de sufl€. As farinhas produzidas
com pinhdo cozido apresentaram cor mais escura (Lpedia=75,8; amedia=0,9; bmedia=15,4) e flavor
caracteristico de pinhdo, podendo ser utilizada para a produc¢do de produtos regionais. As farinhas
foram agrupadas através de andlise por componentes principais. Foi desenvolvida uma mistura em p6

para o preparo de suflé€ de pinhdo utilizando a farinha de pinhdo cozido, unindo praticidade e inovagao.
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Abstract

In this work a 2° factorial design with six star points and five replications at center point was performed
with the aim of maximizing the extraction of phenolic compounds of Araucaria angustifolia coats. The
extraction was first tested with different solvents (methanol, ethanol, isoamilic alcohol and water) and
ethanol was the selected solvent to test the effect of three variables (solvent volume, ethanol
concentration and extraction temperature) by Response Surface Methodology. Statistical analysis of
results showed that, in the range studied, the three variables have a significant effect on the extraction
of phenolic compounds, however the temperature has the minor effect. The high correlation of the
models exhibited that second-order polynomial model could be used to maximize extraction of
phenolic compounds from pinhdo seeds. Better conditions for phenolic compounds concentration
(PCC) and antioxidant activity concentration (AAC) in the extract are using the minimum solvent
volume, ethanol concentration of 55% and 68° C; but in this condition the total phenolic compounds
extraction are the smallest. To maximize TPC extracted, it is necessary to use higher rate coat/solvent
(of about 1/12) and ethanol concentration of aprox 59%. Antioxidant activity has not been yet reported
for Araucaria angustifolia. Additional work is needed to identify and quantify phenolic compounds in
pinhdo coat extracts.

Keywords: Phenolic compounds, extraction, Pinhdo, Araucaria angustifolia, seed.
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Introduction

Research to identify antioxidant compounds is an important issue, which has gaining increased
attention in food science. Although it remains unclear which of the compounds, of medical plants are
the active ones, polyphenols have recently received increasing interest because of some remarkable
new findings regarding their biological activities. From pharmacological and therapeutic view points,
the antioxidant properties of polyphenols, such as free radical scavenging and inhibition of lipid
peroxidation, are the most crucial (Djeridane, Yousfi, Nadjemi, Boutassouna, Stocker, & Vidal, 2006).

Phenolics in green tea, fruits and vegetables, grape seeds and grape skin have been recognized
as natural antioxidants and have been extensively studied by many investigators for their health
promoting effects, such as prevention of cancer and cardiovascular disease, and anti-inflammatory
activities (Yu, Ahmedna & Goktepe, 2005). Phenolic compounds with antioxidant activity have been
identified in several agricultural by-products, such as rice hulls, buckwheat hulls, almond hulls,
pistachio hulls, citrus industry by-products, peels and seeds of several fruits, by-products of the olive
industry among other (Balasundram, Sundram & Samman, 2006).

The extraction and purification of phytochemicals from natural sources is needed, since these
bioactive molecules are often used in the preparation of dietary supplements, nutraceuticals, functional
food ingredients, food additives, pharmaceutical an cosmetic products (Gao & Mazza, 1996). Recovery
of phenolic compounds is commonly performed through a solvent-extraction procedure. The aim of an
extraction process should be to provide the maximum yield of substances with the highest quality
(concentration of target compounds and antioxidant power of the extracts) (Spigno, Tramelli & De
Faveri, 2007). Many factors such as solvent type, solvent composition, solvent/sample ratio, pre-
treatment of the sample (degreasing and size reduction), extraction temperature, time and pressure may
significantly influence the extraction efficacy. Alcoholic solvents have been commonly employed to
extract phenolics from natural sources: they give quite high yield of total extract even though they are
not highly selective for phenols. Particularly, mixtures of alcohols and water have revealed to be more
efficient in extracting phenolic constituents than the corresponding mono-component solvent system
(Yilmaz & Toledo, 2006; Pinelo, Del Fabbro, Marzocco, Nunez & Vicoli, 2005).

Brazilian Pine (Araucaria angustifolia) belongs to the Araucariaceae family and is the most
economically important native conifer species in Brazil (Zandavalli, Dillenburg & de Souza, 2004). It
is found in both Argentina and Brazil, stretching from southern states of Parand, Santa Catarina and Rio

Grande do Sul to northern Argentina. People in the South of Brazil usually consume the seeds of this
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tree, known as pinhdo after being cooked and peeled or they are used as raw flour for regional dishes
(Cordenunsi, Menezes, Genovese, Dolli, Souza & Lajolo, 2004). The pinhdo seed coat is resistant and
usually discarded on the garbage and it takes so much time to being decomposed (Brasil, et al., 2006).
Literature about utilization of this waste is very scarce. Applications of the use of pinhdo wastes as a
biosorbent for successful removal of Cr(VI) (Brasil, et al., 2006) and Cu(Il) (Lima et al., 2007) from
aqueous samples were reported. However, phenolic compounds extraction from pinhdo coat has not yet
been reported. Cordenusi et al. (2004) reported that seeds cooled in normal conditions (with the seed
coat) showed a total phenolics content five times higher than that of seeds cooked without the coat.

The purpose of this work was to determine the best conditions of extraction for antioxidant
compounds from pinhdo coats at laboratory scale using solvent extraction. Factorial design and
response surface methodology were employed for maximize the extraction of phenolic compounds

using ethanol concentration, solvent volume and temperature as variables.

Materials and methods
Materials

Araucaria angustifolia seeds used in this study were purchased at a local market (Porto Alegre,
Brazil). The seeds were cleaned with abundant water, dried at ambient conditions for 24-48 h, selected
and stored at 5° C in polythene bags. The weight of each seed varied between 6 and 9g. The seed coats
corresponded to approximately 28% of the total weigh. Seed was separated from the coat manually
with a knife. Pinhdo coats were grounded in a disk-mill and stored at —18°C in polythene bags until

use.

Determination of total phenolics

Total phenolics in extract were determined by the Folin-Ciocalteu method as described by
Brandelli & Lopes (2005), which is considered the best method for total phenolics (including tannins)
determination (Engelhardt, 2001). Catecol was used as the standard and results were expressed as mg

of catecol equivalent (mg CE) per mL of extract or per gram of fresh weight (FW).

Measurement of antioxidant activity
The antioxidant activity was determined using ABTS™ (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid)) radical cation as described by Re et al. (1998) with some modifications. ABTS was
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dissolved in water to a 7 mM concentration. ABTS radical cation (ABTS™) was produced by reacting
ABTS stock solution with 2.45 mM potassium persulfate (final concentration) and allowing the mixture
to stand in the dark at room temperature for 16 h before use. Stock solution was used for a maximum of
3 days. In the moment of use, the ABTS™ solution was diluted with ethanol, to an absorbance of 0.700
+ 0.020 at 734 nm. Samples were diluted with ethanol to obtain between 20%—-80% inhibition of the
blank absorbance. Ascorbic acid was used as standard (0 - 9 ug). After addition of 10 puL of sample (or
standards) in 2.0 mL of diluted ABTS™ solution, the absorbance reading was followed during 5 min.
All determinations were carried out at least three times. The percentage inhibition of absorbance at 734
nm is calculated and plotted as a function of concentration of antioxidants and ascorbic acid for the

standard reference data.

Selection of extraction conditions

The initial step of the preliminary experiment was to select an appropriate extraction medium.
Four different solvents (ethanol, methanol, isopropilic alcohol and water) were tested. The crude
phenolic extracts were prepared by extracting 5 g of samples with 50 mL of different solvents for 30
min at 50°C in batch water with agitation at 125 rpm (Cientec, Sao Paulo, Brazil). The extract was
centrifuged at 10,000g (15 min, 4°C) and filtered through filter paper. After selecting the solvent,
preliminary experiments were carried out to determine lower, middle and upper levels of the design

variables and the appropriate extraction time.

Experimental design

The response surface approach by using a set of experimental design (2° factorial design with
five coded levels) was performed. For the three factors, this design was made up of a full 2% factorial
design with its eight points augmented with five replications of the center points (all factors at level 0)
and the six star points, that is, points having for one factor an axial distance to the center of *a,
whereas the other two factors are at level 0. The axial distance o0 was chosen to be 1.68 to make this
design orthogonal. A set of 19 experiments was carried out. The central values (zero level) chosen for
experimental design were: solvent volume, 50 mL, ethanol concentration, 50% (v/v) and extraction
temperature, 55° C (chosen through previous experiments). In developing the regression equation, the

test factors were coded according to the following equation:
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"AX, )

were x; is the coded value of the ith independent variable, X; the natural value of the ith independent
variable, X, the natural value of the ith independent variable at the center point, and AX; the step change
value (AX; 1s 12.5 for solvent volume, 17.9 for solvent composition, and 14.9 for extraction

temperature). For a three factors system, the model equation is:

Y =b, +bx, +b,x, +b,xy + b, X\ +by,x; + by xs +b,x, X, +b,X, X5 +byx, X, 2)

where Y, predicted response, in natural value; b,, intercept; by, b,, bs, linear coefficients; by, by, bss,
squared coefficients; by, b;3, by3, interaction coefficients.

Results were analyzed by the Experimental Design Module of the Statistica 7.0 software
(Statsoft, Tulsa, OK, USA). The model permitted evaluation of the effects of linear, quadratic and
interactive terms of the independent variables on the chosen dependent variables. Three-dimensional
surface plots were drawn to illustrate the main and interactive effects of the independent variables on
extraction of phenolic compounds and antioxidant activity. The optimum values of the selected
variables were obtained by solving the regression equation and also by analyzing the response surface
contour plots (Myers & Montgomery, 2002).

For each set of experiment, the crude phenolic extracts were prepared by extracting 5 g of
samples with corresponding volume of each solvent composition for 30 min at each temperature in
250-mL Erlenmeyer flask. The extract was centrifuged at 10,000g (15 min, 4°C) and filtered through
filter paper. Concentration of phenolic compounds and antioxidant activity were determined in the

extract and total volume was measured.

Results and discussion

Selection of appropriate extraction conditions

Four different solvents (ethanol, methanol, isopropilic alcohol and water) were tested using 5 g
of sample with 50 mL of solvent and extracting for 30 min at 50°C. Results are shown in Table 9.1. It
can be observed that the better solvent was the methanol followed by the ethanol, isopropilic alcohol

and water. Since the use of ethanol (a dietary alcohol) may be preferable than methanol in view of a
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potential food application of the extracts, ethanol was chosen for experimental design. For phenolic
compounds extraction from peanut skin Yu et al. (2005) found that ethanol and methanol were more
effective in extracting phenolic compounds than water, with 80% ethanol being the most efficient
extraction solvent. Nepote, Grosso, & Guzman (2005) reported a maximum extraction of the same by

product using 70% ethanol.

Table 9.1: Phenolic compounds (PC) extraction with different solvents using 5 g of coats, SOmL of
solvent, temperature extraction of 30°C and time extraction of 30 min.

Solvent PC concentration (mg CE mL™”) Total PC (mg CE g)
Water 1.25+0.02*° 6.55+0.08*
Methanol 2.25+0.02° 10.91 +0.09 "
Ethanol 1.89 +0.02 ¢ 8.70+0.11°
Isopropilic alcohol 1.31+0.02¢ 6.82 +0.08 ¢
CE = Catecol equivalent; different letters in the same column means significative differences by
Tukey test (P < 0.05).

Selection of appropriate conditions is crucial in the extraction of antioxidant compounds from
plant materials. The extraction conditions may not be generalized due to the diverse nature of natural
antioxidants exiting in different plant materials (Wettasinghe & Shahidi, 1999).

For the selection of an appropriate extraction time phenolic compounds were extracted from 5 g
coat samples by varying the time course of extraction using 50 mL of 50% aqueous ethanol while
keeping the temperature constant at 50° C. As no significant differences were observed using different
times of extraction (between 5 and 120 min), it was chosen a time of 30 min for experimental design as

prolonged extraction times increased cost process (results not shown).

Experimental design
The results of experimental design for studying the effects of three independent variables,
solvent volume, solvent composition (% ethanol) and extraction temperature on phenolic compounds

and antioxidant activity extraction are presented in Table 9.2.
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Table 9.2. Experimental design and results of the 2% factorial design with six star points.

Run Real variables Codified variables Responses
Xy X, X; PCC TPC AAC
vimL) |EC@|teo| | 2| ¥ |(mg CEmLY|mg CE g") (mg AAE mL™)

1 37.5 32.1 40.1 -1 -1 -1 3.97 8.74 7.95
2 62.5 32.1 40.1 +1 -1 -1 2.89 18.22 6.54
3 37.5 67.9 40.1 -1 +1 -1 4.65 10.23 7.99
4 62.5 67.9 | 40.1 +1 +1 -1 2.97 20.49 6.03
5 375 32.1 | 69.9 -1 -1 +1 493 8.78 8.05
6 62.5 32.1 | 69.9 +1 -1 +1 3.01 18.09 5.80
7 375 679 | 69.9 -1 +1 +1 5.27 10.01 9.34
8 62.5 679 | 69.9 +1 +1 +1 3.34 20.70 6.72
9 29 50 55 | -1.68 0 0 5.40 2.16 9.28
10 71 50 55 | +1.68 0 0 3.09 15.43 6.61
11 50 20 55 0 -1.68 0 291 11.64 5.62
12 50 80 55 0 +1.68| 0 3.70 14.81 7.24
13 50 50 30 0 0 -1.68 2.85 14.26 8.32
14 50 50 80 0 0 | +1.68 4.26 17.88 9.02
15 50 50 55 0 0 0 4.08 17.14 7.64
16 50 50 55 0 0 0 4.34 16.05 7.64
17 50 50 55 0 0 0 4.04 17.76 7.66
18 50 50 55 0 0 0 4.34 16.49 7.85
19 50 50 55 0 0 0 4.15 17.45 8.65

PCC, phenolic compounds concentration; TPC, total phenolic compounds; AAC, antioxidant activity
concentration.

Statistical analysis of results showed that, in the range studied, the three variables have a
significant effect at 95% of confidence level (p<0.05) on phenolic compounds concentration (Fig.
9.1a). Linear effects of the three variables and quadratic effect of ethanol concentration and
temperature were significant (Fig. 9.1a). On antioxidant activity concentration less variables were
statistically significant: the linear effect of volume solvent and the quadratic and linear effect of ethanol
concentration (Fig.9.1b). For total phenolic compounds extraction the linear and quadratic effect of

solvent volume and ethanol concentration were significant (Fig. 9.1c¢).
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Figure 9.1. Pareto graph of standardized
Vi 28,9864 estimated effects of the different variables tested in the
V@ 13,0508 prospective experiment on:
EC (L) 4,996829 . . . .
a) phenolic compounds extraction, b) antioxidant
Fe@ rress activity concentration and c) total compounds phenolic
L 31081 extraction from pinhdo coats. The variables tested
VrEG © obazss were solvent volume (V), ethanol concentration (EC)
and temperature (T) showing linear (L) and quadratic
T(Q) 5371428 (Q) effects
VxT ,1298147
- oaards? Thg pomt .at . Whlch the effect. §st1mates were
statistically significant (at P = 0.05) is indicated by the
p=05 _ _ vertical solid line.
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) c

The results of the second-order response surface models (after disconsidering effects not

significant) were examined by analysis of variance (ANOVA) and Fischer’s F-test (Table 9.3). The

models adequacy was checked by F-test and by R? value. Fischer F-test for phenolic compounds

concentration, for antioxidant activity concentration and for total phenolic compounds extraction (Feyic

> F,) demonstrates significance for the regression models (Myers & Montgomery, 2002).
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Table 9.3. Analysis of variance (ANOV A) for the quadratic models for phenolic compounds
concentration (PCC) and antioxidant activity concentration (AAC) in the extract and for total phenolic
compound (TPC) extraction.

Results for PPC Results for AAC Results for TPC
SV SS |DF |QM |F, F, |SS [DFIQM [F. [F, SS |DF| QM | F. | F,
Regression |11.467| 5 [2.293| 44.41 |3.03]18.6903 [6.230123.04/3.29| 385.691 | 4 [96.423|53.61[3.16
Residue | 0.671 | 13 [0.052 4.055 |15 0.270 25.180 |14]1.799
Pure error | 0081 | 4 10.020| 0.31 [3.6300.757 # 10.189/0.63 3.36| 1.9590 | 4 |0.490|0.21 |3.48
Lack of Fit | 0591 | 9 0.066 3.298 |11 |0.300 23.2208 |10|2.322
Total 12.138] 18 22.745(18 410.8712( 18

SV, Source of Variation; SS, Sum of Squares; DF, Degree of Freedom; QM, Quadratic Mean; F,
Fisher value calculated; F,, Fisher value tabulated (5% of significance).

Regressions obtained indicated the R* value of 0.9447 for phenolic compounds concentration,
0.8217 for antioxidant activity and 0.9387 for total phenolic compounds extraction. A value of R* >
0.75 indicates the aptness of the model. The models could explain 94.47 %, 82.17 and 93.87 of the
variability for each response. The significance of each coefficient was determined by Student’s 7-test (P
< 0.05). The larger the magnitude of the 7-value and smaller the P-value, the more significant is the
corresponding coefficient (Myers & Montgomery, 2002). The following regression equations were

obtained:

Yoo =4.24 —1.54 x, +0.40 x, +0.65 x,—0.55 x> -0.38 x>
Yo =8.02—1.87 x, +0.66 x, —1.22 x2 )

Yoo =16.99+9.09 x, +1.89 x, —4.98 x> —1.84 x2 (5)

with Ypcc, phenolic compounds concentration in the extract (response in mg CE mL'l); Yaac,
antioxidant activity concentration in the extract (response in mg AAE mL'l); Y1pc, total phenolic
compounds (response in mg CE g'1 of FW coat); x;, solvent volume; x, ethanol concentration; and x;3,

extraction temperature (coded values).
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Response and contour surface curves were then plotted (Figures 9.2, 9.3 and 9.4).

T (°C)

Vv (mL)

EC (%)

e 304

()

[ [ |
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Figure 9.2. Contour plots and response surface

obtained for phenolic compounds concentration

(PCC, mg CE mL'l) in the extract observed as a

response of:

a) solvent volume (V, mL) and temperature (T, °C) as
variables and ethanol concentration at level 0 (50%);
b) ethanol concentration (EC, %) and solvent volume
(V, mL) as variables and temperature at level 0 (55°
C); ¢) temperature (T, °C) and ethanol concentration
(EC, %) and solvent volume at level O (50 mL).
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EC (%)

Figure 9.3. Contour plots obtained for antioxidant activity concentration
(AAC, mg AAE mL™") in the extract observed as a response of ethanol concentration (EC, %) and
solvent volume (V, mL) as variables and temperature at level 0 (55° C).

EC (%)

Vv (mL)

Figure 9.4. Contour plots obtained for total phenolic compounds
(TPC, mg CE g'1 FW) extraction, observed as a response of ethanol concentration (EC, %) and
solvent volume (V, mL) as variables and temperature at level 0 (55° C).
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Maximum phenolic compounds concentration (PCC) in the extract was achieved at ethanol
concentration between 45 and 70% and temperatures between 60 and 80° C when the volume solvent
was 50 mL (Fig 9.2¢). Spigno, Tramelli, and Faveri (2007) reported that addition of water on ethanol
improved extraction rate, although high water content brought an increased co-extraction of other
compounds, and, then to lower phenols concentrations in the extracts. In terms of solvent volume, the
best results for phenolic compounds concentration and antioxidant activity in the extract were obtained
at smaller values (Fig 9.2a, 9.2b and 9.3). However in these conditions, the extraction of total phenolic
compounds is smaller (Fig 9.4). This is expected as with lower solvent volumes higher concentration is
obtained but the total volume obtained is lower, giving lower values of total compounds extraction per

gram of coat sample.

Conditions for maximize PCC in the extract can be obtained derivating equation 3, obtaining

coded values and then real values through equation 1 for each variable.

Y Y
Wrce __j 5383 Wece _ 4019 ~1.1096x, Woce _ 6491 —0.7584x,
axl axz a'x3
4
ﬁ <0 8x32
X

Results can be observed in Table 9.4. For x; it was considered the value —1.68 as it was the
minimum value used in this study. Values for PCC maximum and for AAC and TPC were then
determined using equations 3, 4 and 5, respectively. However, in these conditions (case 1), Yrtpc
calculated by eq. 5 was negative. Other values were tested for x;, and calculating values for each
response (Table 9.4). Maximum values for Ypcc can be obtained using a solvent volume of 36 mL
aprox, obtaining a value for Yppc of 6.3 mg CE mL'l, Yaac of 10.1 mg AAE mL 'and Ytpc of about 1.4
mg CE g'l.
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Table 9.4 Values for maximize PCC in the extract

Case X, X X X X3 X3 Yrec B Yaac y Yrpc y
(mL) (%) (°C) (mg CEmL™") (mg AAEmL") (mgCEg")
1 -1.68 29.0 0.3622 56.5 0.8559 67.8 7.18 11.23 0*
2 -1.50 31.3 0.3622 56.5 0.8559 67.8 6.90 10.90 0*
3 -1.20 35.0 0.3622 56.5 0.8559 67.8 6.44 10.34 0*
4 -1.15 35.6 0.3622 56.5 0.8559 67.8 6.36 10.24 0.39
5 -1.10 36.3 0.3622 56.5 0.8559 67.8 6.28 10.15 1.41
6 -1.00 37.5 0.3622 56.5 0.8559 67.8 6.13 9.96 3.36
7 0.00 50.0 0.3622 56.5 0.8559 67.8 4.59 8.09 17.44

* negative values calculated by the model

Conditions for maximize AAC in the extract can be obtained derivating equation 4.

aY
— < =-1.8689 Wase _ 06576 2.4494x, e _
ox, ox, ox;,
%Y, ¢ <0
ox2

Results can be observed in Table 9.5. For x; it was considered the value —1.68, as it was the
minimum value used in this study. As x3 is not significative for AAC, it was used the value to
maximize PCC. Values for AAC maximum and for PCC and TPC were then determined using
equations 4, 3 and 5, respectively. However, in these conditions (case 1), Ytpc calculated by eq. 5 was
negative. Other values were tested for x;, and calculating values for each response (Table 9.5).
Maximum values for Yaac can be obtained using a solvent volume of 36 mL aprox, obtaining a value

for Y aac of 10.2 mg AAE mL™", Yppc of 6.3 mg CE mL™, and Ypc of about 0.9 mg CE g™
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Table 9.5 Values for maximize AAC in the extract

Yaac
Case % uly % @) % (O (mgChmLY) (M8 Apemb (mg OB &)
1 -1.68 29.0 0.2685 54.8 0.8559 67.8 7.17 11.25 0%
2 -1.50 31.3 0.2685 54.8 0.8559 67.8 6.89 10.91 0
3 -1.20 35.0 0.2685 54.8 0.8559 67.8 6.43 10.35 0%
4 -1.12 36.0 0.2685 54.8 0.8559 67.8 6.31 10.20 0.94
5 -1.10 36.3 0.2685 54.8 0.8559 67.8 6.28 10.16 1.34
6 -1.00 37.5 0.2685 54.8 0.8559 67.8 6.12 9.97 3.30
7 0.00 50.0 0.2685 54.8 0.8559 67.8 4.59 8.11 17.37

* negative values calculated by the model

Conditions for maximize TPC extracted can be obtained derivating equation 5.

oY.
I 29,0933 -9.963 x, e _ | 8933-3.6808 x, Wipe _,,
X ox, ox,
azYTPC < O azYTPC < O
ox; ox;

Results can be observed in Table 9.6. As x3 is not significative for TPC, it was used the value to
maximize PCC. Values for TPC maximum and for PCC and AAC were then determined using
equations 5, 3 and 4, respectively. Maximum value for Yrpc can be obtained using a solvent volume of
61.4 mL, ethanol concentration of 59.2 % obtaining a value for Yrpc of 21.6 mg CE g'l. This value is
smaller than TPC extracted from peanut skin 90-125 mg g (dry basis) reported by Yu, Ahmedna &
Goktepe (2005). These authors reported values for antioxidant activity ranging from 3.39 to 4.10
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), and comment that skin extracts had chemically
higher antioxidant potential than green tea infusions. Nepote, Grosso, & Guzman (2005) reported a
maximum extraction of 118 mg g for the same by product. Pistachio hulls may contain up to 34 mg
tannic acid equivalents phenolics g dry weight (Goli, Barzegar, & Sahari, 2005). Apple peels were
found to contain up to 33 mg g dry weight of phenolics (Wolfe & Liu, 2003). Toor & Savage (2005)

reported that the total phenolic content of skin and seeds of tomatoes were, respectively, 29.1 and 22.0
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mg gallic acid equivalents in 100g. For Algerian medicinal plants extracts Djeridane et al. (2006)
reported values from 3.13 to 32.32 mg g'1 dry weight (expressed as gallic acid equivalents) and

antioxidant activities between 9.40 and 33.06 mM Trolox equivalents.

Table 9.6 Values for maximize TPC in the extract

Case  x Xi X X5 X X3 Yppc Yaac YrpC
PmL) M % 77 (°C) (mg CEmL") (mg AAE mL") (mg CE g’)
1 09127 61.4 0.5144 59.2 0.8559 67.8 3.17 6.33 21.63
Conclusions

This work was developed to study the best conditions of extraction for antioxidant compounds
from pinhdo coats at laboratory scale using solvent extraction. Factorial design and response surface
methodology were employed to maximize phenolic compounds using volume of solvent, ethanol
concentration, and temperature extraction as variables. Analysis of results show that the three variables
have a significant effect on phenolic compound extraction but temperature has the minor effect.
Maximum PCC and AAC in the extract can be obtained using the minimum solvent volume (a rate
coat/solvent of about 1/5), ethanol concentration aprox 55% and temperature about 68° C; but in this
condition the TPC extraction are the smallest. Maximum values for PCC and AAC were aprox 6.3 mg
CE mL"' and 10.2 mg AAE mL". To maximize TPC extracted, it is necessary to use higher rate
coat/solvent (of about 1/12) and ethanol concentration of aprox 59%, obtaining a value for Yrpc of 21.6
mg CE g'. Additional work is needed to identify and quantify phenolic compounds in pinhdo coat
extracts, to test their antioxidant activity in biological systems, and to test the contribution of each

individual compound to the total antioxidant activity.
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10 CAPITULO X - RESULTADOS COMPLEMENTARES

Neste capitulo serdo apresentados resultados que ndo foram incluidos nos artigos ou
comparacdes ndo realizadas anteriormente entre resultados ja apresentados. Primeiramente, serdo
comparados os resultados das anélises fisico-quimicas do pinhdo cru e cozido e da farinha de pinhao
cru. Posteriormente serdo apresentados dados de isotermas do pinhdo cru e cozido em baixos valores de

atividade de dgua e curvas de secagem do pinhao inteiro com casca.

10.1 ANALISES FISICO-QUIMICAS

Foram realizadas as andlises fisico-quimicas do pinhao cru da safra 2004, do pinhdo cozido da
safra 2005 e da farinha de pinhdo produzido com pinhdo cru da safra 2005 (obtida ao desidratar em ar
quente a 70° C). Os resultados foram mostrados nos artigos 2, 3 € 5 e serdo comparados nesta se¢io
(Tabela 10.1). Os resultados indicam que para pinhdo cru e cozido os teores de proteinas, gorduras,
cinzas e amido nao foram expressivamente diferentes aos valores reportados por Cordenunsi et al.
(2004) (mostrados na Tabela 1.1 do Capitulo I). Pequenas diferengcas podem ser devidas a composi¢ao
quimica dos materiais bioldgicos que dependem da safra, da regido de coleta do pinhdo ou da

amostragem realizada.

Tabela 10.1: Anélises fisico-quimicas do pinhdo cru, cozido e da farinha de pinhdo (% base seca).

Analise Pinhao cru Pinhao cozido Farinha de
(zafra 2004) (zafra 2005) pinhao
(zafra 2005)
Umidade (% bs) 87,6 0,4 103,34 £ 0,43 5,83 +0,02
Atividade de dgua a 25° C 0,984 + 0,004 0,987 £ 0,001 0,305 £ 0,03
Proteina (% bs) 5,57 £ 0,09 5,57%0,11 5,62 +0,07
Lipidios (% bs) 2,33+0,17 2,05+ 0,06 2,35+ 0,05
Residuo mineral fixo (% bs) 2,16 £ 0,09 2,66 £ 0,09 2,52 +0,1
Amido (% bs) 66,6 £ 0,4 67,9 £0.6 63,9 +£0,5
Fibra bruta (% bs) 2,810.3 33104 1,6 £0.3
Acidez (mL de NaOH 0,1N /gbs) 2,70+ 0,15 6,38 £ 0,25 3,02 +£0,07
pH 6,5+0,4 4,8+0,3 5,7+0,1

Como comentado anteriormente, os altos valores de atividade de dgua e umidade encontrados

fazem com que o pinhdo seja um produto muito suscetivel as reacdes de deterioracdo. A alta umidade e
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atividade de 4gua do pinhdo sdo reduzidas drasticamente no processo de producdo da farinha, obtendo-
se assim um produto menos perecivel. Demais compostos ndo sdo alterados significativamente, com
excecao da fibra bruta que diminui levemente. Porém, no pH e acidez sdo observadas diferencas entre o

pinhdo cru e cozido.

10.2 DADOS DE ISOTERMAS DO PINHAO CRU E COZIDO A BAIXAS AW

Nos Capitulos II e III foram descritas as isotermas de dessor¢do do pinhdo cru e cozido, obtidas
através da medida direta da atividade de dgua (com medidor de aw) e pelo método descrito por Ajibola
et al. (2003). Com esse método ndo foi possivel estudar a faixa de baixas atividades de dgua, pois
foram obtidos valores de aw > 0,4. Para obter valores a baixa aw foi aplicado o mesmo método
utilizado para a farinha de pinhdo, descrito no artigo 5. Vale destacar que este método ndo pode ser
utilizado para valores altos de aw para o pinhdo devido a rdpida contaminacao por fungos. As Figuras
10.1 e 10.2 mostram os dados de sorcdo obtidos utilizando todos os valores (obtidos por ambos os
métodos) para o pinhdo cru e cozido. Nas Tabelas 10.2 e 10.3 observam-se os resultados do ajuste dos
dados aos modelos de sor¢dao. Nelas pode-se constatar que o modelo de Chirife novamente foi o que
melhor ajustou os dados e que os coeficientes do modelo em cada caso foram semelhantes aos obtidos
anteriormente (Capitulos IV e V). Os modelos que apresentaram um elevado erro (MRE4i0 > 30) ndo
foram apresentados (Henderson, Chung-Pfost e Smith para o pinhdo cru e Henderson, Chung-Pfost

para o pinhdo cozido).
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Figura 10.1: Isoterma de dessor¢ao do pinhdo cru para toda a faixa de aw estudada.
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Tabela 10.2: Valores dos coeficientes e do erro relativo médio (ERM) obtido para os modelos de

sorcdo aplicados aos dados experimentais de dessor¢dao do pinhdo cru.

Temperatura ‘3
Modelo Constantes 15°C 35°C 30°C 0°C Média
GAB Xin 0,0347 0,0284 0,0262 0,0291
C 1402311 559587 1330216 1712864
K 0,9700 0,9804 0,9852 0,9758
. 0.963 0.972 0.957 0.980
ERM (%) 19,70 22,48 25,38 19,60 21,79
BET m 0,0606 0,0571 0,0576 0,0508
C 133,17 28,32 17,97 21,05
. 0.621 0.725 0.737 0.887
ERM (%) 11.47 13.13 13.67 8.36 11.66
Halsey A 0,010 0,0119 0,0134 0,0087
B 1,7765 1,5980 1,4916 1,8036
e 0.977 0.988 0.972 0.993
ERM (%) 13.07 11.90 15.80 8.58 12.34
Peleg K 0,8581 1,0446 1,3643 0,9212
ks 0,1589 0,1843 0,2152 0,2083
n 21,9131 31,6792 43,3115 33,5823
n, 0,4784 0,7586 1,0206 1,0496
2 0.969 0.980 0.970 0.984
ERM (%) 10.41 11.79 18.06 14.41 13.67
Oswin A 0,0867 0,0706 0,0633 0,0806
B 0,5322 0,5946 0,6361 0,5287
e 0.973 0.982 0.966 0.992
ERM (%) 18.59 18.75 22.37 12.87 18.15
Chirife A -2,4387 -2,5569 -2,5179 -2,6600
B -0,4817 -0,5036 -0,4594 -0,5704
C -0,0060 -0,0078 -0,0134 0,0009
r 0.980 0.994 0.989 0.994
ERM (%) 12.00 9.35 11.61 8.44 10.35
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Tabela 10.3: Valores dos coeficientes e do erro relativo médio (ERM) obtido para os modelos de
sor¢do aplicados aos dados experimentais de desorcao do pinhdo cozido.

Temperatura

Modelo Constantes 15°C 35°C 30°C 0°C Média

GAB Xin 0,0439 0,0439 0,0400 0,0394

C 665690 836917 2517 47,21

K 0,9365 0,9448 0,9657 0,9700

e 0,973 0,987 0,991 0,990

ERM (%) 11.43 8.85 11.57 12.14 11.00
BET Xin 0,0555 0,0523 0,0570 0,0579

C 31,4847 26,8082 6,6899 4,4385

r2 0.916 0.954 0.961 0.957

ERM (%) 10.07 5.30 5.74 6.79 5.97
Halsey A 0,0004 0,0038 0,0138 0,0163

B 3,7921 2,4615 1,6533 1,5383

e 0,907 0,963 0,994 0,993

ERM (%) 33.15 22.62 10.53 13.38  20.17
Peleg K 0,4602 0,5668 0,7819 0,8390

ks 0,2691 0,1927 0,2162 0,2330

n 30,4215 15,8501 19,6213 20,7633

n, 1,3350 0,8842 1,1450 1,3695

. 0.972 0.980 0.988 0.986

ERM (%) 17.28 9.54 10.27 13.98 12.77
Oswin A 0,1397 0,1155 0,0869 0,0809

B 0,2512 0,3836 0,5635 0,6046

e 0,927 0,975 0,995 0,994

ERM (%) 29.04 15.14 7.03 8.53 14.93
Chirife A 22,4331 -2,5584 -2,6662 22,7303

B -0,5236 -0,6305 -0,6642 -0,6960

C 0,0165 0,0213 0,0064 0,0050

r 0,991 0,992 0,995 0,994

ERM (%) 6.67 6.46 9.02 11.70  8.46
Smith A 0,0307 -0,0077 -0,0365 -0,0454

B -0,2428 -0,3208 -0,3830 -0,3975

. 0,990 0,974 0,923 0,918

ERM (%) 8.58 20,54 34.26 4020  25.90

As Figuras 10.3 a 10.6 mostram os dados comparativamente para cada temperatura para o pinhao cru e

cozido.
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Figura 10.6: Comparacgdo entre as isotermas de dessorc@o do pinhao cru e do pinhdo cozido na
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As Figuras 10.7 e 10.8 mostram a comparacdo entre os dados de equilibrio para a dessor¢dao do
pinhdo cru e para adsor¢cdo da farinha de pinhdo cru, para as temperaturas de 30 e 40°C

respectivamente.
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Figura 10.7: Comparagao entre as isotermas de adsor¢ao da farinha de pinhao cru e de
dessorcao do pinhdo cru na temperatura de 30°C.
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Figura 10.8: Comparagao entre as isotermas de adsor¢do da farinha de pinhao cru e de

dessorcdo do pinhdo cru na temperatura de 40°C.

1,2

Na Tabela 10.4 € realizada uma comparacdo dos valores de umidade de monocamada (X;,) obtidos

utilizando a equacdo de GAB para o pinhdo cru, cozido e a farinha de pinhdo. Os valores obtidos para a

farinha foram mais semelhantes aos obtidos para o pinhao cozido do que para o pinhao cru. Isto pode

ser explicado pelo fato de que a farinha foi obtida desidratando o pinhdo cru a temperatura de 70°C, o

que pode provocar gelatinizacao do amido durante as primeiras etapas da secagem.

Tabela 10.4: Comparacdo dos valores de monocamada (X,) obtidos utilizando a equacao de GAB.

Temperatura (°C)

Produto / faixa estudada 10 15 20 25 30 40

Pinhdo cru / aw>0,4 0,0325 0,02660,0243|0,0316
Pinhao cru / toda a faixa de aw 0,0347 0,0284 10,0262 |0,0291
Pinhdo cozido / aw>0,4 0,0425 0,0435(0,0398 | 0,0394
Pinhio cozido / toda a faixa de aw 0,0439 0,0439{0,0400 10,0394
Farinha de pinhao cru / toda a faixa de aw | 0,0660 0,0604 0,057710,0517
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A Figuras 10.9 mostra a variacdo da entalpia diferencial de sorcdo em fun¢do da umidade do pinhao
cru, cozido e da farinha de pinhdo cru. A Figura mostra que nio existem diferencas entre a entalpia de
adsor¢do da farinha e de dessorcao do pinhdao cru. O mesmo pode ser observado na Figura 10.10 em
relacdo a entropia de sor¢ao. Comparando com entalpia e entropia de dessor¢dao do pinhdo cozido sao

observadas diferencas, conforme comentado no artigo 3.
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Figura 10.9: Comparacgao entre os valores obtidos para a entalpia diferencial de sor¢do do
pinhdo cru, cozido e da farinha de pinhdo cru para cada umidade.
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Figura 10.10: Comparacao entre os valores obtidos para a entropia diferencial de sor¢dao do
pinhdo cru, cozido e da farinha de pinhdo cru para cada umidade.
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A Tabela 10.5 mostra a comparagdo entre os valores obtidos para a temperatura isocinética e para a
energia livre de Gibbs para os trés casos. Pode ser observado que para Tg ndo existem diferengas
significativas. Para AG foram obtidos valores proximos para o pinhdo cru e para a farinha de pinhao
cru, no entanto, para o pinhdo cozido obteve-se um valor duas vezes maior, indicando a maior

afinidade entre a dgua e o alimento no pinhao cozido, devido a gelatinizacao do amido.

Tabela 10.5: comparag@o entre os valores obtidos de Tg e AG para o pinhdo cru, cozido e a farinha
de pinhao.

Propriedade | Pinhdo cru | Pinhao cozido | Farinha de pinhao cru
Tp (K) 422 +18 401 = 17 407 £ 20
AG (J/mol) 192 524 209

10.3 CURVAS DE SECAGEM DO PINHAO CRU INTEIRO E COM CASCA
Foram obtidas as curvas de secagem para o pinhdo cru inteiro e com casca nas temperaturas de 55, 70 e

85°C. Os resultados obtidos para a variacdo da umidade (bs) e para a atividade de dgua sdo mostrados

nas Figuras 10.11 e 10.12, respectivamente.
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Figura 10.11: Curvas de secagem do pinhao cru inteiro e com casca em diferentes
temperaturas.
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Figura 10.12: Variacdo da atividade de dgua das sementes em funcdo do tempo de secagem em
diferentes temperaturas para o pinhdo cru inteiro e com casca.
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Pode ser observado, que os tempos de secagem para obter umidades e atividades de dgua
semelhante as obtidas para o pinhdo cru descascado e cortado em semi-rodelas € maior, devido a
resisténcia da casca a transferéncia de umidade (ver resultados do Capitulo IV). Além disso, os erros
obtidos sao maiores (desvio padrdo).

A Tabela 10.6 mostra os dados obtidos ao ajustar os modelos de secagem para periodo de
secagem decrescente (Tabela 1.3 do Capitulo I) utilizando a aproximacdo para Xgr (considerando

X
X, =—— para longos tempos de secagem, conforme Thakor et al., 1999) . Pode-se observar que os
0

modelos de Henderson & Pabis (Eq 3), logaritmico (Eq 4) e exponencial com dois termos (Eq 5) foram

os que melhor conseguiram ajustar os dados experimentais para todas as temperaturas de secagem.
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Tabela 10.6: Pardmetros estimados, R%, %% RMSD e MRD para os modelos de secagem de pinhdo

o . e X
cru inteiro e com casca considerando a simplificacdo X, =— .
0

Eq T (°C) Estimated values R’ xz RMSD MRD (%)
1 55 k =0,03810 0.9000 3,228x 10° 0,0562 9,15
70 k=0,0813 0.8901 5,376x 107 0,0725 20,09
85 k=0,1330 0.9775 1,626x 10™ 0,0398 23,88
2 55 a=0,9051 k=0,0314 0.9572 1,414x 10” 0,0368 5,31
70 a=0.9742 k=0.5919 0.9405 2,981x 107 0,0533 12,83
85 a=0,9602 k=0,1260 0.9795 1,518 x 10" 0,0380 22,15
3 55 a=0,1590 k =0,2066 b =0,7781 0.9973
g=0,0375 ¢ =0,0505 h = -0,0344 9,693x 107 0,0092 1,13
70 a=0,0043 k=-0,0793b=0,5932 0.9993
g=0,0454¢c=0,4189 h= 0,3005 3,722x 107 0,0057 0,79
85 a=0,0751 k=-0,0049 b =0,6843
g=0,1665 ¢=0,2535h= 0,1665 0.9993 5,906x 107 0,0071 2,41
4 55 a=0,6373 k=0,0803 ¢c=0,3398 0.9970 1,011x 107 0,0097 1,15
70 a=0,7706 k=0,1401 ¢=0,2058  0.9949 2,615x10*  0,0156 3,52
85 a=0,9284k=0,1692 c = 0,0857 0.9993 5,515x10°  0,0071 2,16
5 55 a; =0,5142 k; = 0,0985 0.9972 9,719 x 10°  0,0094 1,17
a, = 0,4678 k, = 0,0079
70 a; =0,4975 k; =0,0321 0.9991 4.473x 107 0,0066 1,38
a, =0,5136 k, = 0,2478
85 a; =0,0751 k; =-0,0049 0.9993 5,577x 107 0,0071 2,41
a, =0,9378 k, = 0,1665
6 55 k =0,0942 n = 0,6832 0.9922 2,533x 10 0,0157 2,52
70 k=0,1852 n=0,6644 0.9900 5,017x10*  0,0219 4,29
85 k=0,1854 n=0,8345 0.9888 8,315x 10 0,0281 14,46
7 55 a=1,0283k=0,1106 n=0,6428 0.9932 2,297 x 10*  0,0146 2,26
70 a=1,0582k=0,2227n=0,6158 0.9925 3,678 x 10* 00,0190 3,64
85 a=1,0533k=0,2182n=0,7833 0.9904 7,278 x 10* 00,0259 13,14
8 55 k=0,0315n=0,6832 0.9922 2,592x 10*  0,0157 2,52
70 k=0,0790 n = 0,6644 0.9900 5,017x 10™ 0,0219 4,29
85 k=0,1327 n=0,8345 0.9888 8,315x 10 0,0281 14,46
9 55 a; =-0,0437 a, = 0,0008 0.9743 8,488x 10 0,0285 4,32
70 a; =-0,0744 a,=0,0017 0.9100 4,510x 107 0,0656 15,87
85 a; =-0,0931 a, = 0,0022 0.9156 6,248x 10 0,0770 36,23
10 55 a=-9,3901 b= 24,4107 0.9931 7,521 x 107 0,8477 7,12
70 a=-3,1203 b =9,0623 0.9965 3,136 x 10™ 0,5472 8,94
85 a=-2,3326b=23,7272 0.9773 2,104 1,4138 18,69

Neste caso nao foi calculada a difusividade madssica devido a falta de homogeneidade da

semente quanto a espessura, impedindo a aproximacao dos calculos como camada delgada.
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11 CAPITULO XI - DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho foram realizados diversos estudos sobre o pinhdo: suas caracteristicas fisicas,
quimicas, termodindmicas e tecnoldgicas com o intuito de contribuir com os conhecimentos sobre esta
semente, melhorar as condi¢des de armazenamento e distribuicao e diversificar a sua utilizagdo, que

hoje praticamente se restringe ao consumo da semente apds cozimento em 4agua.

Primeiramente foi estudada a vida de prateleira do pinhdao armazenado em trés temperaturas: 25,
5 e —18° C (Capitulo III). Durante a estocagem houve pequenas flutuacdes do contetdido de umidade nas
diferentes condicdes de armazenamento (Figura 3.2), mas ndo houve mudancgas significativas da
atividade de dgua durante a estocagem nas diferentes condi¢des. O pH apresentou uma leve tendéncia a
queda durante o armazenamento, sendo que o pH final foi aproximadamente de 6,4, nio havendo
diferenca significativa da temperatura de estocagem (Figura 3.3). Houve uma leve tendéncia ao
aumento da acidez durante a estocagem do pinhdo sob refrigeracdo e congelamento, condizente com a
tendéncia de diminuicdo do pH (Figura 3.4). Nos primeiros dias de estocagem do pinhdo a 25°C este
apresentou contaminacdo por bolores e leveduras e, apds aproximadamente 1 més de estocagem
contaminagao bacteriana (Tabela 3.1). Além disso, foram detectados pinhdes brotados a partir do 5° dia
de armazenamento a 25°C. A semente armazenada sob refrigeracdo (5°C) ndo apresentou crescimento
bacteriano durante os 8 meses de estocagem mas apresentou uma contagem > 1x10° UFC/g de bolores
e leveduras nos dias 28, 78 e 253. Também foi observada a presenga de sementes brotadas a partir do
3° més de armazenamento, limitando a sua vida de prateleira. O pinhdo estocado sob congelamento ndo
apresentou nenhum tipo de crescimento microbiano durante os 8 meses de estocagem. Também ndo

foram detectados pinhdes brotados.

Quando o pinhao € armazenado a temperatura ambiente ou de refrigeracdo, a respiracdo aerdbia
continud acontecendo, com o conseqiiente aumento da dgua livre e da umidade relativa entorno da
semente. Quando esta umidade ndo € retirada, aumenta a atividade de dgua da semente e da casca
possibilitando o rdpido crescimento de fungos. Isto foi verificado neste estudo, pois os pinhdes foram
armazenados em sacos hermeticamente fechados, sem possibilidade de retirar a d4gua formada pela

respiragao.
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A andlise sensorial do pinhdo armazenado em cada temperatura separadamente ndo apresentou
diferencas significativas (p<0,05) em nenhum dos atributos durante a estocagem, comparando os
diferentes dias testados nesta condicao (Tabela 3.2). Ou seja, as caracteristicas sensoriais do pinhdo nao
sdo alteradas ao longo de 40 dias a temperatura ambiente, 6,5 meses sob refrigeracdo e 8 meses de
armazenamento sob congelamento. No entanto, quando comparadas as temperaturas de estocagem
foram observadas algumas diferencas significativas. Para o atributo aroma, existiu diferenca
significativa apenas no dia 106, ao comparar o pinhdo armazenado sob refrigeracio e sob
congelamento, sendo que o primeiro apresentou uma média maior do que o segundo. Para o atributo
mastigabilidade, houve diferenca significativa (p<0,05) em trés dos dias testados podendo-se observar
uma média menor para o pinhdo armazenado sob congelamento, indicando que este se apresenta mais
duro do que o pinhdo armazenado a temperatura ambiente ou sob refrigeracdo. Para os atributos
aparéncia e sabor ndo houve diferencas significativas em nenhum dos pontos testados entre as amostras
armazenadas nas diferentes condi¢Oes. Isto indica que o pinhdo poderia ser armazenado sob

refrigeracdo ou congelamento sem alteragdes organolépticas importantes.

O pinhdo, por possuir alta umidade e atividade de 4gua, facilita o crescimento de fungos durante
a estocagem a temperatura ambiente e refrigerado, assim como o aparecimento de brotagdo. Como
mencionado anteriormente, estes fenOmenos sdo perceptiveis nos seus primeiros estigios somente
quando descascada a semente. Portanto, para evitar este problema € importante a adocdo de boas
praticas durante a colheita e minimizar a0 maximo o tempo entre a colheita e a estocagem. Neste
trabalho (Capitulo III) foram propostas uma série de operagdes preliminares (simples e baratas) prévias
ao armazenamento € ao processamento do pinhdo com o intuito de melhorar as condigdes de higiene e
aumentar a vida de prateleira do produto (Figura 3.5). As operacdes sugeridas s@o: recepcao, limpeza,
selecao e classificacdo. A recep¢do deve ser realizada em ambiente limpo, seco e fresco, isolado de
animais e insetos, de modo a ndo aumentar a carga de contaminantes. A limpeza tem o objetivo de
retirar o material estranho e diminuir a carga microbiana, através de lavagem com dgua clorada (200
ppm) e posterior secagem. A selecdo deve ser realizada por operdrios treinados, capazes de captar
simultaneamente certos fatores de classificacdo, sendo visual e manual. O intuito desta etapa é
descartar pinhdes brotados, com contaminacdo por fungos, abertos ou com quebras e eventuais falhas

que tenham ficado da etapa anterior. A classificacdo visa padronizar ou uniformizar a venda e
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comercializacdo das sementes, sendo classificados os pinhdes por cor da superficie da casca e tamanho.
Os principais problemas do armazenamento do pinhdo sdo: brotamento, ataque por fungos, perda ou
ganho de umidade (dependendo da umidade relativa do meio) e infestacdo por larvas. A casca do
pinhdo, estando intacta e a semente sadia, oferece uma boa resisténcia para ataque de fungos, em
ambientes de baixa umidade relativa e temperatura. Para armazenar por um tempo mais prolongado,
recomenda-se a estocagem sob refrigeracio ou congelamento, conforme resultados obtidos neste
trabalho. Quando retirado da camera fria, o aumento de temperatura devera ser lento, para evitar que o

pinhdo agregue umidade do ar.

Para otimizar as condi¢des de armazenamento € também importante conhecer as isotermas de
sor¢ao dos produtos alimenticios. Neste trabalho foram apresentadas as isotermas de dessor¢dao do
pinhdo cru (Capitulo IV) e cozido (Capitulo V) e as isotermas de adsor¢do da farinha de pinhdo cru
(obtida ao desidratar pinhdo cru a 70°C, Capitulo VII). As isotermas de dessor¢do do pinhdo cru e
cozido foram obtidas primeiramente através da medida direta da atividade de dgua (com medidor de
aw) e da determinacdo da umidade de amostras com diferentes teores de d4gua. Com este método nao
foi possivel estudar toda a faixa de aw, sendo necessdria a aplicacdo do método padrao recomendado
pelo Projeto COST 90 (Speiss & Wolf, 1983) para obter dados de equilibrio em valores de aw baixos.
Ao comparar os dados obtidos para o pinhdo cru e cozido pode-se observar que em ambos 0s casos a
temperatura tem uma influéncia relativamente pequena nas isotermas de dessorcao (Figuras 10.1 e
10.2). Em ambos os casos, o0 modelo que melhor se ajustou aos dados foi o de Chirife, tanto para o
ajuste utilizando dados para aw maiores (Tabela 2 do Capitulo IV e Tabela 5.2), quanto para toda a
faixa de aw estudada (Tabelas 10.2 e 10.3). Os valores de umidade de monocamada obtidos através da
equagdo de GAB (X;,) foram maiores para o pinhdo cozido, indicando a influéncia da gelatinizacdo do
amido durante o cozimento (Tabela 10.4). O cozimento do pinhdo resultou num aumento da entalpia
diferencial para baixos contetidos de dgua provavelmente devido a gelatinizagdo do amido e
conseqiiente requerimento maior de energia para remover dgua do pinhado (Figura 10.9). No entanto, foi
observado o efeito contrdrio em conteidos de 4gua maiores, mas deve ser notado que um valor
negativo de entalpia diferencial (como o obtido no caso) ndao tem um significado fisico e deve estar
dentro do erro da determinagdo, conforme especificado por Kaymak-Ertekin & Gedik (2004). Os
valores de entropia diferencial também foram maiores para o pinhdo cozido a baixas umidades,

indicando que tem um maior nimero de sitios de sor¢do disponiveis para um determinado nivel de
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energia; mas o efeito contrario foi obtido para aw maiores (Figura 10.10). A teoria compensatéria foi
aplicada tanto para o pinhdo cru quanto para o pinhdo cozido, sendo determinada a temperatura
isocinética (Tabela 10.5), obtendo-se valores semelhantes para ambos € um processo entalpicamente
controlado (T3> Ty,). Para ambos os casos o processo de dessor¢@o € ndo espontaneo (4G > 0), sendo
que o valor de energia livre de Gibbs foi maior para o pinhao cozido (Tabela 10.5), indicando que este
tem maior afinidade por dgua do que o pinhao cru, resultado que pode ser explicado pela gelatinizacao

do amido.

Para as isotermas de adsorcdo da farinha de pinhao cru o modelo que melhor se ajustou aos dados
foi também o modelo de Chirife (Tabela 7.2). A farinha utilizada foi obtida desidratando o pinhdo cru a
temperatura de 70°C, o que poderia provocar gelatinizacio do amido durante as primeiras etapas da
secagem (pois esta temperatura € de aproximadamente 63,4°C segundo Bello-Pérez et al., 2006). Isto
pode explicar os valores de umidade de monocamada obtidos para a farinha utilizando a equagdo de
GAB, que foram mais semelhantes aos obtidos para o pinhdo cozido do que para o pinhado cru (Tabela

10.4).

No Capitulo VI foi avaliada a cinética de secagem do pinhdo cru e cozido descascado e cortado
em semi-rodelas, em diferentes temperaturas (55, 70 e 85°C). O pinhdo nao apresentou um periodo de
taxa constante, apresentando apenas um periodo de taxa decrescente (Figuras 6.1 e 6.3). As umidades
de equilibrio foram determinadas experimentalmente através de grandes tempos de secagem (Tabela
6.2). Os valores para o pinhdo cozido foram maiores dos obtidos para o pinhdo cru (para cada
temperatura) devido a gelatinizagdo do amido que acontece durante o cozimento do pinhdo. Isto faz
com que o pinhdo consiga absorver uma maior quantidade de 4gua na sua matriz. Este fato estd em
concordancia com os maiores valores obtidos nas isotermas de dessor¢do do pinhdo cru e cozido para a
umidade de monocamada calculada através da equacao de GAB (Tabela 10.4). Foram testados varios
modelos descritos na literatura para este periodo utilizando ou ndo a aproximacdo para Xg. Foi
constatado que os modelos ajustaram-se melhor aos dados quando utilizou-se o valor da umidade de
equilibrio (X.) para o cdlculo de Xy e também ao usar os dados para o pinhdo cozido a0 comparar com
o pinhdo cru (Tabelas 6.3 a 6.6). Dentre os modelos, os que apresentaram melhores resultados foram os
modelos Logaritmico e de Page, amplamente utilizados na literatura para modelar secagem de produtos

alimenticios. A difusividade foi posteriormente calculada e aumentou com o aumento da temperatura
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(Tabelas 6.7 e 6.8). Os valores de difusividade usando a aproximacgdo para Xg foram menores do que
aqueles calculados utilizando os valores experimentais de X., pois os valores de Xy utilizando a
aproximacao sao maiores. Os valores de difusividade para o pinhdo cru foram maiores do que os
obtidos para o pinhao cozido, indicando que a gelatinizacdo do amido afeta a estrutura celular e pode
aumentar a resisténcia interna ao movimento de dgua na matriz. Outros autores obtiveram resultados
similares (Leeratanarak et al., 2006) em batata apds branqueamento. No entanto alguns autores
obtiveram resultados opostos para outros produtos (Ibanoglu & Maskan, 2002). A energia de ativacao,
calculada através da equagdo de Arrhenius foi menor para o pinhao cozido do que para o pinhdo cru
(Tabelas 6.7 e 6.8), indicando que € necessdria uma energia menor para remover a dgua do pinhao apds
0 cozimento. Isto estd em concordancia com o maior valor de energia livre de Gibbs obtido para a
dessorcao do pinhdo cozido (Tabela 10.5). No entanto, ndo parece concordar com as diferengas obtidas
para a difusividade madssica (Tabelas 6.7 e 6.8). Cabe ressaltar que a formacdo de crosta na superficie

do pinhdo pode também afetar a transferéncia de massa.

Na producio de farinha de pinhao, foram estudados seis tipos de farinha (Capitulo VII). Foram
produzidas trés farinhas com pinhdo cru (desidratado nas temperaturas de 55, 70 e 85°C) e trés farinhas
com pinhdo cozido (desidratado nas mesmas condicdes usadas para o pinhao cru). As farinhas foram
analisadas, determinando-se a atividade de dgua, umidade, pH, acidez e quantidade de compostos
fendlicos totais (CFT). Observou-se que quanto maior a temperatura de secagem, menores a atividade
de 4gua e a umidade final das farinhas (Tabela 8.3). Ao comparar as farinhas de pinhdo cru e cozido,
para uma mesma temperatura, observou-se que as primeiras possuem uma umidade e atividade de dgua
menor do que as segundas, o que estd em concordincia com os valores de umidade de equilibrio
obtidas nas curvas de secagem do pinhdo (Tabela 6.2). Isto, como citado anteriormente, €
provavelmente devido a gelatinizacdo do amido durante o cozimento do pinhdo em autoclave, o que
provoca um aumento de incorporacdo de dgua na matriz. Em rela¢do a quantidade de CFT as farinhas
produzidas com pinhdo cozido contém maior quantidade de CFT do que aquelas produzidas com
pinhdo cru (Tabela 8.3). Estes mesmos resultados foram obtidos ao comparar o conteido de CFT para o
pinhdo cru e cozido (Tabela 8.2) e evidencia a migracdo dos compostos fendlicos presentes na casca
para a semente durante o cozimento. Este fato foi relatado também por Cordenusi et al. (2004). Com
respeito a cor (Tabela 8.4), quando comparado somente as farinhas produzidas com pinhdo cru, ao

aumentar a temperatura de secagem do pinhdo, diminui a luminosidade (L*) e aumentam as
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coordenadas de cromaticidade a* e b*, indicando uma farinha menos branca. Ao comparar as farinhas
produzidas com pinhdo cru e cozido nota-se uma significativa diminuicdo na luminosidade para a
farinha produzida com pinhao cozido e um acréscimo na coordenada a*, com aumento da tonalidade
vermelha. As diferencas de cor entre elas foram percebidas até visualmente, sendo que as farinhas de
pinhdo cru apresentam cor branca e as farinhas de pinhdo cozido cor marrom clara. Estes dados estdo
em concordancia com os obtidos para o conteido de CFT, devido a migracdo de compostos fendlicos
da casca para a semente durante o cozimento do pinh@o, conforme comentado. Além disso, a diferenca
de cor pode ser devida também a reacdo de Maillard durante o cozimento em autoclave, ja que o pinhao
cru contém proteinas e aproximadamente 2,25 % bu de glicose e 0,07 % bu de frutose (agucares
redutores), segundo dados de Cordenusi et al (2005). Foi possivel agrupar as farinhas através de analise
por componentes principais utilizando os dados das andlises realizadas, sendo agrupadas pelo
cozimento e pela temperatura de secagem. Foi observado também que as farinhas produzidas com
pinhdo cozido possuem odor e sabor caracteristico de pinhdo, o que ndo acontece com as farinhas
produzidas com pinhdo cru. Este fato evidencia a importancia do cozimento no desenvolvimento do
flavor do pinhdo (onde a reacdo de Maillard provavelmente também seja importante). Ao comparar 0s
parametros de qualidade das farinhas, conclui-se que em termos de cor a farinha de pinhao cru foi a

mais aceita, mas ndo em termos de flavor caracteristico de pinhdo.

Utilizando as farinhas de pinhao cru e cozido desidratados a 70°C foram desenvolvidas quatro
formulacdes para sulfé de pinhdo, sendo avaliadas através de andlise sensorial quanto a aceitabilidade.
De acordo com os resultados obtidos a amostra de suflé produzido com farinha de pinhdo cozido e com
pinhdo triturado semi-desidratado obteve a maior pontuacdo, com diferencas significativas em relagcdo
as demais, com exce¢do da amostra de suflé produzido com farinha de pinhdo cozido e sem pinhdo
triturado semi-desidratado. Esta formulagao foi a segunda melhor pontuagao seguida da formulagdo C
(suflé produzido com farinha de pinhdo cru com pinhdo triturado), mas sem diferencas significativas
entre elas. A que apresentou a menor pontuacdo foi a formulacdo de suflé produzido com farinha de
pinhdo cru e sem pinhdo triturado. Com isso é possivel afirmar que suflé produzido com farinha de
pinhdo cozido apresenta uma aceitagdo significativamente maior do que suflé produzido com farinha de
pinhdo cru. A presenca de pinhao triturado semi-desidratado tem influéncia positiva na aceitagcdo do

produto. No entanto, para uma formulagdo comercial de p6 para preparo de suflé de pinhdo poderia se
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adotar a formulacdo da amostra sem pinhdo triturado semi-desidratado para facilitar a producado,

estabilidade e comercializa¢do do produto.

A migracdo de compostos fendlicos da casca do pinhao para a semente durante o cozimento foi
evidenciada nos resultados obtidos ao comparar o pinhdo cru e cozido e as farinhas de pinhdo cru e
cozido. No estudo da extracdo dos compostos fendlicos da casca, primeiramente foi avaliada a extracao
com quatro solventes diferentes: metanol, etanol, 4dlcool isopropilico e dgua. O metanol apresentou os
melhores resultados, no entanto, o etanol foi escolhido, pois apresentou resultados um pouco inferiores
mas é mais adequado em termos de toxicidade. Posteriormente foi realizado um experimento fatorial 2°
com 6 pontos axiais e 5 repeti¢des no ponto central, utilizando o volume de solvente, a concentragdo de
etanol e a temperatura de extracdo como varidveis. As trés apresentaram efeito significativo na extracao
de compostos fendlicos, sendo o volume de solvente e a concentracdo do etanol as mais relevantes.
Quanto a atividade antioxidante, a temperatura ndo apresentou efeito significativo (p < 0,05). Foram
obtidos modelos utilizando as trés varidveis codificadas para a concentracao de compostos fendlicos no
extrato (mg CE/mL), a quantidade total de compostos fendlicos extraidos por grama de casca (mg
CE/g) e a capacidade antioxidante do extrato (mg AAE/mL). Os modelos obtidos foram significativos
através do teste de Fischer e apresentarm R? > 0.82. Foram avaliadas as condi¢des em que €
maximizada a concentracdo de compostos fendlicos no extrato e a sua capacidade antioxidante
(utilizando volumes menores de solvente e concentracdo de etanol entre 50 e 70%). No entanto,
utilizando volumes menores a quantidade total de compostos fendlicos extraidos por grama de casca é
menor, como era de esperar. Varios autores reportaram que a adi¢do de dgua ao etanol aumenta o
rendimento da extracdo, utilizando concentragcdes de 70 e 80% (Yu et al., 2005; Nepote et al., 2005,
respectivamente). Utilizando os modelos obtidos, foi possivel determinar as condi¢des onde tem-se
uma maior concentragdo de compostos fendlicos e de atividade antioxidante no extrato, obtendo-se
valores de 6,3 mg CE mL"' e 10.2 mg AAE mL", respectivamente. No entanto, se o objetivo &
maximizar a quantidade total de compostos fendlicos extraida (e ndo a concentracdo no extrato), deve
ser usado uma quantidade maior de solvente por grama de casca, obtendo-se um valor maximo de 21,6
mg CE mL™. Este valor é semelhando ao obtido para extratos de plantas medicinais da Argélia, cascas
de maca e pistache, aproximadamente 100 vezes maior ao obtido para casca e sementes de tomate e 5

vezes menor ao obtido para cascas de amendoim. A casca de pinhdo poderia ser uma interessante fonte
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de compostos fendlicos com atividade antioxidante, sendo que devem ser realizados estudos para

identificar estes compostos e avaliar o seu efeito in vivo.
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12 CAPITULO XII - CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos neste trabalho é possivel concluir o que segue.

a) O pinhdo tem uma umidade (> 80% bs) e uma atividade de dgua (~ 0,98) muito altas, o que

dificulta a sua comercializacao.

b) O pinhdao pode ser armazenado durantes 5 dias a temperatura ambiente, 3 meses sob
refrigerac@o e pelo menos, durante 8 meses sob congelamento. Os principais fatores limitantes na sua
vida de prateleira sdo a germinagdo e o desenvolvimento de fungos. Nenhum destes acontece sob

congelamento.

¢) E importante a adocdo das seguintes operagdes preliminares para preservar a qualidade das
sementes até a comercializacdo: limpeza, selecdo, classificacdo e armazenamento. Sugere-se adotar
boas praticas de colheita para minimizar a contaminagdo. Sugere-se realizar o armazenamento sob

refrigeracdo ou congelamento.

d) A forma das isotermas do pinhdo cru e cozido sdo muito semelhantes, sendo pouco afetadas
pela temperatura na faixa estudada. Para ambos os casos, o modelo que melhor se ajustou aos dados
experimentais foi o de Chirife. Os dados experimentais foram utilizados para determinar as
propriedades termodinamicas: calor de sor¢do (entalpia diferencial) e entropia diferencial. A entalpia
diferencial de desorcdo foi calculada utilizando a equacdo de Clausius-Clapeyron, sendo decrescente
com o aumento da umidade e tornando-se assint6tica a um valor de umidade de aproximadamente 0,25
kg/kg (bs) para o pinhdo cru e de 0,30 kg/kg (bs) para o pinhdo cozido. A entropia diferencial
apresentou a mesma tendéncia. O grafico da entalpia diferencial versus a entropia diferencial satisfez a
teoria compensatoria. O processo de desor¢do € um processo controlado pela entalpia (temperatura
isocinética > temperatura média harmoénica) e ndo espontaneo (AG > 0), tanto para o pinhdo cru quanto

para o pinhao cozido.
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e) As isotermas de adsor¢do da farinha produzida com pinhdo cru também foram obtidas. O
modelo de Chirife, foi novamente o que melhor se ajustou aos dados. A entalpia e entropia diferenciais
de adsor¢ao foram praticamente iguais aos obtidos para o pinhdo cru. O processo de adsorcdo da
farinha é um processo controlado pela entalpia e ndo espontaneo com um valor de AG muito

semelhante ao de dessor¢c@o do pinhao cru.

f) Nas curvas de secagem do pinhdo cru, descascado e cortado em rodelas pdde ser observado
que os valores de atividade de dgua diminuem mais rapidamente para temperaturas de 70 e 85° C do
que para 55°C. Os resultados obtidos para o pinhdo cozido sdo similares, porém a influéncia da
temperatura nas curvas de secagem parece ser menor para o pinhdo cozido (na faixa estudada). Os
valores de difusividade foram menores para o pinhdo cozido indicando que a gelatinizacdo do amido
pode afetar a estrutura celular e aumentar a resisténcia interna aos movimentos da dgua na matriz. No

entanto a energia de ativagao para o pinhdo cozido foi menor da obtida para o pinhdo cru.

g) Foram avaliados parametros de processo para a producdo de farinha de pinhdo. A temperatura
de secagem influenciou na cor das farinhas produzidas com pinhdo cru. As farinhas produzidas com
pinhdo cru apresentaram cor mais branca (Legia=89,0; amedia=2,1; bmeaia=12,3), mas sem sabor e aroma
caracteristicos de pinh@o. As farinhas produzidas com pinhdo cozido apresentaram cor mais escura
(Linedia=73,8; amedia=06,9; bmedaia=15,4) e flavor caracteristico de pinhdo, podendo ser utilizada para a
producdo de produtos regionais. Foi possivel agrupar as farinhas obtidas através de andlise por
componentes principais. Foi desenvolvida uma mistura em pé para o preparo de suflé de pinhao

utilizando a farinha de pinhdo cozido, unindo praticidade e inovacao.

i) Foi estudada a extracdo de compostos fendlicos da casca de pinhdo utilizando extragdo por
solventes. Foi utilizada a metodologia de superficie de resposta para maximizar a extragao utilizando
como varidveis o volume de solvente, a concentra¢do de etanol e a temperatura de extracdo; sendo que
as trés varidveis apresentaram efeito significativo. A méxima concentracdo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante no extrato foi obtida utilizando volumes menores e concentragdo de etanol entre
50 e 70% aproximadamente. No entanto, utilizando volumes menores obtém-se uma menor extracao

total de compostos fendlicos por grama de casca. Foram obtidos modelos quadraticos significativos
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para as trés respostas estudadas (concentracdo de CF, antividade antioxidante no extrato e CF totais

extraidos por grama de casca).
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13 CAPITULO XIII - CONSIDERACOES FINAIS

A consolidac@o da cadeia produtiva do pinh@o é importante para o desenvolvimento regional e
uma alternativa para a preservacao da Araucdria, sendo necessdrias pesquisas sobre o desenvolvimento
de técnicas de conservacdo e industrializacdo. Este trabalho teve o objetivo de colaborar neste sentido,
aumentando os conhecimentos sobre condi¢des de armazenamento e processamento do pinhdo.
Apresentou-se um exemplo de desenvolvimento de um novo produto obtido a partir da semente unindo

praticidade, inovagao e apelo regional.

O desenvolvimento de produtos a partir da farinha de pinhdo pode gerar uma maior opc¢ao para
pessoas com a doenca celiaca que ndo podem consumir produtos a base de trigo e constitui um

importante nicho de mercado a ser considerado.

Como também foi demonstrado neste trabalho, o pinhdo é uma rica fonte de amido, sendo que
este poderia ser estudado como uma nova fonte de amido, com propriedades peculiares, como avaliado
por alguns autores recentemente. Seria de interesse avaliar possiveis modificagdes deste amido com

fins tecnoldgicos nas industrias de alimentos e farmacéuticas.

Para aprimorar os conhecimentos sobre o pinhdo sugere-se estudar as enzimas polifenoloxidases

e peroxidases presentes e que podem afetar a qualidade do produto processado.

Foi relatada também a utilizacdo da casca como uma nova fonte de compostos antioxidantes e
avaliadas as melhores condi¢des de extragdo. No entanto, s@o necessdrias mais pesquisas para
identificar os compostos fendlicos presentes na casca do pinhao e testar a sua capacidade antioxidante
em sistemas bioldgicos. Estes compostos poderiam também ser avaliados quanto a sua utilizacdo na
inddstria de alimentos como possiveis substitutos de antioxidantes utilizados atualmente, como por

exemplo, o BHA e BHT.
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