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RESUMO 

A semente da Araucaria angustilofia, denominada pinhão, é consumida 

após cozimento em água, em geral, com sal. As cascas e as águas de 

cozimento constituem resíduos. Embora as cascas tenham sido estudadas 

quanto às suas propriedades, as águas de cozimento apresentam escassos 

estudos. Além do pinhão comumente conhecido, denominado neste 

trabalho de pinhão comum, o pinhão macaco, com ocorrência tardia, 

comparativamente à safra do comum, apresenta um menor número de 

estudos, tanto das sementes quanto das águas de cozimento. Este trabalho 

estudou as águas de cozimento dos pinhões comum e macaco, obtidas em 

diferentes tempos, com e sem sal, quanto à presença de compostos 

fenólicos, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e 

biodigestibilidade de polifenóis em digestão gastrointestinal simulada in 

vitro. Ácido protocatecuico, vanilina e coniferaldeído foram identificados 

e quantificados por HPLC-ESI-MS/MS. As águas de cozimento sem sal 

dos pinhões comum e macaco, obtidas no tratamento por 45 minutos 

apresentaram os maiores teores de compostos fenólicos totais e maior 

atividade antioxidante por DPPH e FRAP. As águas dos dois tipos de 

pinhão obtidas em todos os tratamentos não apresentaram atividade 

antimicrobiana frente às bactérias testadas. Embora comparativamente ao 

pinhão comum, o pinhão macaco tenha apresentado a menor atividade 

antioxidante no tratamento por 45 minutos, sem sal e os dois extratos 

apresentem atividade antioxidante e compostos fenólicos bioacessíveis, a 

diminuição gradual da bioacessibilidade do extrato de pinhão macaco 

durante as etapas de digestão gastrointestinal simulada in vitro, 

caracteriza esse extrato como com melhor propriedade funcional. 

Palavras-chave: Pinhão comum; Pinhão macaco; Extrato aquoso de 

pinhão; Compostos fenólicos; Bioacessibilidade in vitro; Propriedades 

funcionais; Pinhão comum e pinhão macaco 

  



 

  



 

ABSTRACT 

Araucaria angustilofia seeds, called “pinhão”, are consumed after 

cooking in water, usually with salt. Bark and cooking water are waste. 

Although the shells have been studied for their properties, the cooking 

waters have scarce studies. In addition to the commonly known pinhão, 

referred to in this work as the common pinhão, the monkey pinhão, with 

late occurrence, compared to the common season, presents less studies, 

both seeds and cooking waters. Therefore, this work studied the cooking 

waters of common and monkey pinhão, obtained in different times, with 

and without salt, regarding the presence of phenolic compounds, 

antioxidant activity, antimicrobial activity and biodigestibility of 

polyphenols in simulated gastrointestinal digestion in vitro. Protocatecuic 

acid, vanillin and coniferaldehyde were identified and quantified by 

HPLC-ESI-MS / MS. The saltless cooking waters of the common and 

monkey pinhão, obtained in the treatment for 45 minutes presented the 

highest total phenolic compounds contents and higher antioxidant activity 

by DPPH and FRAP. The waters of the two types of pinhão obtained by 

all treatments did not present antimicrobial activity against bacteria 

tested. Compared to the common pinhão, the monkey pinhão presented 

the lowest antioxidant activity in the treatment for 45 minutes without salt 

and the two extracts presented antioxidant activity and bioaccessible 

phenolic compounds, the gradual decrease of the bioaccessibility of the 

monkey pinhão extract during the gastrointestinal digestion stages in 

vitro, characterizes this extract with the better functional properties. 

Keywords: Pinhão comum; Pinhão macaco; Aqueous extract of pinhão; 

Phenolic compounds; Bioavailability in vitro; Functional properties. 
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INTRODUÇÃO 

O Brasil se destaca como um país com uma grande biodiversidade, 

cujos recursos naturais, quando valorizados de modo sustentável, são 

capazes de ajudar no seu desenvolvimento. A utilização desses recursos 

pode ser considerada como uma grande oportunidade, gerando novas 

alternativas econômicas, bem como a conservação do ecossistema 

(BRASIL et al., 2006). 

A avaliação de matérias primas nativas brasileiras, mesmo aquelas 

de ocorrência natural, pode conduzir à valorização econômica e incentivo 

aos pequenos produtores rurais. Um grande exemplo está na exploração 

do pinhão, semente da Araucaria angustifolia (Bert) O. Ktze 

(WENDLING; ZANETTE, 2017), coletado de modo sazonal por 

agricultores das regiões produtoras. 

O aumento do potencial econômico da Araucária poderá estimular 

a sua preservação e expansão territorial, além de gerar renda às famílias 

de pequenas propriedades rurais, trazendo assim benefícios econômicos, 

concomitante aos ganhos ambientais. Existem várias áreas de pesquisas e 

trabalhos a respeito de diversos aspectos da planta, porém, são 

encontrados poucos estudos envolvendo a exploração tecnológica do 

pinhão e de seus subprodutos, principalmente que seja compatível com a 

realidade do micro e pequeno proprietário rural (BRASIL et al., 2006; 

PERALTA et al., 2016). 

Os estudos sobre a porção comestível do pinhão podem ser 

encontrados, mas sempre abordando a composição nutricional e 

desenvolvimento de produtos tais como: farinhas (COSTA et al., 2012; 

CORNEJO et al., 2014; CAPELLA et al., 2009), conservas (CONTO; 

IDE, 2015) e até bebidas alcoólicas (BATISTA, 2014; CONTO et al., 

2016).  

O pinhão é ingerido como alimento após o seu cozimento em água 

ou assado, gerando dois importantes resíduos: a casca e a água do 

cozimento, ambas consideradas ricas em compostos bioativos, 

apresentando excelente potencial tecnológico para a aplicação na 

indústria farmacêutica, cosmética e de alimentos (LEITE et al., 2008; 

PERALTA et al., 2016). O pinhão costuma ser consumido principalmente 

entre os meses de abril e julho, gerando toneladas de cascas e milhares de 

litros de água resultantes do seu cozimento. As cascas e as águas de 

cozimento costumam ser descartadas no meio ambiente, embora 

biodegradáveis, o descarte pode representar a perda de oportunidade de 

ampliação de lucro ou utilização dos seus benefícios.  
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Ao identificar perspectivas funcionais nas cascas e nas águas de 

cozimento, surgem novas oportunidades, além de efetivamente contribuir 

para justificar a preservação dos pinheiros. Ao mesmo tempo, as águas 

residuais do cozimento, não são obtidas em escala industrial, mas no 

momento do preparo, em residências, restaurantes comerciais ou 

institucionais e, os pinhões são empregados para os diversos produtos já 

propostos, com a evolução do uso, também em agroindústrias. No 

entanto, até o momento, as águas de cozimento não foram estudadas com 

o propósito de justificar a sua aplicação. 

Embora o pinhão comum variedade angustifolia seja o mais 

conhecido, existem poucos relatos na literatura sobre o pinhão macaco 

var. indehiscens da Araucaria angustifolia (BERT.) [OTTO KUNTZE]. 

Porém, este possui ocorrência nas mesmas regiões do pinhão comum.  

Considerando estas perspectivas e os poucos trabalhos científicos 

sobre os compostos presentes nas águas de cozimento do pinhão, as 

sugestões para novas aplicações para os resíduos, necessitam de 

aprofundamento científico quanto às propriedades e segurança do 

consumo. Portanto, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar as 

águas de cozimento do pinhão em diferentes tempos e verificar a 

influência da adição de sal durante o cozimento, prospectando a partir 

destas características, sugestões para aplicações, valorização e 

desenvolvimento de novos produtos.  

O trabalho está apresentado em três capítulos, sendo CAPÍTULO 

1 – Revisão Bibliográfica; CAPÍTULO 2 – Água do cozimento de duas 

variedades de pinhão (Araucaria angistifolia (bert.) [otto kuntze): 

avaliação comparativa da composição fenólica e atividades antioxidantes 

e antimicrobianas e CAPÍTULO 3 – Bioacessibilidade de compostos 

fenólicos do extrato aquoso de sementes de  Araucaria angustifolia 

durante a digestão gastrointestinal simulada  in vitro. 
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CAPÍTULO 1 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1 ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA 

Pertencente à família Araucariaceae, a espécie Araucaria 
angustifolia foi descrita por Bertoloni em 1820 como Columbea 

angustifolia Bert., posteriormente foi redescrita por Richard em 1922 

como Araucaria brasiliana Rich. e retificada por Otto Kuntze como 

Araucaria angustifolia (Bert.) Ktze (SOARES; MOTA, 2004).  

A Araucaria angustifolia é a única espécie do gênero de ocorrência 

natural no Brasil (MATTOS, 2011) (Figura 1), popularmente conhecida 

por diversos nomes, tais como: pinheiro, pinheiro-araucária, pinheiro-do-

Paraná, pinheiro-branco, pinheiro-brasileiro, pinheiro-nacional, pinheiro-

das-missões, pinheiro-caiová, pinheiro-cajová, pinheiro-cajuvá, pinheiro-

chorão, pinheiro- elegante, pinheiro-macaco, pinheiro-macho-fêmea, 

pinheiro-de-ponta-branca, pinheiro-preto, pinheiro-rajado, pinheiro-são-

josé, pinheiro-de-são-paulo, pinhão, pinho, pinho-brasileiro, pinho-do-

Paraná, ou simplesmente, araucária (CARVALHO, 1994; REITZ; 

KLEIN, 1988; LORENZI, 2000).  

A espécie está ameaçada de extinção, em vista da exploração 

desenfreada de sua madeira e pela falta de incentivo ao seu plantio e 

manejo, sendo ainda encontrada em pequenas propriedades 

principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná 

e alguns estados da região sudeste, representando uma pequena área de 

apenas 1 % da cobertura protegida de florestas nativas (WENDLING; 

ZANETTE, 2017; ORELLANA; VANCLAY, 2018).   

A araucária é uma espécie de grande importância social, 

econômica, ambiental e cultural para as regiões produtoras, o 

desenvolvimento de tecnologias e a utilização dos produtos não 

madeireiros da araucária como é o caso dos pinhões, e das brácteas, 

podem contribuir para a manutenção e incentivar o reflorestamento da 

espécie (WENDLING; ZANETTE, 2017). 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378112718304924#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378112718304924#!
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Figura 1 - Araucária (Araucaria angustifolia). 

 
Fonte: A autora (2019). 

1.2 DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DA ARAUCÁRIA 

ANGUSTIFOLIA 

Pertencente a Floresta Ombrófila Mista, a Araucaria angustifolia 
ocorre principalmente na regiões sul e sudeste do Brasil fazendo parte do 

bioma Mata Atlântica (SOUZA, 2017; ORELLANA; VANCLAY, 2018). 

Os limites de distribuição da A. angustifolia são: ao Norte, no Rio Doce, 

em Minas Gerais (cerca de 18° S de latitude); ao Sul, na Serra do Sudeste, 

no Rio Grande do Sul (até cerca de 31.5º S de latitude); à Leste, nos 

divisores de água da Serra do Mar e no limite das escarpas do Planalto 

Sul-Brasileiro, a mesma também pode ser encontrada na região nordeste 

da Argentina e no leste do Paraguai (HUECK, 1972; MATTOS, 2011; 

SANTOS et al., 2018) (Figura 2). Nas áreas de campo, a araucária é uma 

espécie facilitadora, criando condições mais propícias para o 

estabelecimento de outras espécies. 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378112718304924#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378112718304924#!
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Figura 2 - Mapa de ocorrência natural da Araucaria angustifolia. 

 
Fonte: Adaptado de Wrege et al. (2016). 

1.3 CARACTERÍSTICAS MORFOMÉTRICAS DA ARAUCARIA 

ANGUSTIFOLIA 

A Araucaria angustifolia pertence ao reino Plantae, filo 

Gymnospermae, classe Coniferopsida, ordem Coniferae, família 

Araucariaceae, gênero Araucaria, espécie angustifolia, é uma árvore 

perene, de porte alto, podendo atingir entre 30 a 52 metros de altura, com 

tronco cilíndrico, quase sempre reto, simples, às vezes com pequenos 

perfilhos (em números de 1 a 15), com diâmetro entre 1 a 2 metros 

(REITZ; KLEIN, 1966; MATTOS, 2011; WENDLING; ZANETTE, 

2017). 

Segundo Mattos (2011), as plantas jovens de Araucaria 

angustifolia possuem formas cônicas, seu crescimento em altura é 

proporcionalmente mais rápido que o crescimento dos galhos, com o 

envelhecimento da planta, o comprimento dos galhos nos pseudo-

verticilos diminui proporcionalmente à medida que aumenta o 

comprimento da inserção (Figura 3). Neste estágio a árvore reduz 

drasticamente o crescimento em altura, porém os galhos continuam 
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crescendo para fora e para cima, de tal maneira que a gema apical dos 

galhos mais baixos está em um nível mais alto do que o broto apical, 

configurando a copa como uma taça (SEITZ, 1986; FRITH, 1966; 

MATTOS, 2011). 

Figura 3 - Mudanças que ocorrem na planta (pinheiro) com o decorrer do 

tempo. 

   
Fonte: Adaptado de Seitz (1986). 

As folhas da Araucaria angustifolia, medem cerca de três a seis 

centímetros de comprimento, são simples, com ápice agudíssimo-

pungentes, e apresentam coloração verde-escuro (REITZ; KLEIN, 1979; 

CARVALHO, 1994; LORENZI, 2000). 

É uma planta dioica, isto é, há árvores femininas e masculinas, com 

suas respectivas inflorescências, ás vezes monoicas, por trauma ou 

doenças, com flores unissexuadas (REITZ; KLEIN, 1966).  

A inflorescência masculina possui folhas modificadas que formam 

os androstróbilos, conhecidos como amento, mingote ou sabugo, que são 

formados por numerosas escamas inseridas em torno de um eixo 

alongado, com 10 a 15,5 cm de comprimento, 1,5 a 3,5 de diâmetro, 

cilíndrico e ligeiramente curvo. Em seu interior estão localizados diversos 

sacos polínicos, onde se desenvolvem os grãos de pólen (REITZ; KLEIN, 

1966; MANTOVANI et al., 2004; ANSELMINI, et al. 2006; MATTOS, 

2011). 

A inflorescência feminina é constituída por folhas modificadas que 

formam o ginostróbilo, conhecido como estróbilo, cone ou pinha, 
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arredondadas, com diâmetro horizontal entre 10 a 22 cm, composta por 

mais de 600 falhas escamiformes inseridas ao redor de um eixo cônico 

denominado de sabugo. O óvulo nasce na axila, protegido por uma folha 

modificada estéril. Esta folha une-se a outra folha modificada estéril 

envolvendo o óvulo fecundado, formando a semente da araucária, 

conhecida como pinhão. O ginostróbilo feminino maduro, chamada de 

pinha, apresenta estruturas: o pinhão (que foi fecundado), o pinhão 

chocho (que não foi fecundado, é atrofiado) e as escamas de 

preenchimento (falhas ou brácteas) (REITZ; KLEIN, 1966; 

MANTOVANI et al., 2004; ANSELMINI, et al., 2006; MATTOS, 2011). 

Reitz e Klein (1966) foram os primeiros a relatar sobre a existência 

de nove variedades e uma forma de Araucaria angustifolia com base na 

coloração das cascas e época do amadurecimento dos pinhões. Porém, 

Mattos (2011), descreveu somente cinco variedades e uma forma: 

a) Araucaria angustifolia var. angustifolia: os pinhões 

apresentam uma coloração vermelha, vermelha tijolo ou 

amarelada, sem ponta branca, brácteas escamiformes do 

mesmo tamanho e maturação de fevereiro a julho.  

b) Araucaria angustifolia var. indehiscens: pinhões com 

coloração vermelha e base branca ou branco-amarelada, 

constituída pelo apêndice testáceo que pode alcançar até a 

metade do seu tamanho. A maturação desta variedade 

conhecida como pinhão macaco, ocorre nos meses de 

setembro a janeiro e os pinhões, não se desprendem das 

pinhas quando maduros. Esta variedade é encontrada nos 

estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Acha-se em 

via de extinção, pois não são replantados e também são 

explorados por madeireiros. 

c) Araucaria angustifolia var. caiova: pinhões com coloração 

vermelho-escura e base branca, sem apêndice testáceo, 

desprendem-se da pinha quando maduros. Maturação de 

julho a agosto. Esta variedade é encontrada nos três estados 

da região sul e também se encontra em perigo de extinção 

pelos mesmos motivos exibidos na var. Indeshiscens. 

d) Araucaria angustifolia var. dependens: tem grimpas ou 

ramos secundários não ramificados, pendentes, com até 1,8 

m de comprimento. Este pinheiro é encontrado apenas em 

Mauá – RJ e é conhecido como “pinheiro chorão”. A 

maturação ocorre no início de agosto. 



35 

e) Araucaria angustifolia var. Vinacea: apresentam 

desprendimento de placas da casca de 1,0 a 1,5 mm de 

espessura, coriáceas (com aparência ou semelhança a couro) 

de coloração vinácea.  

f) Araucaria angustifolia forma catharinensis: planta rara, 

com pinhões com coloração vermelha, com bráctea 

escamiforme superior ultrapassando a 0,5 cm ou mais ao 

comprimento da inferior e maturação em julho.  

Zechini et al. (2012), identificaram pelo menos três variedades de 

pinhão no entorno da Floresta Nacional de Três Barras – SC: var. 

angustifolia, conhecido como pinhão comum ou tradicional; var. 

indeshiscens, denominado de pinhão macaco e var. Caiova conhecido 

como pinhão cajuvá ou caiová. 

1.4 PINHÃO 

O termo pinhão é dado às sementes da Araucaria angustifolia, 

constituídas das seguintes partes: casca ou tegumento, que apresenta 

coloração vermelho tijolo; amêndoa, que é uma massa amilácea de 

coloração branca amarelada e o embrião que se localiza no centro da 

amêndoa e normalmente apresenta uma coloração branca (Figura 4) 

(MATTOS, 2011). 

Figura 4 - Casca ou tegumento e amêndoa do pinhão. 

 
(a) Casca ou tegumento; (b) amêndoa.  

Fonte: A autora (2019). 
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Segundo o IBGE, no ano de 2016, a produção de pinhão no Brasil 

foi de 7746 toneladas, com destaque para o Paraná e Santa Catarina 

(Tabela 1). 
Tabela 1 - Produção de pinhão no Brasil e nos principais estados produtores.  

Ano X Tipo de produto extraído 

 2014  2015 2016 

Brasil e unidades 

da Federação 

Pinhão 

(toneladas) 

Pinhão 

(toneladas) 

Pinhão 

(toneladas) 

Brasil 8777 8393 7746 

Minas Gerais  1162 1213 1090 

São Paulo 6 6 6 

Paraná 3582 3220 3183 

Santa Catarina  3147 3192 2663 

Rio Grande do Sul 887 762 805 

Fonte: Adaptado do IBGE (2016). 

De acordo com Cordenunsi et al. (2004), o teor de água no pinhão 

cozido chega a 50%, e o amido é o segundo componente principal, com 

aproximadamente 34 %, o que identifica a semente como uma boa fonte 

de carboidratos. Com o alto teor de amido, o teor de açúcares solúveis 

totais (glicose, frutose e sacarose) é pequeno. O pinhão também 

representa uma boa fonte de fibras totais, com 6 % em média. Os teores 

aproximados de proteínas (3%) e lipídeos (1,3%) são baixos comparados 

a outros alimentos ricos em amido, conforme ilustrado na Tabela 2. Os 

minerais presentes são: fósforo, magnésio, cálcio, zinco, ferro e cobre. 
Tabela 2 - Composição da amêndoa do pinhão comum cru e cozido. 

Composição (%) 

 em base úmida  

Pinhão cru  

Amêndoa 

Pinhão cozido 

Amêndoa 

Pinhão cozido 

Casca 

Umidade 49,5 ± 0,02 50,35 ±0,71 5,00 ± 0,06 

Cinzas 1,60 ± 0,01 1,41 ± 0,02 1,74 ± 0,02 

Proteínas 3,57 ± 0,05 3,31 ± 0,05 -- 

Lipídeos 1,26 ± 0,07 1,26 ± 0,09 -- 

Fibra solúvel 0,63 ± 0,13 0,55 ± 0,18 -- 

Fibra insolúvel 4,26 ± 0,20 5,17 ± 0, 25 -- 

Amido 36,28 ± 0,11 34,48 ± 0,72 -- 

Açúcares solúveis 2,43 ± 0,16 0,64 ± 0,13 -- 

Fonte: Adaptado de Cordenunsi et al. (2004) e Rezende (2016). 

1.4.1 Pinhão macaco (Araucaria angustifolia var. indehiscens) 

O pinhão macaco difere dos demais pinhões por apresentar a ponta 

branca ou branca amarelada (Figura 5), é de difícil desprendimento da 

pinha (Figura 6), seu apêndice testáceo pode se estender até a metade do 
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seu tamanho. Sua maturação é tardia diferente das demais variedades, o 

pinhão macaco pode ser colhido entre setembro a janeiro (REITZ; 

KLEIN, 1966; MATTOS, 2011; ZECHINI et al., 2012), devido aos 

fatores climáticos esse período está se modificando podendo ser 

encontrados pinhões dessa variedade já no começo de agosto. Tendo 

ocorrência natural nos estados do Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do 

Sul. Seu nome popular se dá devido ao fato dos macacos bugios se 

alimentarem desses pinhões (MATTOS, 2011). 

Figura 5 - Diferenças entre o pinhão macaco e o pinhão comum. 

 
(a) Pinhão macaco com a presença de ponta branca; (b) pinhão comum sem a 

presença de ponta branca. 

Fonte: A autora (2018). 
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Figura 6 - Pinhas do pinhão macaco (A e B) e pinhão comum (C e D) 

 
Fonte: A autora (2018). 

1.5 COMPOSTOS FENÓLICOS  

Os polifenóis são compostos que derivam da fenilalanina e se 

caracterizam por apresentar duas ou mais unidades de fenol em sua 

estrutura (GRANATO, 2016). Sendo compostos provenientes 

principalmente do metabolismo secundário das plantas, cuja função e 

variedade estão relacionadas diretamente à defesa dessas. Os compostos 

fenólicos podem ser divididos em flavonoides e não flavonoides (SOUZA 

et al., 2014).   

Nos últimos anos os fenólicos vêm recebendo maior interesse por 

parte dos pesquisadores devido ao fato da maioria desses compostos 

apresentarem atividade bioativa com alegações funcionais, capazes de 

promover a saúde (XU et al, 2017). Compostos bioativos, por sua vez, 
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são classificados como substâncias com alegações funcionais ou tóxicas, 

essas substâncias podem estar presentes em diferentes proporções nos 

vegetais, sementes, frutos, entre outros (HO; RAFI; GHAI, 2010).    

A classe dos compostos fenólicos mais importantes que estão 

presentes nos alimentos são derivados dos flavonoides, taninos e 

fenilpropanoides. Os taninos podem ser taninos hidrolisáveis ou taninos 

não hidrolisáveis, esses podem ser formados por glicose e ácido gálico 

em diferentes conformações (NUNES; BESTEN, 2016). 

Diversas pesquisas têm indicado que o tegumento externo do 

pinhão (Arauraria angustifolia) é rico em compostos fenólicos e em 

atividade antioxidante, esse subproduto normalmente é descartado após o 

cozimento e separação da amêndoa (CORDENUNSI et al., 2004; 

FREITAS et al., 2018; SANTOS et al., 2018). 

Dentre os compostos fenólicos encontrados nos extratos de pinhão, 

estão as proantocianidinas, derivadas das catequinas e epicatequinas, o 

flavonol quercetina-3-glicosídeo, a flavanona eriodictiol hexosídeo e dois 

ácidos fenólicos sendo estes derivados dos ácidos protocatecuico e 

ferúlico (FREITAS et al., 2018; SANTOS et al., 2018). 

1.6 FLAVONOIDES  

Os flavonoides são um dos grupos de compostos fenólicos mais 

importantes e amplamente distribuídos nas plantas. Existe uma vasta 

variedade de flavonoides, cerca de mais de 2000 são de origem natural 

(HO; RAFI; GHAI, 2010). Sua estrutura principal contém 15 átomos de 

carbono organizados em três anéis, sendo esses dois anéis benzênicos e 

um anel pirânico (NUNES; BESTEN, 2016). 

Os compostos flavonoides apresentam uma gama de padrões de 

substituição como a hidroxilação, metoxilação, metilação e glicosilação 

que proporcionam diversidade e complexidade aos mesmos. A 

glicosilação, por exemplo, tem a capacidade de alterar a solubilidade da 

água e a estabilidade dos flavonoides. Grande parte dos flavonoides 

apresentam ação antioxidante, além de serem considerados importantes 

compostos antimicrobianos (YANG et al., 2018). 

Segundo Santos e colaboradores (2018), os flavonoides 

representam a maior proporção de compostos fenólicos presentes no 

extrato hidroalcoólico (etanol/água) do pinhão, correspondendo a 

aproximadamente 89-92% da constituição total, dentre esses os mais 

abundantes são a catequina e a epicatequina, as flavononas e o flavanol 

(Figura 7). 
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Figura 7 - Principais flavonoides encontrados nos extratos do pinhão. 

 
Fonte: Adaptado e modificada de Nunes e Besten (2016). 

1.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  

Muitos compostos fitoquímicos presentes nas plantas apresentam 

propriedades benéficas a saúde. Entre os mecanismos associados a esses 

benefícios está a ação antioxidante, realizada por esses compostos, como 

o sequestro de radicais livres, manutenção da integridade estrutural das 

moléculas e das células, protegendo, assim, o organismo contra danos no 

DNA, estresse oxidativo, e consequentemente envelhecimento precoce 

(HO; RAFI; GHAI, 2010).    

Dentre os grupos que apresentam considerável ação antioxidante, 

estão os compostos fenólicos. Segundo a World Cancer Research Fund 

(2018), a ingestão diária de alimentos que apresentem esses compostos 

está associada ao aumento da longevidade, e à redução na incidência de 

doenças crônicas não transmissíveis e câncer.  

Os estudos com o pinhão cozido e cru e de outras partes da 

Araucaria angustifolia, como folhas e cascas da sua árvore, confirmam 

que os mesmos, apresentam significativa atividade antioxidante 

(CORDENUNSI et al., 2004; YAMAGUCHI et al., 2009; SILVA et al., 

2014; FREITAS et al, 2018; SANTOS et al., 2018). 
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Yamaguchi e colaboradores (2009), estudaram o potencial 

antioxidante protetor dos extratos das folhas da Araucaria angustifolia 

frente aos danos induzidos pelos raios UV sobre o DNA de timo de 

bezerro, constataram que a fração flavonoide protegeu o DNA dos danos 

causados pelos raios UV, através da diminuição da oxidação dos 

nucleotídeos e dos dímeros de pirimidina.  

Souza et al. (2014), estudaram as brácteas do pinhão comum, 

também afirmaram que essas são ricas em compostos naturais com 

atividade antioxidante, apresentam importante efeito protetor contra o 

dano oxidativo de lipídeos, proteínas e DNA em fibroblastos de pulmão 

humano. Sua atividade antioxidante está correlacionada a presença de 

compostos como: catequina, epicatequina, quercetina e apigenina, 

capazes de atuarem na inibição do mecanismo oxidativo associado a 

doenças degenerativas (SOUZA et al. 2014).  

1.8 COMPOSTOS ANTINUTRICIONAIS  

Apesar dos compostos fenólicos apresentarem comprovação 

científica de seus benefícios, alguns desses compostos quando em excesso 

podem apresentar atividade antinutricional, impedindo a absorção de 

diversos nutrientes e moléculas importantes ao organismo. Os taninos, 

por exemplo, por apresentarem a capacidade de se ligar à macromoléculas 

como as proteínas e os polissacarídeos; e aos íons metálicos como cálcio, 

ferro entre outros, podem causar a redução da biodisponibilidade e da 

digestibilidade no organismo (PEREIRA; CARDOSO, 2012).   

Os taninos são comumente classificados como taninos 

condensados ou hidrolisados. Os taninos condensados ou 

proantocianidinas, apresentam duas unidades derivadas das catequinas, já 

os taninos hidrolisados resultam da esterificação dos glicídios com 

unidades de ácido gálico (OLIVEIRA et al., 2015; DEMARQUE et al., 

2018). 

A Araucaria angustifolia é rica em proantocianidinas, fator que 

deve ser levado em consideração, uma vez que esses compostos são 

capazes de inibir fortemente a α-amilase, resultando em um atraso na 

digestão dos glicídios. As proantocianidinas da araucaria também 

apresentaram efeito sobre a lipase pancreática (SILVA et al. 2014, 

OLIVEIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2018). Estas funções podem ser 

analisadas em diferentes ângulos, quando se trata de definir potenciais 

aplicações. 
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1.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

O aumento da vida útil do alimento é alcançado através da redução 

da carga microbiológica, utilizando processamento e métodos de 

conservação adequados (AUGUSTO; SOARES; CASTANHA, 2018). 

Dentre os métodos de conservação utilizados está o emprego de 

compostos sintéticos ou naturais que apresentam atividade 

antimicrobiana (GYAWALI; IBRAHIM, 2014).  

A aplicação de compostos naturais como agentes antimicrobianos 

vem aumentando gradativamente, uma vez que, essas substâncias têm 

ganhado maior importância frente aos compostos sintéticos. Isso se deve 

a dois principais fatores como, o crescente aumento de cepas resistentes 

relacionadas ao uso indevido ou incorreto dos antibióticos, dentre eles os 

micro-organismos patogênicos transmitidos através dos alimentos, que 

além de serem resistentes aos compostos sintéticos utilizados, apresentam 

maior tolerância ao processamento, e os riscos ambientais estão 

correlacionados com o uso indevido (GYAWALI; IBRAHIM, 2014). 

Dentre os compostos naturais associados a atividade 

antimicrobiana estão os metabólitos secundários das plantas. Mbaveng et 

al. (2015) constataram a atividade antimicrobiana de dezenove compostos 

naturais dentre eles terpenoides, alcaloides, tiofenos e fenólicos frente a 

14 cepas diferentes, sendo elas sensíveis e resistentes de P. aeruginosa, 
K. pneumoniae, E. aerogenes, E. cloacae, E. coli, P. stuartii. Desses 

compostos os que apresentaram maior atividade antimicrobiana foram os 

compostos fenólicos (flavonoides, isoflavonoides, benzofenona, 

benzofurano, cumarinas, ácido elágico e lignana).  

A investigação destes compostos no pinhão, bem como os efeitos 

antimicrobianos dos extratos podem indicar possíveis aplicações para as 

águas do cozimento. 

1.10 BIOACESSIBILIDADE E BIODISPONIBILIDADE 

A biodisponibilidade está diretamente relacionada com a 

bioacessibilidade da matriz alimentar durante a digestão. Através da 

bioacessibilidade é possível determinar a quantidade do composto de 

interesse que é liberado, e está disponível para a absorção durante o 

processo gastrointestinal. A bioacessibilidade pode ser avaliada in vitro, 

por intermédio de uma digestão gastrointestinal simulada, por membrana 

artificial, cultura celular, cultura Caco-2 (linhagens celulares 

provenientes do epitélio do coloretal humano), entre outros métodos 

(BARBA et al. 2017; GALANAKIS, 2018). As informações referentes a 
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bioacessibilidade são valiosas para determinar a dosagem e garantir a 

eficiência nutricional dos alimentos (FERNÁNDEZ-GARCÍA; 

CARVAJAL-LÉRIDA; PÉREZ-GÁLVEZ, 2009, CARBONELL-

CAPELLA et al., 2015). 

A biodisponibilidade por sua vez, faz parte de um processo mais 

complexo, correspondendo não apenas a quantidade de compostos 

liberados prontos para a absorção, mas também inclui processos 

metabólicos, pré-disposição genética, distribuição do nutriente no 

organismo e bioatividade, podendo variar de indivíduo para indivíduo 

(HOLST; WILLIANSON, 2008; FERNÁNDEZ-GARCÍA; 

CARVAJAL-LÉRIDA; PÉREZ-GÁLVEZ, 2009; GRANATO; NUNES; 

BARBA, 2017).  

A ação dos compostos bioativos presentes nos alimentos no 

organismo não depende apenas da natureza físico-química destes, mas 

também da sua bioacessibilidade e biodisponibilidade perante as barreiras 

biológicas, tornando disponível o composto alvo para utilização pelos 

órgãos e tecidos, visando exercer determinadas funções fisiológicas 

(ALMINGER et al., 2014; CARBONELL-CAPELLA et al., 2015; 

BARBA et al., 2017). Parâmetros como tratamento térmico, formas de 

acondicionamento, e processos tecnológicos podem influenciar na 

bioacessibilidade dos alimentos (BARBA et al., 2017; DEY et al. 2019).  

1.11 PROPRIEDADES FUNCIONAIS 

Os consumidores estão cada vez mais conscientes dos problemas 

de saúde relacionados com a dieta, exigindo ingredientes naturais que 

sejam seguros e promotores da saúde, como os alimentos funcionais. 

Subprodutos do processamento de alimentos vegetais representam um 

grande problema de descarte para a indústria em questão, mas eles 

também são fontes promissoras de compostos que podem ser usados por 

causa de suas propriedades tecnológicas ou nutricionais favoráveis 

(SCHIEBER et al., 2001). Gusman et al. (2001), Delmas et al. (2005),  

Beer  et al. (2003) e Cantos et al. (2002) reportaram efeitos biológicos 

promotores da saúde relacionados aos compostos fenólicos da dieta, como 

atividades antioxidante, antiinflamatória, antimicrobiana e 

anticarcinogênica em estudos epidemiológicos clínicos e in vitro.   

Os polifenóis podem sofrer modificações iniciais induzidas pelo 

ácido gástrico do estômago durante o processo de absorção. No intestino 

delgado, os polifenóis glicosídicos são clivados para liberar o radical 

glicosídeo antes da absorção. Este processo é mediado por enzimas, que 

têm afinidade por glicose, xilose e galactose, como lactase florizina 
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hidrolase (LPH) e β-glicosidase citosólica (β-CBG) (DEL RIO et al., 

2013). No entanto, os polifenóis resistentes à ação dessas enzimas não são 

absorvidos no intestino delgado e podem ser clivados pelas bactérias 

intestinais para produzir pequenas moléculas como os ácidos fenólicos. 

As estruturas dos polifenóis ainda podem passar por reações de 

conjugação com adição de grupos metil, glucuronídeo ou sulfato. Os 

polifenóis remanescentes, principalmente aqueles ligados à ramnose, são 

modificados para α-ramnosidases produzidas pela microbiota intestinal 

(MINATEL et al., 2017). Após estes processos absortivos, os compostos 

fenólicos podem ser absorvidos pela mucosa do intestino / cólon, passar 

pela veia porta e chegar ao fígado, além de poderem ser conjugados no 

fígado com grupos metil, glicuronídeo ou sulfato e liberados na corrente 

sanguínea para absorção dos tecidos (MINATEL et al., 2017). Além 

disso, alguns compostos fenólicos podem exercer efeito prebiótico sobre 

bactérias benéficas no intestino, estimulando seletivamente o seu 

crescimento com consequente efeito funcional sobre a saúde do indivíduo 

(GIBSON et al., 2017). 

Nos países em desenvolvimento, os vegetais desempenham um 

papel relevante no tratamento dos estágios iniciais de várias doenças, 

devido aos recursos limitados e ao acesso restrito aos tratamentos 

modernos. Existe também uma demanda em países desenvolvidos 

industrialmente por abordagens alternativas baseadas em compostos 

vegetais, o que é motivado pelos efeitos colaterais associados ao uso de 

medicamentos (CORREIA et al., 2012). Vários extratos vegetais e seus 

compostos bioativos provaram ser eficazes contra importantes 

enfermidades de diferentes maneiras, por exemplo, efeito regulador da 

hiperglicemia e efeito antioxidante entre outros (CHEPLICK et al., 2010; 

RANILLA et al., 2010; GENOVESE et al., 2008; HOFFMANN-RIBANI 

et al., 2009). Portanto, há um interesse crescente em investigar a 

funcionalidade biológica ligada aos compostos bioativos presentes em 

matrizes vegetais, principalmente em resíduos industriais (CORREIA et 

al., 2012). 

Sem dúvida, os alimentos funcionais representam uma parte 

importante, inovadora e em rápido crescimento do mercado global de 

alimentos. Contudo, a matriz complexa dos resíduos e a sua composição 

de princípios bioativos, requerem uma avaliação cuidadosa dos riscos 

potenciais que podem surgir de compostos isolados recuperados de 

subprodutos. Além disso, investigações sobre estabilidade e interações de 

fitoquímicos com outros ingredientes alimentares durante o 

processamento e armazenamento também precisam ser iniciadas 

(SCHIEBER et al., 2001).  
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Águas do cozimento de duas variedades de pinhão (Araucaria 

angistifolia (bert.) otto kuntze): avaliação comparativa da 

composição fenólica e atividades antioxidantes e antimicrobianas 

RESUMO 

As sementes da Araucária representam importante produto da mata 

atlântica, as amêndoas são consumidas, enquanto cascas e águas de 

cozimento representam resíduos ainda não valorizados. Neste trabalho 

foram estudadas as águas do cozimento do pinhão em diferentes tempos, 

com e sem cloreto de sódio e, foi comprovado a presença de compostos 

fenólicos, atividade antioxidante e, portanto, poderiam ser estudadas para 

o consumo humano. O cozimento por 45 minutos sem sal resultou em um 

maior teor de compostos fenólicos e maior atividade antioxidante (DPPH 

e FRAP), tanto para o pinhão comum quanto para o pinhão macaco. As 

águas de cozimento em nenhuma das condições testadas apresentaram 

atividade antimicrobiana contra as bactérias testadas. A determinação dos 

fenólicos por HPLC-ESI-MS/MS, identificou e quantificou o ácido 

protocatecuico, a vanilina e coniferaldeído. Os maiores tempos de 

cozimento com e sem sal resultaram em maior extração de compostos 

fenólicos, no entanto as extrações sem sal foram mais eficientes e 

resultaram em extratos com maior atividade antioxidante. 

Palavras-chave: HPLC-ESI-MS/MS; Compostos fenólicos; Resíduos; 

Araucaria angustifolia 
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Cooking water of seeds from two varieties of Araucaria angustifolia 

(bert.) Otto kuntze): comparative evaluation of phenolic 

composition antioxidant and antimicrobial activities. 

ABSTRACT 

Araucaria seeds (pinhão) represent an important product of Atlantic 

forest, while almonds are consumed, bark and water represent waste not 

yet valued. In this work, the waters of the pinhão cooking were studied at 

different times, with and without sodium chloride, and the presence of 

phenolic compounds, antioxidant activity and could be studied for human 

consumption. Cooking for 45 minutes without salt resulted in a higher 

content of phenolic compounds and higher antioxidant activity (DPPH 

and FRAP), both for the common pinhão and for the monkey pinhão. 

Cooking waters under none of the conditions tested showed antimicrobial 

activity against Salmonella enterica Typhimurium (ATCC 14028), 

Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 

and Bacillus cereus (ATCC 11778). Protocatecuic acid, vanillin and 

coniferaldehyde were identified and quantified by HPLC-ESI-MS / MS. 

Highest cooking time with and without salt, resulted in major phenolic 

compounds extraction. Meanwhile extractions without salt were more 

efficient and resulted in extracts with higher antioxidant activity.  

Keywords: HPLC-ESI-MS/MS. Physicochemical composition. Antimicrobian 

activity. Residue. 
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1. INTRODUÇÃO  

O pinheiro do Paraná é uma árvore amplamente encontrada nas 

regiões sul e sudeste do Brasil, ocorrendo em diferentes variedades, entre 

elas, Araucaria angustifolia var. angustifolia e Araucaria angustifolia 

var. indehiscens, conhecidos popularmente como pinhão “comum” e 

pinhão “macaco”, respectivamente (LIMA et al., 2007). Essas sementes 

são utilizadas tanto pela população (de forma doméstica) quanto pelas 

indústrias para o consumo, por cocção em água. Entretanto, a água de 

cocção geralmente é descartada, apresentando tonalidade marrom 

avermelhada, sabor amargo, o que denota a provável presença de 

compostos fenólicos, devido à migração que ocorre, principalmente das 

cascas das sementes para água (KOEHNLEIN et al., 2012).  

Diversos estudos têm mostrado que o pinhão pode apresentar 

atividade antioxidante devido à presença de compostos fenólicos 

(SANTOS et al., 2018), os quais estão associados com efeitos protetores 

contra várias doenças, mais especificamente devido a água residual da 

cocção do pinhão apresentar fenólicos bioacessíveis (CUNHA et al., 

2018).  Entretanto, é necessário compreender quais compostos fenólicos 

específicos são encontrados na água de cocção utilizando técnicas 

cromatográficas, como por exemplo, cromatografia líquida acoplada ao 

espectrômetro de massas, uma vez que na literatura apenas é reportada a 

determinação de compostos fenólicos totais. Além das propriedades 

antioxidantes que a água de pinhão pode apresentar, faz-se necessário 

investigar a ação antimicrobiana a fim de se estabelecer e potencializar 

para quais aplicações industriais essa água de cocção pode ser destinada. 

Ao identificar perspectivas de propriedades funcionais nas cascas 

e nas águas de cozimento, surgem novas oportunidades, além de 

efetivamente contribuir para justificar a preservação dos pinheiros. Ao 

mesmo tempo, justifica-se investigar a composição das águas residuais do 

cozimento, obtidas tanto em escala industrial, quanto em residências, 

restaurantes comerciais ou institucionais e agroindústrias, com proposta 

de agregar valor comercial e, concomitantemente, proporcionar avanços 

socioeconômicos gerando menor desperdício ou problemas ambientais 

devido ao seu descarte. No entanto, até o momento, as águas de cozimento 

não foram estudadas com o propósito de justificar a sua aplicação. 

Diante do exposto, este trabalho objetivou investigar a composição 

fenólica e atividades antioxidantes e antimicrobianas das águas de cocção 

do pinhão Araucaria angustifolia var. angustifolia e Araucaria 

angustifolia var. indehiscens.  



57 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Amostras 

As amostras foram adquiridas na cidade de São José do Cerrito – 

SC, latitude: 27° 39' 45'' Sul, longitude: 50° 34' 48'' Oeste, onde o pinhão 

comum foi coletado entre os meses de junho e julho/2018 e o pinhão 

macaco no mês de agosto/2018 sendo armazenados em freezer -20 ± 2 °C 

(modelo FE 22 Super, Eletrolux®, Curitiba, Brasil) até a realização das 

análises. 

2.2 Reagentes  

Os reagente Folin-Ciocalteu, ácido gálico, DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil), TPTZ (2,2′-2,4,6-tripiridiltriazina), Trolox, e padrões 

fenólicos ultra-puros foram obtidos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, 

USA). Os padrões (n=44) foram preparados com uma solução estoque 

(1000 mg L−1 em 100 % metanol grau HPLC) e armazenados em freezer 

e usados para preparar a curva de calibração por diluição apropriada da 

mistura. Todos os demais reagentes químicos e solventes utilizados foram 

de grau analítico.  

2.3 Preparo da amostra 

Para o preparo das águas foram utilizados 100 g de amostra tanto 

para o pinhão comum quanto para o pinhão macaco armazenados em 

freezer, onde foram cozidos em 1000 mL de água destilada, em diferentes 

tempos (15, 30 e 45 minutos – tempos contabilizados a partir do momento 

em que a panela atingiu a pressão máxima) com e sem cloreto de sódio 

(Cisne Tradicional) todas em triplicata em panela de pressão de 4,5 L 

(Clock®, São Bernando do Campo, Brasil). Para as amostras com sal 

foram utilizados 15 g de NaCl valor adaptado de David e Silochi (2010). 

Após o cozimento mediu-se o volume final da água e acondicionaram-se 

as mesmas em tubos Falcon que foram armazenados em freezer a -20 ± 2 

°C (modelo FE 22 Super, Eletrolux®, Curitiba, Brasil) até o momento das 

análises. 

2.4 Determinação de pH, sólidos solúveis totais, cinzas, proteínas 

solúveis e colorimetria 

As análises físico-químicas foram realizadas como proposto pela 

AOAC (2005). Teor de sólidos solúveis totais foi determinado em 

refratômetro de Abbe (modelo tropen, Carl Zeiss, Jena, Alemanha), 
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calibrado com água destilada; cinzas em forno mufla (FORNITEC, 

modelo 2017, São Paulo, Brasil) a 550 ºC, com incineração prévia e 

proteínas solúveis pelo método de Bradford (1976). Para determinação de 

pH foi utilizado potenciômetro (MP220, Metler-Toledo, Greinfensee, 

Switzerland). Parâmetros CIELab (L*, a* e b*) foram determinados 

usando um colorímetro (Minolta Chroma Meter CR-400, Osaka, Japão), 

ajustado para operar com iluminante D65 e ângulo de observação de 2º, 

previamente calibrado. Estas análises foram realizadas no Laboratório de 

Frutas e Hortaliças, do Centro de Ciências Agrárias, da Universidade 

Federal de Santa Catarina. 

2.5 Determinação dos compostos fenólicos totais 

O teor dos compostos fenólicos totais (CFT) foi determinado como 

proposto por Singleton e Rossi (1965) com modificações feitas por 

Arriola et al. (2014). Esta análise foi realizada no Laboratório de Frutas e 

Hortaliças, do Centro de Ciências Agrárias, da Universidade Federal de 

Santa Catarina. Resumidamente, 1 mL de cada amostra foi adicionada 

com reagente de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v), a mistura foi homogeneizada 

e deixada em repouso durante 5 minutos e, em seguida, foram adicionados 

4 mL de solução de Na2CO3 (7,5 g 100 mL-1). Após 2 horas, a absorbância 

da solução foi avaliada a 765 nm em espectrofotômetro UV-Vis (Hitachi, 

U-1800, Tóquio, Japão). A curva de calibração foi construída utilizando 

o ácido gálico e o teor de compostos fenólicos totais foi expresso em mg 

de equivalentes de ácido gálico por 100 mL de amostra (EAG 100 mL-1). 

2.6 Atividade antioxidante in vitro 

A atividade antioxidante pelo método de captura do radical 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi determinada como proposto por 

Brand-Williams et al. (1995), com modificações feitas por Arriola et al. 

(2014). Alíquotas de 0,1 mL de cada amostra foi adicionada a 2,9 mL de 

solução de DPPH (0,039 g L-1). A mistura foi agitada vigorosamente e 

mantida ao abrigo da luz durante 30 minutos. A absorbância da solução 

resultante foi medida à 515 nm em espectrofotômetro UV-Vis (Hitachi, 

U-1800, Tóquio, Japão). A curva de calibração foi construída utilizando 

soluções contendo concentrações conhecidas de Trolox. Os resultados 

foram expressos em micromol de Trolox por 100 mL de amostra 

(μMtrolox 100 mL-1). 

O poder antioxidante redutor férrico (FRAP) foi determinado 

como proposto por Benzie e Strain (1996), com modificações de Arriola 

et al. (2014). Resumidamente, 100 µL de cada amostra foram adicionados 
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a 100 µL de FeCl3 (3 mmol L-1 em 5 mmol L-1 de ácido cítrico) e 

incubados a 37 ± 2 °C durante 30 minutos. Após a incubação, foi 

adicionada uma solução contendo 1,8 mL de 2,4,6-tris (2-piridil)-S-

triazina (TPTZ)  1 mmol L-1 em HCl 50 mmol L-1, mais 300 mmol L-1  de 

tampão acetato (pH 3,6) e, após 10 minutos, a absorbância da solução 

resultante foi medida espectrofotometricamente a 593 nm (Hitachi, U-

1800, Tóquio, Japão). A curva de calibração foi construída utilizando 

soluções contendo concentrações conhecidas de Trolox. Os resultados 

foram expressos em micromol de Trolox por 100 mL de amostra 

(μMtrolox 100 mL-1). 

Estas análises foram realizadas no Laboratório de Frutas e 

Hortaliças, do Centro de Ciências Agrárias, da Universidade Federal de 

Santa Catarina. 

2.7 Identificação e quantificação de compostos fenólicos por HPLC-

ESI-MS/MS 

2.7.1 Preparo das amostras 

A extração dos compostos fenólicos seguiu a metodologia proposta 

por Schulz et al. (2015) com modificações.  Os compostos fenólicos 

presentes nas águas de cozimento do pinhão macaco e comum foram 

extraídos utilizando 10 mL de amostra a qual foi transferida para tubo 

Falcon ajustando o pH da amostra com HCl 6 mol L-1 e NaOH 6 mol L-1 

até atingir pH 2. Em seguida, as amostras foram submetidas a extração 

por partição com éter etílico e centrifugada a 4000 rpm (Hermle, Z 200A, 

Wehingen, Alemanha) por 10 minutos, com a remoção do sobrenadante. 

O procedimento foi repetido por três vezes, os sobrenadantes foram 

combinados em um balão de fundo redondo e o solvente foi 

rotaevaporado a 40 °C até completa secagem. Os extratos secos das águas 

de cozimento do pinhão macaco e comum foram recolhidos em 1 mL de 

metanol e diluídos 10 vezes, para posterior injeção em HPLC-ESI-

MS/MS. 

2.7.2 Análise HPLC-ESI-MS/MS 

A identificação e quantificação dos compostos fenólicos foram 

realizadas utilizando um cromatógrafo líquido de alta eficiência, modelo 

1200 Series (Agilent Technologies, Alemanha) seguindo metodologia 

proposto por Schulz et al. (2015). Estas análises foram realizadas no 

Laboratório de Eletroforese Capilar (LabEC), do Deparatamento de 

Química, da Universidade Federal de Santa Catarina. Os compostos 
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foram separados em coluna SynergiTM (4.0 μm, 2.0 x 150 mm d.i.; 

Phenomenex, USA). A fase móvel consistiu de uma solução de metanol 

95 ml 100mL-1 e água 5 ml 100mL-1  (A) e de água com ácido fórmico 

0,1 ml 100mL-1  (B). A separação foi realizada a 30 °C utilizando eluição 

por gradiente segmentado de acordo com as seguintes etapas: 0 – 5 min, 

10 % A; 5 – 7 min, 90 % A; 7 – 10 min, 90 % A; 10 – 17 min, 10 % A. O 

fluxo utilizado foi de 250 µl min-1 e o volume de injeção foi de 10 μL. 

O sistema HPLC foi acoplado a um espectrômetro de massas com 

analisador triploquadrupolo e ion trap linear, modelo Q Trap 3200 

(Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada). Os experimentos foram 

realizados utilizando fonte de ionização por eletrospray TurboIonSpray 

(TurboIonSpray Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord-ON, Canada) 

em modo negativo. Os parâmetros MS/MS foram: agulha capilar mantida 

a −4500 V; gás de cortina a 10 psi; temperatura de 400 °C; gás 1 e 2 a 45 

psi, e gás de colisão, médio. O software Analyst versão 1.5.1 foi usado 

para aquisição e tratamento dos dados obtidos. 

2.8 Atividade antimicrobiana 

2.8.1 Preparo do extrato 

As amostras de pinhão macaco (PM) e pinhão comum (PC) foram 

cozidas, em triplicata, sob pressão por 45 minutos na proporção de 

pinhão: água de 100g:1000 mL. Após o cozimento, o volume restante 

médio foi de 340 mL (310 – 345 mL), destas águas de cozimento foram 

retirados 50 mL e feito um pool, totalizando 150 mL, que foram 

liofilizados em liofilizador de bancada (Terroni® LS3000D, São Carlos, 

Brasil), 

Os extratos concentrados de PM e PC (EPM e EPC), utilizados 

neste estudo, correspondiam a concentração de 2,7 mg mL-1 e 4,0 mg mL-

1, respectivamente. 

2.8.2 Cepas utilizadas 

Para a realização do estudo as seguintes cepas foram utilizadas: 

Salmonella enterica Typhimurium (ATCC 14028), Escherichia coli 

(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus 

(ATCC 11778) pertencentes a Coleção de Culturas de Bactérias de 

Interesse em Saúde, doadas pela Fundação Oswaldo Cruz.  



61 

2.8.3 Avaliação da atividade antimicrobiana 

A avaliação da atividade antimicrobiana do extrato da água de 

cozimento do pinhão (Araucaria angustilofia) foi realizada no 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos II, do Centro de Ciências 

Agrárias, da Universidade Federal de Santa Catarina. O potencial 

antimicrobiano do extrato foi determinado pelo método de difusão em 

ágar, por meio de disco de papel e em poços preconizados por National 

Committee for Clinical Laboratory Standards na norma M2-A8. 

2.8.3.1 Preparo dos inóculos 

As cepas foram mantidas em ágar tripticase de soja (TSA) a 4ºC. 

A reativação das cepas foi realizada com a transferência para caldo BHI 

(brain -heart infusion), incubação por 24 horas a 35 ºC. Para cada bactéria 

foi realizado o teste de pureza das colônias, em meios seletivos e 

diferenciais: E. coli em ágar eosina azul de metileno; B. cereus em ágar 

manitol gema de ovo e polimixina; S. aureus em ágar Baird Parker e 

Salmonella Typhimurium em ágar xilose, lisina desoxicolato. 

As colônias isoladas foram transferidas para caldo BHI seguida de 

incubação por 24 horas a 35 ºC para obtenção do inóculo de estoque. O 

inóculo de trabalho foi obtido pela transferência de 100 µL de cada cepa 

de estoque para um tubo com 5 mL de caldo nutriente e incubados por 24 

horas a 35 ºC, seguido de diluição em água peptonada 0,1g 100 mL-1 para 

obtenção da concentração de 105 UFC mL-1, equivalente a turvação 

correspondente a 0,5 da escala de McFarland. 

2.8.3.2 Método de difusão em ágar disco 

O método de difusão em ágar é um teste simples de suscetibilidade 

microbiana. No presente estudo foi utilizado ágar Mueller Hinton (MH), 

semeados na superfície, com o uso do swab. Seis discos de papel-filtro 

foram colocados em cada placa e impregnados com 7 µL dos seguintes 

compostos: água destilada estéril, ciprofloxacino 0,05%, EPC (4,0 mg 

mL-1), EPC (2,0 mg mL-1), EPM (2,7 mg mL-1) e EPM (1,4 mg mL-1). As 

placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 35 ºC. Os halos de 

inibição do crescimento microbiano foram medidos, com auxílio de um 

paquímetro. 

2.8.3.3 Método difusão em ágar por poço 

O teste difusão por poço foi realizado em duplicata com ágar 

Mueller-Hinton em placas de Petri inoculadas em profundidade com as 
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cepas em questão. Com auxílio de molde, foram feitos orifícios de 

aproximadamente 6 mm de diâmetro. Os poços foram preenchidos com o 

volume de 30 µL de água destilada estéril, ciprofloxacino 0,05%, EPC 

(4,0 g mL-1), EPC (2,0 g mL-1), EPM (2,7 g mL-1) e EPM (1,4 g mL-1).  As 

placas foram incubadas a 35 ºC por 24 horas. O resultado do teste 

consistiu na análise da presença ou ausência de halos de inibição de 

crescimento microbiano em torno do poço que foram medidos, com 

auxílio de um paquímetro. 

2.9 Microscopia 

2.9.1 Microscopia de fluorescência  

Foi utilizada a água do pinhão que apresentou o maior CFT tanto 

para o pinhão macaco, quanto para o pinhão comum. Uma alíquota de 

amostra foi transferida, para lâminas de vidro, recobertas com lamínula e 

visualizadas em microscópio de Fluorescência (OLYMPUS® BX4, 

Tóquio, Japão) empregando auto fluorescência para a identificação da 

presença dos compostos fenólicos estruturais. Para cada amostra, foram 

realizadas leituras em triplicata. Esta análise foi realizada no Laboratório 

Multiusuário de Estudos em Biologia, vinculado ao Centro de Ciências 

Biológicas, da Universidade Federal de Santa Catarina. 

2.10 Análise estatística 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o 

STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA). Os resultados 

foram submetidos à análise de variância one-way (ANOVA), seguido do 

teste post hoc de Tukey (p < 0,05). Todas as análises quantitativas foram 

realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em média ± 

desvio padrão (DP). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As águas residuais do cozimento dos pinhões comum e macaco, 

possuem propriedades importantes para futuras aplicações. Considerando 

que a prática culinária é o cozimento com sal, foram avaliadas as águas 

de cozimento do pinhão cozido com e sem sal.  

Pode ser observado que o pinhão macaco difere do pinhão comum, 

quanto ao cozimento com ou sem sal (Tabela 3). O pH do pinhão comum 

apresenta maior queda do que o pH do pinhão macaco, na presença de sal. 

No entanto, os extratos se caracterizam como material de baixa acidez, 
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todos ultrapassam o pH 4,0, sendo o extrato do pinhão comum com sal, 

45 minutos, o que apresenta o menor pH (4,66), o que alerta para a 

estabilidade microbiológica, no caso do aproveitamento do mesmo como 

um chá, após futuros estudos. Quanto a acidez total titulável, um 

parâmetro relacionado com a presença de compostos com características 

de ácido nos extratos, pode ser observado que para as duas variedades, 

apenas nos menores tempos de cozimento, ocorre diferença na acidez 

titulável. Porém, como era esperado, os valores são baixos, por 

representar um extrato de baixa acidez, conforme as determinações do 

pH. Estas características indicam a presença de ácidos fracos, comoos 

ácidos fenólicos. Lunkes e Hashizume (2014), ao analisarem diferentes 

chás comercializados no mercado brasileiro, encontraram valores de pH 

variando de 2,89 a 7,89, para diferentes tipos de chá preto e erva-mate, 

respectivamente. Enquanto, para a acidez titulável, considerando alguns 

chás com baixo pH, foram encontrados valores superiores aos deste 

trabalho. Pelas características do pH e acidez total titulável dos extratos 

estudados, ele se apresenta como de baixa acidez e com perspectivas à ser 

estudado para consumo humano. 

Os sólidos solúveis totais, conforme previsto, aumentam com a 

adição do sal no cozimento (Tabela 3). Considerando que o sal pode 

exercer um efeito extrator sobre os compostos fenólicos, a cor pode ser 

afetada, além do arraste ou mesmo a fixação de outros compostos na 

casca, impedindo a liberação para o extrato aquoso – água de cozimento. 

Comparativamente ao pinhão comum, o pinhão macaco apresentou 

diferente comportamento quanto à fixação do sal, uma vez que houve 

menor perda do mesmo como sólidos solúveis totais. O mesmo 

comportamento ocorreu para os teores de cinzas. No entanto, ambos 

apresentaram comportamento similar quanto ao teor de cinzas nos 

diferentes tempos de cozimento com e sem sal.  

Fato a ser valorizado está no teor de proteínas solúveis, as quais 

correspondem às proteínas liberadas para a água durante o cozimento. A 

presença de sal no cozimento de ambos os pinhões mudou completamente 

o perfil das águas de cozimento, em especial, do pinhão macaco, 

comparativamente ao comum. Ocorreu uma fixação da proteína solúvel, 

provavelmente, nas amêndoas, quando o pinhão foi cozido com sal, 

comparativamente a ambas as amostras sem sal. Houve uma significativa 

liberação de proteína solúvel, nos diferentes tempos de cozimento com e 

sem sal, para o pinhão comum. No entanto, não foi registrada a presença 

de proteínas solúveis nas águas de cozimento do pinhão macaco com sal 

a 30 e 45 minutos de cozimento. Este fato explica as proteínas solúveis 

contribuindo para a fração sólidos solúveis totais, bem como chama a 
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atenção quanto a possíveis diferenças esperadas na bioacessibilidade dos 

compostos fenólicos. Em estudos posteriores deve ser investigado o efeito 

tanante dos compostos fenólicos do pinhão na presença e ausência de sal 

e as consequências desse fato sobre as propriedades funcionais, ou seja, 

sua capacidade antioxidante, destes extratos aquosos com e sem sal em 

diferentes tempos de cozimento para os dois tipos de pinhão. 
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Tabela 3 - Parâmetros de pH, acidez titulável, sólidos solúveis totais, cinzas e proteínas solúveis nas águas de cozimento do pinhão 

comum e macaco, em diferentes tempos de cozimento, com e sem sal. 

Pinhão Tratamentos pH ATT (%) SST (°BRIX) 
Cinzas 

g 100 mL-1 

Proteínas 

mg 100mL-1 

Comum Sem sal – 15 min 5,61 ± 0,07aA 0,18 ± 0,03aABC 0,01 ± 0,00dD 0,02 ± 0,00fH 7,04 ± 1,04bBC 

 Sem sal – 30 min 5,38 ± 0,03bAB 0,21 ± 0,03aAB 0,00 ± 0,00dD 0,03 ± 0,00eFG 9,37 ± 0,88 bB 

 Sem sal – 45 min 5,28 ± 0,02bBC 0,21 ± 0,03aAB 0,05 ± 0,01dD 0,04 ± 0,00dF 22,61 ± 2,03aA 

 Com sal – 15 min 4,99 ± 0,03cEFG 0,13 ± 0,08aABC 1,25 ± 0,06cC 0,08 ± 0,00cE 4,15 ± 2,02cDE 

 Com sal – 30 min 4,79 ± 0,05dGH 0,18 ± 0,03aABC 2,00 ± 0,06bB 0,11 ± 0,00bC 6,48 ± 2,96bB 

 Com sal – 45 min 4,66 ± 0,10dH 0,20 ± 0,00aAB 2,90 ± 0,46aA 0,14 ± 0,00aA 7,46 ± 1,33bB 

Macaco Sem sal – 15 min 5,62 ± 0,21aA 0,13 ± 0,03bcABC 0,10 ± 0,01Ed 0,01 ± 0,00fH 0,49 ± 0,28cE 

 Sem sal – 30 min 5,11 ± 0,05bcCEF 0,16 ± 0,06abcABC 0,00 ± 0,00dD 0,03 ± 0,00eG 3,45 ± 0,08bCDE 

 Sem sal – 45 min 4,93 ± 0,06cFG 0,23 ± 0,03aA 0,19 ± 0,01cD 0,04 ± 0,00dF 6,41 ± 0,16aBCD 

 Com sal – 15 min 5,22 ± 0,03bBCE 0,08 ± 0,08cC 0,30 ± 0,01abD 0,08 ± 0,00cE 0,49 ± 0,28cE 

 Com sal – 30 min 5,20 ± 0,08bcBCE 0,12 ± 0,03bcBC 0,29 ± 0,0bD 0,10 ± 0,00bD 0,00 ± 0,00cE 

 Com sal – 45 min 5,20 ± 0,06bcBCE 0,18 ± 0,03abABC 0,36 ± 0,05aD 0,13 ± 0,00aB 0,00 ± 0,00cE 

ATT: Acidez Total Titulável; SST: Sólidos Solúveis Totais. Dados representados com valor das médias de cada amostra ± desvio 

padrão (n=6). a-fLetras minúsculas diferentes na mesma coluna e na mesma variedade do pinhão indica diferença significativa (p < 

0,05) entre tratamentos aplicados. A-HLetras maiúsculas diferentes na mesma coluna indica diferença significativa (p < 0,05) entre 

os tratamentos aplicados e variedades do pinhão concomitantemente. 

Fonte: Elaborado pela autora (2019). 
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O pinhão macaco apresentou comportamento distinto do pinhão 

comum de acordo com o tempo de cozimento e adição de sal quanto ao 

parâmetro L* (Tabela 4). Já quanto aos parâmetros *a e b*, as águas de 

cozimento tendem a ficar mais avermelhadas com a adição de sal e com 

o tempo de cozimento, o que pode indicar um maior carreamento de 

compostos fenólicos. Ambos apresentaram maiores valores para o 

parâmetro b* sem a adição de sal, com 45 minutos de cozimento (Tabela 

4). 
A partir da imagem de microscopia de fluorescência das águas do pinhão macaco 

(Figura 8a) e comum (Figura 8b) foi possível confirmar a presença dos compostos 

fenólicos nos quais são encontrados em todo líquido podendo apresentar 

aglomerados. Quanto maior a intensidade de cor, maior o teor de compostos 

fenólico. A autofluorescência indica a presença de compostos fenólicos e lignina 

(composto fenólico estrutural). A variação de cor entre as cores vermelha, 

marrom e alaranjada indica a maior concentração de compostos fenólicos e a cor 

azul brilhante indica a presença de ligninas.  

Considerando estes resultados, as amostras das águas de cozimento 

dos pinhões comum e macaco com e sem sal em diferentes tempos, 

tiveram os compostos fenólicos totais quantificados (Tabela 5). O 

cozimento sem sal, para os dois pinhões apresentou o maior teor de 

compostos fenólicos para ambas as amostras, no entanto, o pinhão comum 

apresenta valor significativamente superior ao pinhão macaco, no mesmo 

tempo de cozimento, sem sal. Neste mesmo tempo de cozimento, 45 

minutos, sem sal, as amostras apresentaram os maiores valores para a 

atividade antioxidante avaliada por DPPH e por FRAP (Tabela 5). Estes 

resultados chamam a atenção para futura valorização das águas do 

cozimento do pinhão, uma vez que a adição do sal parece fixar compostos 

fenólicos nas sementes. No entanto, ao observar a atividade antioxidante, 

observa-se a resposta dos diferentes tipos de compostos antioxidantes 

liberados nos diferentes tratamentos, para os dois tipos de pinhão. As 

propriedades funcionais do extrato aquoso de um dos chás mais 

consumido no mundo Camelia sinensis (sob diferentes formas de 

processamento), são atribuídas à presença de compostos fenólicos (AL-

OBAIDI et al., 2015; SHANNON et al., 2018), embora os chás estudados 

tenham sido avaliados ou na concentração de consumo ou em base peso 

seco, a presença de compostos fenólicos no extrato aquoso dos pinhões 

comum e macaco, pode ser importante para futuros estudos sobre as 

propriedades funcionais destas águas de cozimento. 
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Tabela 4 - Avaliação dos parâmetros de cor L*, a* e b* frente ao tempo de cozimento da água de cozimento do pinhão comum e 

macaco com e sem sal. 

Pinhão Tratamentos 
Parâmetros CIElab 

L* a* b* 

Comum Sem sal – 15 min 50,82 ± 0,56aAB 2,07 ± 0,29dDE 14,85 ± 0,99dEF 

 Sem sal – 30 min 48,55 ± 0,76bBCD 3,45 ± 0,38cCD 18,41 ± 0,63cD 

 Sem sal – 45 min 41,01 ± 41,01cE 10,21 ± 1,51acA 25,9 ± 40,96aA 

 Com sal – 15 min 51,95 ± 1,03aA 1,17 ± 0,50dEF 13,42 ± 1,80dF 

 Com sal – 30 min 46,96 ±1,76bABC 3,61 ± 1,02cCD 19,61 ± 1,64bcCD 

 Com sal – 45 min 40,34 ± 1,53cCD 7,00 ± 0,66bB 21,05 ± 0,62bBC 

Macaco Sem sal – 15 min 52,07 ± 1,13aABCD 1,66 ± 0,64cdE 14,13 ± 1,67cEF 

 Sem sal – 30 min 48,19 ± 2,50aABCD 4,41 ± 1,55bC 21,11 ± 1,98abBC 

 Sem sal – 45 min 38,50 ± 2,57bE 11,31 ± 2,27aA 23,32 ± 2,23aB 

 Com sal – 15 min 52,24 ± 6,63aABC -0,09 ± 0,19dF 10,97 ± 0,88dG 

 Com sal – 30 min 51,15 ± 0,59aD 1,38 ± 0,49cdEF 15,83 ± 0,82cE 

 Com sal – 45 min 48,14 ± 2,28aE 2,85 ± 1,08bcCDE 20,33 ± 1,96bCD 

L*: Luminosidade (L* = 0 = preto; L* = 100 = branco). a*: coordenadas vermelho/verde (+a = vermelho; -a = verde). b* = 

coordenadas amarelo/azul (+b* = amarelo; -b* = azul).  Dados representados com valor das médias de cada amostra ± desvio padrão 

(n=6). a-dLetras minúsculas diferentes na mesma coluna e na mesma variedade do pinhão indica diferença significativa (p < 0,05) 

entre tratamentos aplicados. A-FLetras maiúsculas diferentes na mesma coluna indica diferença significativa (p < 0,05) entre os 

tratamentos aplicados e variedades do pinhão concomitantemente. 

Fonte: Elaborado pela autora (2019). 

  



68 

Figura 8 - Resultados da microscopia de fluorescência dos sólidos presentes nas águas de cozimento do pinhão comum 

e macaco tempo de 45 minutos sem sal. 

 
A: Micropartícula da água de cozimento do pinhão macaco; B: Micropartícula da água de cozimento do pinhão comum. 

Autofluorescência indicando a presença de compostos fenólicos e lignina (composto fenólico estrutural). Cor vermelha, setas 

indicadas locais de maior concentração de compostos fenólicos, e cor azul brilhante indica a presença de ligninas.  

Fonte: Elaborado pela autora (2019). 
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Tabela 5 - Compostos fenólicos totais e capacidade antioxidante (DPPH e FRAP) das águas de cozimento do pinhão comum e 

macaco, em diferentes tempos, com e sem sal.  

Pinhão Tratamentos 
Fenólicos totais 

 (mg EAG 100 mL-1) 

Capacidade antioxidante  

(mM TE 100 mL-1) 

DPPH FRAP 

Comum Sem sal – 15 min 12,13 ± 0,22dD 9,70 ± 3,98cH 68,15 ± 1,34cD 

Sem sal – 30 min 16,93 ± 0,80cC 17,27 ± 3,99bG 95,77 ± 2,17bB 

Sem sal – 45 min 36,37 ± 6,71aA 43,84 ± 1,13aD 209,26 ± 2,33aA 

Com sal – 15 min 9,28 ± 1,78dDE 4,70 ± 3,15cH 63,50 ± 1,94cD 

Com sal – 30 min 17,80 ± 2,93cC 19,13 ± 2,48bFG 94,64 ± 6,57bB 

Com sal – 45 min 26,99 ± 3,36bB 18,41 ± 0,76bFG 99,41 ± 2,16bB 

Macaco Sem sal – 15 min 8,91 ± 0,69cDE 26,36 ± 4,66dE 50,87 ± 1,84cE 

Sem sal – 30 min 17,06 ± 1,32bC 77,07 ± 7,26cC 78,20 ± 2,99bC 

Sem sal – 45 min 26,53 ± 2,87aB 131,36 ± 7,58bB 100,39 ± 3,06aB 

Com sal – 15 min 6,30 ± 1,50cE 4,57 ± 1,28eH 44,18 ± 0,74dF 

Com sal – 30 min 8,19 ± 0,23cDE 25,64 ± 3,89dEF 48,50 ± 1,25cE 

Com sal – 45 min 17,83 ± 4,15bC 149,21 ± 2,53aA 74,64 ± 3,36bC 

EAG: Equivalente de ácido Gálico. TE: Trolox equivalente; Dados representados com valor das médias de cada amostra ± desvio 

padrão (n=6). a-eLetras minúsculas diferentes na mesma coluna e na mesma variedade do pinhão indica diferença significativa ( p < 

0,05) entre tratamentos aplicados. A-HLetras maiúsculas diferentes na mesma coluna indica diferença siginificativa (p < 0,05) entre 

os tratamentos aplicados e variedades do pinhão concomitantemente. 
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No presente trabalho, também foram identificados os compostos 

fenólicos extraídos nas águas de cozimento por HPLC-ESI-MS/MS, onde 

um cromatograma representativo é apresentado na Figura 9, para as águas 

de cozimento do pinhão comum, sem sal, em tempo de cozimento de 45 

minutos. 

Na Tabela 6 são apresentados os compostos fenólicos individuais 

que foram identificados e quantificados nas amostras de água do pinhão 

macaco e comum. Os parâmetros para identificação e quantificação de 

compostos fenólicos, como tempo de retenção, limite de identificação e 

quantificação e íons pais estão apresentados na Tabela no anexo B.  

Além dos compostos identificados e quantificados, pode ser 

observado na Figura 9 que outros picos ocorrem em diferentes tempos de 

retenção, sendo que ácido gálico, ácido mandélico e ácido 4-

hidroximetilbenzóico, apresentam características de compostos 

antioxidantes (Anexo B). Os compostos encontrados no presente trabalho 

diferem dos encontrados por Santos e colaboradores (2018), que 

estudaram o extrato hidro-alcoólico do pinhão comum. 

A Vanilina foi o composto fenólico encontrado apenas nos extratos 

sem adição de sal. Este composto é um dos compostos aromatizantes mais 

utilizados popularmente extraídos das favas da baunilha e é amplamente 

utilizado em alimentos, bebidas e cosméticos (TAI et al., 2011). Nas 

últimas duas décadas, propriedades antimutagênicas da vanilina foram 

relatadas (TAI et al., 2011). Segundo Imanishi et al. (1990) a vanilina 

reduz significativamente as mutações induzidas por luz ultravioleta ou 

raios-X em células de mamíferos tanto in vitro quanto in vivo. Mutações 

induzidas em células da medula óssea de camundongos também foram 

reduzidas pela ação da vanilina (SANTOS et al., 1999).  

O ácido protocatecuico foi o composto fenólico encontrado em 

todas as amostras (4,77 mg L-1 na C3, 3,92 mg L-1 na C6, 6,49 mg L-1 na 

M3 e 4,05 mg L-1 na M6), o que comprova que a extração aquosa sem sal, 

para ambos os pinhões é mais eficiente na extração de compostos 

fenólicos do pinhão. Devido às suas propriedades biológicas, como por 

exemplo, atividade antioxidante, pode estar associado potencialmente 

como quimiopreventivo (TANAKA, TANAKA, TANAKA, 2011), além 

de apresentar outros efeitos contra doenças crônicas e inflamações 

(D’ARCHIVIO et al. 2018).  
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Tabela 6 - Compostos fenólicos (HPLC-MS) das águas de cozimento do pinhão comum e macaco com e sem sal. 

Compostos fenólicos 

(HPLC-MS) (mg/L) 

Amostras 

C3 C6 M3 M6 

Vanilina  0,12 ± 0,04A - 0,17 ± 0,03A - 

Ácido protocatecuico  4,77 ± 1,02aAB 3,92 ± 1,02aB 6,49 ± 1,48aA 4,05 ± 1,24aAB 

Coniferaldeído 0,26 ± 0,13bB 0,57 ± 0,08aA 0,31 ± 0,11aB 0,27 ± 0,14aB 

Dados representados com valor das médias de cada amostra ± desvio padrão (n=6). a-bLetras minúsculas diferentes na mesma linha 

e na mesma variedade do pinhão indica diferença significativa (p < 0,05) entre tratamentos aplicados;  
A-BLetras maiúsculas diferentes na mesma linha indica diferença siginificativa (p < 0,05) entre os tratamentos aplicados e variedades 

do pinhão concomitantemente. C3 -pinhão comum sem sal cozimento de 45 minutos; C6 – pinhão comum com sal cozimento de 

45 minutos; M3 – pinhão macaco sem sal cozimento 45 minutos; M6 -pinhão macaco com sal cozimento de 45 minutos.  

Fonte: Elaborado pela autora (2019). 
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Figura 9 - Cromatograma representativo da identificação de compostos fenólicos por HPLC-ESI-MS/MS em água de 

cozimento do pinhão comum com cocção a 45 minutos sem sal. 

 
1- Ácido protocatecuico; 2- vanilina; 3- coniferaldeído.  

Fonte: Elaborado pela autora (2019). 
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O composto fenólico coniferaldeído também estava presente em 

todas as amostras avaliadas, porém em maior quantidade no extrato do 

pinhão comum com sal cozimento de 45 minutos.  

Tem sido relatado que o coniferaldeído exerce funções benéficas 

ao organismo humano, tais como atividades antioxidante (Alanon et al., 

2011) e anti-inflamatórias (Shi et al., 2006; Korkina et al., 2007). Além 

disso, Kim et al. (2016) elucidaram os mecanismos pelos quais o 

coniferaldeído regula a ativação da heme oxigenase-1 e do fator 2 

relacionado ao fator eritróide da transcrição nuclear; e o efeito 

citoprotetor do  coniferaldeído na morte celular, exercendo função 

citoprotetora contra a morte celular. 

A presença destes compostos nas águas de cozimento do pinhão 

não é suficiente para indicar a bioacessibilidade e propriedades funcionais 

dos mesmos. Por isso, uma análise da bioacessibilidade em digestão 

gastrointestinal simulada in vitro será realizada, visando melhor estudar 

as águas de cozimento dos pinhões comum e macaco. 

Com esta composição e presença de compostos fenólicos, as águas 

de cozimento não apresentaram atividade antimicrobiana em todos os 

ensaios realizados. A atividade antimicrobiana contra as bactérias 

testadas pode ser dependente da estrutura e pode ser mais influenciada 

por compostos fenólicos específicos, não presentes ou em baixa 

quantidade nos extratos testados, do que pela concentração de fenólicos 

totais nos extratos. Além disso, apesar do tratamento térmico poder 

amolecer os tecidos vegetais e facilitar a extração dos compostos da 

matriz celular (BLESSINGTON  et al., 2010), o aquecimento utilizado 

para o preparo dos extratos aquosos do pinhão comum e do pinhão 

macaco pode ter influenciado a capacidade antimicrobiana dos compostos 

fenólicos. Entre os fatores que afetam a lixiviação de compostos fenólicos 

da matriz, pode-se incluir a polaridade do meio utilizado (MINATEL et 

al., 2017). Compostos fenólicos hidrofóbicos apresentam melhor 

capacidade para alterar a permeabilidade da membrana celular e 

mitocondrial, tornando-as mais permeáveis com consequentes perdas de 

íons e moléculas (CARSON et al., 2002). Portanto, além da baixa 

concentração de compostos fenólicos obtidos para os extratos avaliados, 

a utilização de água pode não ter extraído os compostos fenólicos 

hidrofóbicos que apresentariam atividade antimicrobiana da matriz 

estudada. Por outro lado, todas as culturas bacterianas utilizadas 

encontravam-se na fase estacionária de reprodução. Quando as bactérias 

estão nesta fase elas se encontram mais resistentes à ação dos 

antimicrobianos. Thomas et al. (2000) e Bordignon-Junioret al. (2012) 

reportaram que  é mais recomendável avaliar a ação de compostos 
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antimicrobianos sob a fase logarítmica do crescimento bacteriano, uma 

vez que estas apresentam maior susceptibilidade aos antimicrobianos. 

Castellano et al. (2003) também corroboram com esta hipótese, uma vez 

que observaram em seus estudos resultados de susceptibilidade melhores 

frentes a Escherichia coli na fase exponencial do que na fase estacionária. 

4. CONCLUSÃO 

A realização deste trabalho, investigando pela primeira vez os 

efeitos do tempo de cozimento e da presença do cloreto de sódio na 

extração de compostos fenólicos do pinhão para a água de cozimento, 

abre uma perspectiva de futuras aplicações para essas águas. As 

características de retenção de proteína solúvel nas amostras do pinhão 

macaco, com sal, nos diferentes tempos de cozimento, indicam para a 

realização de futuros trabalhos de identificação dos mecanismos químicos 

responsáveis por este comportamento. A cor na tonalidade marrom 

tendendo para o vermelho, reforça a presença destes compostos, 

comprovado também pela microscopia de fluorescência dos sólidos 

presentes neste extrato aquoso. A identificação por HPLC-ESI-MS/MS, 

revela que esses compostos presentes com características antioxidantes, 

devem ser estudados quanto a bioacessibilidade neste tipo de extrato de 

pinhão comum e macaco, com e sem adição de sal. A falta de efeito 

antimicrobiano observada neste trabalho pode estar relacionada a baixa 

concentração de compostos fenólicos obtidos para os extratos avaliados. 

Por fim, todas as culturas bacterianas utilizadas encontravam-se na fase 

estacionária de reprodução, o que as tornam mais resistentes à ação dos 

antimicrobianos. 
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CAPÍTULO 3 

BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS FENÓLICOS DO 

EXTRATO AQUOSO DE SEMENTES DE ARAUCARIA 
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Bioacessibilidade de compostos fenólicos do extrato aquoso de 

sementes de Araucaria angustifolia durante a digestão 

gastrointestinal simulada  in vitro. 

RESUMO 

Subprodutos alimentares contendo substâncias bioativas, como 

compostos fenólicos, têm chamado a atenção devido à possibilidade de 

aumentar o valor de outra forma do que seria considerado resíduo. O 

presente trabalho procurou avaliar a extração de compostos fenólicos e 

sua bioacessibilidade em extratos de água de cozimento de pinhão 

“comum” (Araucaria angustifolia var. Angustifolia) e pinhão “macaco” 

(Araucaria angustifolia var. Indehiscens) em condições gastrointestinais 

simuladas in vitro. Os resultados indicam que as mudanças ocorreram 

dependendo do tipo de extrato e da etapa gastrointestinal. Embora ambos 

os extratos de pinhão avaliados apresentem compostos fenólicos 

bioacessíveis, a diminuição gradual da bioacessibilidade do extrato de 

pinhão “macaco” durante etapas da condição gastrintestinal simulada in 

vitro, caracteriza este extrato como o de melhor propriedade funcional. A 

propriedade funcional está relacionada as propriedades antioxidantes que 

são capazes de gerar efeitos protetores contra várias doenças. 

Palavras Chave: Araucaria angustifólia. Extrato de Pinhão. Compostos 

Fenólicos. Bioacessibilidade In vitro, Propriedades Funcionais. 
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Bioaccessibility of phenolic compounds of Araucaria angustifolia 

from seed water extracts during in vitro simulated gastrointestinal 

conditions 

ABSTRACT 

Food by-products containing bioactive substances, such as phenolic 

compounds, have garnered attention due to the possibility to increase the 

value of what would otherwise be considered residue. The present work 

sought to evaluate the extraction of phenolic compounds and their 

bioaccessibility from pinhão “comum” (Araucaria 
angustifolia var. angustifolia) and pinhão “macaco” (Araucaria 

angustifolia var. indehiscens) cooking water extracts during in vitro 

simulated gastrointestinal conditions. Our findings indicate that changes 

occurred depending on the type of extract and the gastrointestinal step. 

Although both of the evaluated pinhão extracts displayed bioaccessible 

phenolic compounds, the gradual bioaccessibility decrease of pinhão 

“macaco” extract during in vitro simulated gastrointestinal condition 

steps, characterizes this extract as the one with the best functional 

property. The functional property is related to antioxidant properties 

which are able to generate protective effects against various diseases. 

Keywords: Araucaria angustifolia, Pinhão Extract, Phenolic, In Vitro 
Bioaccessibility, Functional Properties. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Araucaria angustifolia é uma árvore que ocupa grandes áreas no 

sul e sudeste Brasil. Sementes de araucária que possuem uma casca 

resistente são chamadas pelos brasileiros de pinhão. 

O pinhão, normalmente é consumido após a fervura das sementes 

em água até o completo amolecimento, no entanto, a casca e a água de 

cozimento são geralmente descartadas como resíduo (LIMA et al, 2007). 

O uso sustentável do pinhão pode contribuir para conservação, 

estimulando o consumo racional e moderado do produto (DAUDT et al., 

2014). Sementes de pinhão cozidas têm valor comercial estabelecido, 

enquanto suas cascas têm sido usadas como adsorvente para remover íons 

de efluentes líquidos (LIMA et al., 2007), a parte comestível do pinhão, 

conhecida como amêndoa, é considerada uma fonte alternativa de lectina 

(SANTI-GADELHA et al., 2006), amido (DAUDT et al., 2014) e 

compostos fenólicos (CORDENUNSI et al., 2004). Santos et al. (2018) 

afirmam que as sementes de pinhão são ricas em compostos fenólicos. 

Em um estudo anterior de Koehnlein et al. (2018), afirmam que o 

cozimento poderia promover a migração de compostos fenólicos da casca 

de pinhão para a água de cozimento. No entanto, até onde sabemos, os 

compostos fenólicos do extrato de água de cozimento do pinhão ainda não 

foram estudados. 

Santos et al. (2018) também destacaram que os subprodutos 

alimentares contendo substâncias bioativas, como os compostos 

fenólicos, têm atraído a atenção pela possibilidade de aumentar o valor 

para a indústria alimentícia, dos chamados resíduos. Considerando a 

eficácia das substâncias bioativas no sistema dietético e os efeitos 

promotores de saúde, a demanda por estes compostos naturais está 

aumentando. 

Um número incontável de estudos foi publicado com foco em 

compostos fenólicos de diferentes alimentos, que exibem uma ampla 

gama de efeitos biológicos, tais como efeitos protetores contra doenças 

cardiovasculares, doenças neurodegenerativas e câncer. 

No entanto, até o momento, nenhum estudo levou em consideração 

os efeitos do processamento sobre compostos fenólicos nem avaliou a 

bioacessibilidade do extrato de água de cozimento pinhão. 

Em relação a essas avaliações, alguns estudos utilizaram curvas 

analíticas de ácido gálico para quantificar os compostos fenólicos. Além 

disso, também observamos que muitos estudos expressaram o conteúdo 

fenólico total pelo método de Folin-Ciocalteu. Além disso, Jara-Palacios 

et al. (2018) definiram a bioacessibilidade como a quantidade de um 
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constituinte alimentar que é liberado de uma matriz alimentar complexa 

no lúmen do trato gastrointestinal e poderia estar potencialmente 

disponível para absorção no corpo, bem como promover ações biológicas. 

Esses autores também apontam que o primeiro passo para avaliar 

os possíveis efeitos de um composto é determinar sua estabilidade durante 

a digestão gastrointestinal. Neste caso, eles também destacam que o 

método da condição gastrointestinal simulada in vitro é uma alternativa 

simples, acessível e reprodutível aos modelos in vivo e clínico. Outro 

ponto positivo é que o método in vitro está isento de quaisquer 

considerações éticas em relação ao estudo, menos dispendioso e adequado 

para triagem de uma ampla gama de amostras em diferentes condições 

fisiológicas. 

Com o objetivo de avaliar a Araucaria angustifolia, uma espécie 

ameaçada com particular importância sociocultural, muitas vezes 

utilizada como alternativa econômica para moradores locais, foram 

avaliadas duas variedades diferentes. Peralta et al. (2016) citaram que, 

devido a A. angustifólia estar ameaçada de extinção, o cultivo dessa 

espécie recebeu forte incentivo de agências governamentais relacionadas 

ao meio ambiente e à agricultura, e muitos esforços têm sido realizados 

para propagá-la e conservá-la, como o pinhão “comum” e o pinhão 

“macaco”. A importância do pinhão comum está relacionada à sua maior 

frequência nas propriedades rurais, enquanto o pinhão “macaco”, 

caracterizado por ser de difícil remoção e amplamente consumido pelos 

macacos, é uma variedade inexplorada. 

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivos 

determinar o teor de compostos fenólicos totais (CFT) e sua 

bioacessibilidade a partir dos extratos aquosos de pinhão (Araucaria 
angustifolia var. Angustifolia) e pinhão “macaco” (Araucaria 

angustifolia var. Indehiscens) durante condições gastrointestinais 

simuladas in vitro. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material 

O experimento foi conduzido com sementes maduras localmente 

consideradas pinhão “comum” (Araucaria angustifolia var. Angustifolia) 

e pinhão “macaco” (Araucaria angustifolia var. Indehiscens) colhida em 

2018 no estado de Santa Catarina (Brasil) (Figura 10). O reagente de fenol 

Folin-Ciocalteu e ácido gálico utilizados nos testes foram adquiridos da 

Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). 
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Durante a avaliação das condições gastrointestinais simuladas in 

vitro, as seguintes enzimas foram utilizadas: α-amilase (28,75 U mg-1 de 

proteína); pepsina da mucosa gástrica de porco (400 U mg-1 de proteína); 

pancreatina do pâncreas suíno (poder digestivo - 8 × especificações USP); 

sais biliares bovinos. Os reagentes mencionados foram adquiridos da 

Sigma Aldrich. Todos os produtos químicos utilizados eram de grau 

analítico. 

Figura 10 - Pinhão comum e pinhão macaco 

 
Sementes (a) pinhão “comum” (Araucaria angustifolia var. Angustifolia) e (b) 

pinhão “macaco” (Araucaria angustifolia var. Indehiscens). 

Fonte: Elaborado pela autora. 

2.2 Preparo dos extratos de pinhão  

O extrato de cada uma das variedades de pinhão foi obtido 

conforme ilustrado na Figura 11. Resumidamente, dois extratos foram 

preparados, um de pinhão comum e outro de pinhão macaco, que foram 

previamente lavados em água e drenados. Cada uma dessas variedades de 

sementes de pinhão foi cozida separadamente em triplicata com água 

destilada por 45 minutos, utilizando-se a relação sementes: massa de água 

a 1: 100, em panela de pressão (Clock®, São Bernardo do Campo, Brasil). 

Essa razão foi calculada a partir de ensaios baseados no processo de 

cozimento tradicional do pinhão. Após o cozimento, as sementes foram 

drenadas e dos lotes dos três extratos foi feito um pool misturado em 

vórtex (Biomixer VTX-F, São Paulo, Brasil), a fim de se obter uma 
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amostra homogênea. Ambos os extratos de pinhão foram filtrados com 

papel filtro (12,5 cm de diâmetro e 25 μm de poro); resfriado e mantido a 

uma temperatura de 4 ± 1˚C até simular as condições gastrointestinais in 
vitro. 

2.3. Condições gastrointestinais simuladas in vitro 

As condições gastrointestinais simuladas in vitro foram realizadas 

em triplicata, simulando as condições típicas predominantes na boca, 

esôfago-estômago, duodeno e íleo humano, sequencialmente (Figura 12), 

como proposto por Verruck et al. (2015). Primeiramente 2 mL de extrato 

pinhão comum e pinhão macaco foram adicionados em frascos estéreis e 

expostos às condições gastrointestinais supracitadas. Durante os testes in 
vitro, ajustes de pH em todas as amostras foram realizados com NaHCO3 

0,1 mol L-1 ou HCl 0,1 mol L-1. A temperatura foi mantida em 37 ± 1 ˚C, 

e a intensidade dos movimentos peristálticos em cada parte do sistema 

digestivo humano foi montada utilizando banho-maria (Dist DI950M, 

Florianópolis, Brasil). As soluções da enzima foram preparadas 

imediatamente antes da utilização e purificadas por filtração usando um 

filtro de membrana de 0,22 mm (MF-Millipore, Billerica MA, USA). 

Após a microfiltração, todas as soluções foram mantidas em banho de 

gelo até uso nas condições gastrointestinais simuladas. Esta análise foi 

realizada no Laboratório de Pesquisa em Microbiologia de Alimentos, do 

Centro de Ciências Agrárias, da Universidade Federal de Santa Catarina. 

Assim como ocorre naturalmente na digestão, o volume total de 

trabalho aumentou durante as etapas de condições gastrintestinais 

simuladas in vitro, por esse motivo esses volumes foram corretamente 

diluídos antes da análise do conteúdo fenólico total. 
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Figura 11 - Diagrama do preparo dos extratos do pinhão ‘comum’ e ‘macaco’. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2018). 
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Figura 12 - Protocolo dos extratos de pinhão sob condições gastrintestinais simuladas in vitro. 

 
Fonte: Adaptada de Verruck et al. (2015). 



88 

2.4. Compostos fenólicos totais (CFT) 

O teor de compostos fenólicos totais (CFT) foi determinado 

usando o ensaio de Folin-Ciocalteu (SINGLETON;ROSSI, 1965). Esta 

análise foi realizada no Laboratório de Frutas e Hortaliças, do Centro de 

Ciências Agrárias, da Universidade Federal de Santa Catarina. Extratos 

de Pinhão e alíquotas de cada etapa das condições gastrointestinais 

simuladas in vitro foram utilizados para análises de CFT. Para isso, 500 

μL de extrato de pinhão ou amostra de cada etapa e 2500 μL de reagente 

0,25 Folin-Ciocalteu foram misturados em um vortex (Biomixer VTX-F, 

São Paulo, Brasil) e deixados por 5 minutos. Depois, 2000 μL de solução 

de carbonato de sódio (7,5 %) foram adicionados. Esta mistura foi 

homogeneizada em vortex e mantida no escuro por duas horas. 

Absorbância medida a 765nm num espectrofotómetro (Hitachi U1800, 

Tóquio, Japão). O ácido gálico foi empregado como padrão de calibração 

e os resultados foram expressos como equivalentes de ácido gálico (mg 

EAG 100 mL-1). 

2.5. Bioacessibilidade de compostos fenólicos totais 

Para avaliar o efeito de cada etapa das condições gastrointestinais 

simuladas in vitro (boca, estômago, duodeno e íleo) sobre o conteúdo 

fenólico, a bioacessibilidade foi calculada de acordo com a Equação 1, 

conforme descrito por Juaníz et al. (2016). 

Bioacessibilidade (%) = CFTA/CFTB x 100                                         (1) 

Onde: CFTA é o conteúdo fenólico (mg g-1 de extrato de pinhão comum 

ou pinhão macaco) quantificado após etapas de condições 

gastrointestinais simuladas, e CFTB é o conteúdo fenólico quantificado 

antes do estímulo às condições gastrointestinais simuladas (inicial) e 

expressas na mesma unidade. 

2.6. Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise de variância unidirecional 

(ANOVA), e o teste de Tukey foi empregado para determinar as 

diferenças significativas (P <0,05) entre os resultados amostrais, 

utilizando o software STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo 

Alto, CA). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O teor de compostos fenólicos totais (CFT) dos extratos de pinhão 

comum e pinhão-macaco; bem como o de amostras de cada etapa 

simulada das condições gastrintestinais são mostradas na Figura 13. Antes 

da digestão, o extrato do pinhão “macaco” apresentou maior (P <0,05) 

CFT (72,22 mg EAG 100 mL-1 de extrato) do que o extrato pinhão comum 

(46,62 mg EAG  100 mL-1 de extrato). Estes resultados estão de acordo 

com os encontrados por Williams et al. (2013), que verificaram que o tipo 

e o teor de compostos bioativos poderiam variar significativamente entre 

cultivares. Herranz et al. (2019) citaram que os compostos fenólicos estão 

normalmente ligados a constituintes da parede celular, como 

polissacarídeos e proteínas, exigindo a ruptura da parede celular, a fim de 

permitir que os compartimentos celulares se tornem bioacessíveis,no 

entanto, a bioacessibilidade fenólica pode ser afetada por alguns fatores. 

Zheng et al. (2018) destacaram que o conteúdo fenólico dos 

alimentos não reflete seu potencial de bioacessibilidade, que depende de 

muitos fatores, como a capacidade de liberação da matriz alimentar e a 

estabilidade digestiva. Vale ressaltar que esses pontos podem ser 

responsáveis por diferenças nos comportamentos dos compostos 

fenólicos de ambos os extratos do pinhão, antes e após as etapas das 

condições gastrointestinais simuladas. No entanto, esses comportamentos 

estão de acordo com os obtidos recentemente por Herranz et al. (2018), 

Jara-Palacios et al. (2018), Qin et al. (2018) e Zheng et al. (2018) para 

produtos de cebola e maçã, diferentes extratos de subprodutos da 

vinificação branca, frutos secos e sementes de L. Rubusidaeus e para 

espinheiro chinês, respectivamente. É possível observar que, em nosso 

estudo, grandes mudanças no CFT foram encontradas entre amostras 

digeridas e não digeridas, incluindo entre etapas de digestão. 

Após a etapa da boca, o extrato de pinhão comum apresentou maior 

(P <0,05) compostos fenólicos (67,02 mg EAG 100 mL-1) 

bioacessibilidade, 2,2 vezes maior (Tabela 7) do que o extrato do pinhão 

“macaco” (44,96 mg EAG 100 mL-1). Ou seja, a quantidade de fenólicos 

liberados do extrato de pinhão comum apresentou maior (P <0,05) teor de 

compostos fenólicos liberados após a digestão bucal quando comparado 

ao extrato inicial de pinhão. Tais mudanças podem surgir devido a 

grandes diferenças nas variedades de amostra. 
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Figura 13 - Teor de compostos fenólicos totais (CFT) do extrato (a), 

pinhão ‘comum’ (inicial) e (b) extrato pinhão ‘macaco’. 

 

 
(Inicial); e após cada etapa simulada de condições gastrointestinais (boca, 

estômago, duodeno e íleo). a-ePara a mesma amostra, diferentes letras minúsculas 

denotam diferenças significativas (P <0,05) entre as etapas gastrointestinais. A-

BDiferentes letras maiúsculas denotam diferenças significativas (P <0,05), entre 

o mesmo passo das condições gastrointestinais simuladas. 
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Tabela 7 - Resultados da bioacessibilidade dos compostos fenólicos totais (CFT) 

(media ± desvio padrão) do extrato pinhão comum e do extrato pinhão-macaco 

após cada etapa das condições gastrointestinais simuladas. 

Etapas Extrato pinhão ‘comum’ Extrato pinhão ‘macaco’ 

Inicial - - 

Boca 143,90aA ± 1,32 63,59dB ± 2,58 

Estômago 63,25cB ± 1,66 86,18aA ± 1,98 

Duodeno 73,55bB ± 0,67 82,39bA ± 0,66 

Íleo 60,28cB ± 4,87 78,80cA ± 1,62 

Inicial = é o conteúdo fenólico quantificado antes das condições gastrointestinais 

simuladas. a-cDentro de uma coluna, diferentes letras minúsculas sobrescritas 

denotam diferenças significativas (P <0,05) entre as diferentes etapas das 

condições gastrointestinais simuladas para cada amostra. A-BNuma linha, 

diferentes letras maiúsculas sobrescritas denotam diferenças significativas (P 

<0,05) entre a mesma etapa das condições gastrointestinais simuladas entre 

amostras. 

É provável que uma porção de compostos fenólicos possa se 

transformar em formas estruturalmente diferentes, com diferentes 

características químicas, resultando, consequentemente, em diferentes 

resultados de bioacessibilidade. De maneira geral, esses diferentes níveis 

de bioacessibilidade aos CFT observados após o passo da boca, entre os 

dois extratos de pinhão, podem ser devido aos seus diferentes compostos 

bioativos. Celep et al. (2017) concluíram que um aumento significativo 

no conteúdo fenólico total após o passo na boca poderia estar relacionado 

à liberação gradual de fenóis, de proteínas e outras biomoléculas, levando 

à alteração na estrutura química e propriedades funcionais. Esses autores 

também postularam que o incremento no conteúdo total de ácido fenólico 

pode ser devido à agitação ou atividade enzimática durante o passo da 

boca. Com relação à redução da bioacessibilidade do extrato pinhão-

macaco, esse comportamento não é consistente com os resultados de CFT 

geralmente encontrados após a etapa oral. No entanto, vale ressaltar que 

o ácido gálico também aparece, embora em menor concentração. 

Esperava-se que o baixo pH e a ação da pepsina nas etapas do 

esôfago / estômago liberassem alguns compostos fenólicos ligados aos 

carboidratos, diluindo os compostos fenólicos mais bioacessíveis. Nesta 

etapa, para o extrato pinhão “macaco”, o CFT (61,60mg EAG 100 mL-1) 

foi maior (P <0,05) do que foi encontrado para o extrato de pinhão 

“comum” CFT (29,76 mg EAG 100 mL-1), indicando um maior aumento 

na bioacessibilidade do extrato pinhão “macaco” (86,18 %) versus pinhão 

comum (63,25 %). No entanto, segundo Qin et al. (2018), a diminuição 

de CFT e bioacessibilidade observados para o extrato de pinhão comum 
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podem estar relacionados ao elevado número de compostos fenólicos 

liberados anteriormente durante o passo da boca. Comparando o CFT 

após os passos do esôfago / estômago com os resultados encontrados no 

final da etapa do duodeno, hipotetizamos que os compostos fenólicos 

liberados anteriormente também são responsáveis pelo aumento (P <0,05) 

e diminuição (P <0,05) observado para o CFT e bioacessibilidade do 

pinhão comum (54,13 mg EAG 100 mL-1 e 73,55 %) e pinhão “macaco” 

(59,31 mg EAG 100 mL-1 e 82,39%), respectivamente. 

Em relação aos compostos fenólicos, após a etapa do íleo, os 

valores de ácido gálico diminuíram (P <0,05) para os extratos pinhão 

comum (27,80 mg EAG 100 mL-1) e pinhão macaco (55,88 mg EAG 100 

mL-1). Isso segue estudos anteriores de Tagliazucchi 

et al. (2010) e Jara-Palacios et al. (2018), que relataram que o ácido gálico 

foi degradado sob condições pancreáticas. Esse comportamento está 

associado a uma diminuição (P <0,05) na bioacessibilidade dos 

compostos fenólicos, após a etapa do íleo, para ambos os extratos de 

pinhão (Tabela 7), quando comparados aos resultados encontrados no 

final da etapa do duodeno. 

Após a etapa do íleo, observamos que o extrato pinhão-macaco 

apresentou maior bioacessibilidade fenólica (78,80 %) (P <0,05) do que 

o extrato pinhão comum (60,28 %). Considerando que nem todos os 

compostos fenólicos ingeridos podem ser absorvidos após a etapa do 

estômago, e que o extrato de pinhão “macaco” mostrou uma diminuição 

gradual da bioacessibilidade (P <0,05) desses compostos após o 

estômago, duodeno e íleo, isso nos leva a concluir que o extrato de pinhão 

é uma fonte potencial maior de compostos fenólicos que são capazes de 

atingir o cólon e podem ser metabolizados pela microbiota ali presente. 

4. CONCLUSÃO 

Mudanças no conteúdo de compostos fenólicos totais dos extratos 

de pinhão foram testadas antes e após condições gastrointestinais 

simuladas, com o extrato de pinhão “macaco” apresentando a maior 

concentração de compostos fenólicos após a digestão in vitro. 

Os resultados também indicaram que os compostos fenólicos totais 

foram afetados pelas etapas de digestão, independentemente do tipo de 

extrato. Esse comportamento pode estar relacionado à transformação 

estrutural de compostos fenólicos. Foi observado que a alta quantidade de 

compostos fenólicos liberados durante as etapas da condição 

gastrintestinal é responsável pela diminuição da bioacessibilidade na 

próxima etapa. 
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Ainda assim, apesar de ambos os extratos de pinhão apresentarem 

compostos fenólicos bioacessíveis, a diminuição gradual da 

bioacessibilidade do extrato de pinhão “macaco” durante etapas da 

condição gastrointestinal simulada in vitro, leva a concluir que este 

extrato é o que apresenta as melhores propriedades funcionais. As 

propriedades funcionais creditadas aos compostos fenólicos podem exibir 

uma ampla gama de efeitos biológicos, tais como efeitos protetores contra 

várias doenças, devido às suas propriedades antioxidantes bem 

estabelecidas. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente trabalho foi pioneiro no estudo do extrato aquoso de 

duas variedades de pinhão sem a utilização de solventes orgânicos, 

mostrando que esse resíduo descartado após o preparo para consumo 

apresenta compostos fenólicos e atividade antioxidante, abrindo uma 

perspectiva para o desenvolvimento de produtos na indústria alimentícia 

e de bebidas e assim também contribuir para um maior equilíbrio 

ambiental. 

Apesar das águas de cocção dos pinhões comum e macaco não 

terem apresentado atividade antimicrobiana, sugere-se novos ensaios com 

diferentes e maiores concentrações. Neste trabalho foi utilizado 100g de 

pinhão para 1000 mL de água destilada para cocção, é sabido que na 

maioria das vezes o volume de pinhão a ser cozido é pelo menos de 5 a 

10 vezes mais, sugerindo talvez uma concentração final maior de 

compostos fenólicos, podendo assim apresentar atividade antimicrobiana. 

No decorrer dos ensaios in vitro ambos os extratos de pinhão 

apresentaram compostos fenólicos bioacessíveis, apesar da diminuição 

gradual da bioacessibilidade do extrato de pinhão “macaco” durante as 

etapas da condição gastrointestinal simulada, constatou-se que esse 

extrato, apresentou as melhores propriedades funcionais creditadas aos 

compostos fenólicos que podem exibir uma ampla gama de efeitos 

biológicos, tais como efeitos protetores contra várias doenças, devido às 

suas propriedades antioxidantes. 
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 Realizar estudos in vivo para avaliar se os extratos aquosos de 

ambas as variedades de pinhão não são tóxicos. 

 Excluindo a toxidade desses extratos, realizar estudos in vivo 

para avaliar efeitos anti-hipertensivos, antiglicêmicos, 

emagrecedores e outros. 

 Realizar novas análises em extratos mais concentrados, na 

tentativa de quantificar outros compostos fenólicos.  

 Efetuar novos ensaios microbiológicos com concentrações 

diferentes de sólidos solúveis nas águas de cozimento dos 

pinhões. 

 Realizar uma avaliação sensorial dessas águas de cocção 

visando o desenvolvimento de uma bebida. 

 Investigar e caracterizar as propriedades do amido no pinhão 

macaco, comparando com o amido do pinhão comum. 

 Determinar a composição centesimal do pinhão macaco, para 

melhor aproveitar esta variedade de pinhão. 

 Elaborar um estudo botânico atualizado sobre as variedades 

da Araucaria angustifolia. 

 Implementar estudos morfológicos caracterizando e 

comparando o pinhão macaco e o pinhão comum. 
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ANEXO A  – ARTIGO “COOKING WATER OF SEEDS FROM TWO 

VARIETIES OF ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA (BERT.) OTTO 

KUNTZE): COMPARATIVE EVALUATION OF PHENOLIC 

COMPOSITION ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL 

ACTIVITIES.” SUBMETIDO À REVISTA LWT – FOOD SCIENCE 

AND TECHNOLOGY (ISSN: 0023-6438). 

 



103 

ANEXO B – APRESENTAÇÃO DOS PARÂMETROS DE TODOS OS COMPOSTOS PADRÕES UTILIZADOS 

PARA IDENTIFICAR E QUANTIFICAR OS COMPOSTOS FENÓLICOS PRESENTES EM AMOSTRAS DE 

ÁGUA DE COZIMENTO DO PINHÃO MACACO E COMUM 
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*LD=limite de detecção; LQ=limite de quantificação 

Fonte: Elaborado pela autora (2019). 

 



107 

ANEXO C  – ARTIGO “BIOACESSIBILITY OF PHENOLIC 

COMPOUNDS OF ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA FROM SEED 

WATER EXTRACTS DURING IN VITRO SIMULATED 

GASTROINTESTINAL CONDITIONS.” PUBLICADO NA REVISTA 

FOOD AND NUTRITION SCIENCE. 
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