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RESUMO

A semente da Araucaria angustifolia, denominada pinhdo, é consumida no Sul e
Sudeste do Brasil, como farinha em pratos regionais ou cozida. Ha relativamente
pouca informagao a respeito da composi¢do quimica e do valor nutricional da
semente e de sua farinha. Neste trabalho, a farinha de pinhdo, obtida através de
diferentes tratamentos térmicos foi avaliada como complemento protéico em um
experimento biolégico com ratos recém-desmamados. Os animais experimentais
consumiram cinco dietas (n=6) com diferentes fontes de proteina: dieta com caseina
(CAS), dieta com 80% caseina e 20% (w/w) proteina de farinha de pinhdo (PF) sem
tratamento térmico (NATPIN), considerando 33.1 £ 1.4 g de proteina/kg desta
farinha, dieta com 80% caseina e 20% PF seca a 50°C por 16 horas (PF50),
considerando 49.2 + 0.6 g de proteina/Kg desta farinha, dieta com 80% caseina e
20% PF seca a 80°C por 16 horas (PF80), considerando 50.5 + 0.8 g de proteina/kg
desta farinha e dieta aprotéica (APROT). Os valores de ganho de peso, ingesta de
alimento, Coeficiente de Eficacia Alimentar (PER) e Razao Protéica Liquida (NPR)
foram similares para as dietas CAS e FP80. O escore quimico de aminoacidos
corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS) da PF80 foi o mais alto nas farinhas
de pinhdo testadas. O escore quimico (CS) da farinha de pinhdo se mostrou
semelhante ao encontrado em outros cereais, sendo a lisina o principal aminoacido
limitante, seguida da histidina. Valores mais baixos em todos os parametros
nutricionais foram encontrados nos animais alimentados com dietas onde foi usada a
farinha de pinh&o. A farinha de pinh&do seca a 80°C por 16 horas mostrou resultados
similares nos parametros nutricionais ao grupo CAS, e pode ser utilizada,
substituindo até 20% de uma proteina de alto valor biolégico (AVB) em formulag¢des

alimentares.

Palavras-chave: Pinheiro-do-Parana, Pinhdo, Avaliagao nutricional



ABSTRACT

= ”

The seeds of Araucaria angustifolia, namely “pinhdo”, are consumed in South and
Southeast of Brazil, like flour in regional dishes or baked. There is relatively few
information about the chemical composition and nutritional value of the seed and its
flour. In this work, “pinhdo” flour obtained by different heat treatments was evaluated
as an additive in biological experiment for growing rats. Wistar rats were fed five
experimental diets (n=6) containing different protein sources: only casein (CAS), diet

with 80% casein supplemented with 20% (w/w) “pinhdo” flour (PF) protein without
heat treatment (NATPIN), considering 33.1 + 1.4 g of protein/kg of this flour, diet with
80% casein and 20% PF dried at 50°C for 16 hours (PF 50), considering 49.2 + 0.6 g
of protein/kg of this flour and diet with 80% casein and diet with 20% PF dried at
80°C for 16 hours (PF80), considering 50.5 + 0.8 g of protein/kg of this flour and one
aproteic diet (APROT). Values for weight gain, feed ingest, Protein Efficiency Ratio
(PER) and Net Protein Ratio (NPR) were similar for diets CAS and PF80, and
acoording to this, the Protein Digestibility Corrected Amino acid Score (PDCAAS) of
PF80 was the highest of all the “pinhao” flours tested. The Chemical Score (CS) of
“pinh&o” flour showed similarity to the results found for other cereals, being lysine the
limiting amino acid, folowed by histidine. Lowest values for all nutritional parameters
were observed for diets complemented with “pinhdo” flour. “Pinhdo” flour heated at
80°C for 16 hours and used as supplementary in diet had the most similar results in
all nutritional parameters to casein-based diets, and can be used as complementary

source, substituting until 20% of a high biological value protein in food formulations.

Key-words: “pinhdo”; diet; digestibility; nutritional value; rat; trypsin inhibitor,
vegetable protein; PDCAAS.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO

O pinh&o é a semente do Pinheiro Brasileiro ou Pinheiro-do-Parana (Araucaria
angustifolia), pertence a familia Araucariaceae (SANTI-GADELHA et al., 2006). Seu
habitat natural sdo as florestas subtropicais (COZZO et al., 1980). A distribuigdo
geografica da A. Angustifolia inclui a Argentina e o Brasil, onde concentra-se nos
estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. E a espécie de conifera,
nativa do Brasil, mais importante economicamente. A exploracdo descontrolada da
madeira da Araucaria reduziu dramaticamente a sua populacdo, provocando
impactos ambientais a diversidade bioldgica, bem como a toda a cadeia alimentar no
ecossistema (ZANDAVALLI; DILLENBURG; SOUZA, 2004).

A semente é consumida, geralmente, apds cozimento em agua, sendo também
utilizada como farinha em alguns pratos regionais. A producao da farinha é feita
apenas de modo artesanal nas regides onde ainda restam Araucarias, e, apesar de
sua pouca expressao comercial, permite a confeccédo de broas, tortas e paes.

Ha pouca informacgao cientifica a respeito dessa semente, mesmo sendo o0 seu
consumo bastante alto nas épocas de safra (Abril a Agosto), principalmente pelos
habitantes das regides produtoras (Sul e Sudeste do Brasil).

Visando propor alternativas tecnolégicas para uso do pinh&o € necessario maior
conhecimento sobre sua composicdo quimica, valor nutricional, e conhecer a
qualidade da proteina presente no pinh&do. Segundo Pires et al. (2006), uma proteina
de boa qualidade ou de Alto Valor Biolégico (AVB) deve fornecer boa digestibilidade,
quantidades adequadas de aminoacidos essenciais e de nitrogénio total.

Os inibidores de enzimas digestivas, particularmente os inibidores de tripsina, e
outros fatores anti-nutricionais como a lectina estdo amplamente distribuidos em
alimentos de origem vegetal. Existem trabalhos demonstrando a presenca de lectina
na semente do pinhdo, mas nao existem trabalhos sobre a fragdo protéica e
possiveis inibidores de proteases neste produto. A determinagao da atividade destes
inibidores na semente do pinh&o, e sua susceptibilidade a tratamentos térmicos sao
de grande importancia para um melhor aproveitamento nutricional deste alimento.

O presente trabalho teve como objetivo determinar o perfil de aminoacidos

presentes na farinha de pinhdo submetida a diferentes tipos de tratamento térmico,
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seu Escore Quimico (CS) e o Escore Quimico de aminoacidos corrigido pela
digestibilidade (PDCAAS) e avaliar a presenca de inibidores de tripsina. Para
determinar os valores de Coeficiente de Eficacia Protéica (PER), Razdo Protéica
Liquida (NPR) e Digestibilidade Verdadeira (TD), foi realizado experimento biolégico,
onde 20% da proteina da caseina foi substituida pela proteina da farinha de pinhao

com diferentes tipos de tratamento térmico.

1.2 Araucaria angustifolia

Pinheiro-do-parana, pinheiro-brasileiro, pinheiro-caiova, pinheiro-das-missoes,
pinheiro-sdo-josé, sao algumas das denominacgdes pelas quais a Araucaria €
conhecida, sendo seu nome cientifico Araucaria angustifolia, pertence a familia
Araucariaceae (SANTI-GADELHA et al., 2006).

Tem como seu habitat natural as florestas subtropicais, a uma altitude entre 500
e 1800 m, ocorrendo de forma natural no Brasil, e em pequenas areas no extremo
nordeste da Argentina, na provincia das Misiones (COZZO et al.,, 1980). Esta
presente na parte leste e central do Planalto Sul-Brasileiro, abrangendo Parana,
Santa Catarina, Rio Grande do Sul, e em pequenos locais em Sao Paulo, Minas
Gerais (AZEVEDO, 1962) e Rio de Janeiro.

A utilizacdo da araucaria é muito variada, aproveitando-se quase tudo
(MAINIERI; CHIMELO, 1989):

- sua madeira € utilizada na construcao civil, movelaria e marcenaria;
- a resina pode ser utilizada para produgdo de acetona, terebentina, vernizes e
outros produtos quimicos;
- 0s galhos e refugos servem para lenha e combustiveis de caldeiras;
- 0s nos formados pela inser¢ao dos galhos ao tronco, sdo usados como fonte de
energia e como matéria-prima para confecgdo de pecgas artesanais, pela sua
durabilidade, coloracao e formas atraentes;

O pinhao ¢ alimento para inumeros animais silvestres que também sao seus
dispersores (CARVALHO, 1950). Também sao consumidos pelo homem, geralmente

apés o cozimento, adquirindo gosto semelhante ao de castanha cozida
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(ANDERSEN, O.; ANDERSEN, V., 1988).

Apesar de ocupar extensas areas, a sua exploracao indiscriminada colocou-a na
lista oficial das espécies da flora brasileira ameagadas de extingdo (BRASIL, 1992).
Dos 20 milhdes de hectares originalmente cobertos pela Floresta de Araucaria,
restam, atualmente, cerca de 2-4% dessa area (ASTARITA; FLOH; HANDRO,
2003). Particularmente no Estado do Parana, as serrarias e o uso industrial foram as
principais responsaveis pelo desmatamento (GUBERT FILHO, 1990).

Em plantios, a producao de sementes (pinhdes) se inicia entre 10 e 15 anos;
enquanto nas populagdes naturais, essa fase se inicia a partir do vigésimo ano.
Iniciada a producdo de sementes, a arvore produz pseudo-frutos reunidos em
estrébilo feminino ou pinha (ovario), com 10 a 25 cm de didmetro, composto de 700
a 1.200 escamas, com numero variavel de sementes (cinco a 150) e com até 4.700
g de peso. As pinhas sao encontradas nos galhos, entre uma a duas em cada ramo,
alcangando até quatorze num mesmo galho. O pinheiro produz em média 40 pinhas
por ano ao longo de toda sua vida (mais de 200 anos) (MATTOS, 1972).

O pinheiro é uma planta didica, apresentando exemplares machos e fémeas,
ambos produzindo flores. O macho fornece o pdlen que, através do vento, dos
passaros, dos insetos e roedores menores, fecunda a fémea, que produz o pinhao.
A cutia, que costuma enterrar o pinhao para comé-lo depois, € um dos principais
responsaveis pela disseminagdo do pinheiro (CARVALHO, 1950), assim como o
papagaio-de-peito-roxo Amazona vinacea (SOLORZANO-FILHO; KRAUS, 1999).

1.3 O Pinhéo

O pinhdo garante a alimentacdo de muitas espécies animais, principalmente
roedores e passaros, também é item frequente no cardapio de outono e inverno em
milhares de residéncias, principalmente no Sul e Sudeste do pais.

A polpa é a parte comestivel, muito dura quando crua, e mais macia quando
cozida, formada basicamente, de amido. A semente é consumida, geralmente,
cozida na agua, mas também é utilizada como farinha em pratos regionais. A farinha

de pinhao, produzida apenas artesanalmente devido a pouca expressao comercial,
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permite a confecgdo de broas, tortas e p&es. Nas regides onde ainda restam
Araucarias é comum o preparo do pinhdo cozido em conserva de salmoura e vinagre
(CORDENUNSI et al. 2004).

A semente da araucaria, o pinhdo, é muito nutritiva, bastante rica em amido
(Tabela 1) e uma importante fonte de alimento para animais (ZANDAVALLI et al.
2004). Pesquisas histéricas e arqueoldgicas sobre as populagdes indigenas que
viveram no Planalto Sul-Brasileiro, de 6000 anos até os nossos dias, registram a
importancia do pinhdo no cotidiano desses grupos. Restos de cascas de pinhdes
aparecem em meio aos carvoes das fogueiras acesas pelos antigos habitantes das
florestas de araucaria. Algumas tribos nativas brasileiras (Caigangues e Guaranis)
consumiam o pinhdo cozido e a farinha de pinhdo desde sua origem até os dias

atuais, e, especialmente no inverno, seu principal alimento era o pinhao.

Tabela 1: Composig&o “pinhdo” cozido e cru (g/100g)*:

Pinh&o cru Pinh&o cozido
Umidade 49,5 + 0,02 50,35 + 0,71
Cinzas 1,60 £ 0,01 1,41 + 0,02
Proteinas 3,57 + 0,05 3,31 +£0,05
Lipidios 1,26 + 0,07 1,26 £ 0,09
Fibras soluveis 0,63+0,13 0,55+0,18
Fibras insoluveis 4,26 + 0,20 5,17 £ 0,25
Amido 36,28 + 0,11 34,48 + 0,72
Acucares soluveis 243+0,16 0,64 £0,13

*Fonte: adaptada de Cordenunsi et al. (2004)

Segundo este mesmo autor, nos estados do Sul do Brasil, principalmente no
interior do Parana, nas regides de maior pobreza, o pinhdo tem grande importancia
sécio-econdmica, representando uma fatia bastante expressiva do emprego e renda,
com fortes impactos na qualidade de vida de um grande contingente de pessoas,
tanto na produgdo como na comercializagédo deste produto (HOEFLICH, 2003).

Nos ultimos anos, na época da safra, sdo realizadas no Sul e Sudeste do pais,

festas, feiras e festivais gastronémicos para promover o Pinhdo. Esta € uma forma
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de valorizar e incentivar o consumo da semente, agregando valor e ajudando na

preservacao da Araucaria.

1.4 Proteinas Vegetais e Animais

As proteinas foram as primeiras substancias a serem reconhecidas como parte
vital dos tecidos vivos. O nome originou ha mais de um século da palavra em grego
que significa “de primeira importancia” (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1989)

A base da estrutura da proteina é o aminoacido, dos quais pelo menos 20 foram
reconhecidos como constituintes na maioria das proteinas. Sao diferenciados pela
permanéncia de uma molécula (R), conforme Figura 1. Os aminoacidos se
combinam para formar proteinas através de uma ligagao peptidica que une carbonos

carboxilicos de um aminoacido ao nitrogénio do outro (Figura 2).
CO0~
H3N'+ —clt—II
R

Figura 1: Estrutura basica de um aminoacido
Fonte: Lehninger; Nelson e Michael (1995).

RO ] R O
| .
H—N—C—C—0OH: +H=N—C—C—OH —>»
H H H H

Figura 2 : Reacao de formagao de um dipeptideo a partir de dois aminoacidos
(destacando-se a ligagao peptidica em negrito)

Fonte: Lehninger; Nelson e Michael (1995).
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As proteinas da dieta, através da digestdo e subsequente absorc¢ao, fornecem
aminoacidos ao organismo que terdo trés destinos principais: anabolismo (sintese
de proteinas e polipeptidios); catabolismo ou degradagao (produgéo de energia) e
sintese de compostos de pequeno peso molecular. Por essas vias os aminoacidos
serdo utilizados na construcido e manutencdo dos tecidos, formacdo de enzimas,
horménios, anticorpos, no fornecimento de energia e na regulagdo de processos
metabdlicos. O valor nutritivo de uma proteina dependera de sua digestibilidade e de
sua composicdo ou da presenga dos aminoacidos essenciais em quantidade e
proporcdes adequadas as necessidades do individuo devendo ainda estar em forma
biodisponivel (SGARBIERI,1996).

Para satisfazer as necessidades nutricionais o organismo necessita de
elementos essenciais, entre eles, as proteinas, mais precisamente os aminoacidos
(MOURA; ZUCAS, 1981). Alguns aminoacidos sao classificados como essenciais,
porque sua sintese no organismo € inadequada, portanto, para satisfazer as
necessidades metabdlicas eles devem ser fornecidos pela dieta. A composicado de
aminoacidos de uma proteina é tdo importante como a quantidade consumida, pois
alimentos deficientes em um ou mais aminoacidos essenciais prejudicam o processo
de sintese de proteina, caso sejam a unica fonte protéica da dieta. A qualidade de
uma proteina esta relacionada com sua capacidade de satisfazer as necessidades
do ser humano, promovendo crescimento normal em criancas € a manuteng¢ao no
adulto (LAJOLO; TIAPEGUI, 2000).

Auséncia ou ingestdo inadequada de aminoacidos essenciais resulta em
balango nitrogenado negativo (perda de N pelo organismo), perda de peso,
crescimento menor em criangas e pré-escolares e sintomatologia clinica. Nao ha
reserva de aminoacidos livres no organismo, qualquer quantidade acima das
necessidades para a sintese protéica celular e dos compostos nao-protéicos que
contém nitrogénio sera metabolizada.

Os alimentos de origem animal, como carnes, leite, ovos, possuem proteinas de
boa qualidade, e sdo as melhores fontes de aminoacidos essenciais. Mas por ter um
custo bem mais elevado do que a proteina de origem vegetal, ndo sdo acessiveis a
toda populacgao.

Neste contexto, os alimentos de origem vegetal assumem significativa

importancia, sendo os cereais as principais fontes de proteina nos paises em
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desenvolvimento (JANSEN, 1978). Estes alimentos também sao fontes significativas
de proteinas (OLIVEIRA et al., 2003). A digestibilidade da proteina dos alimentos de
origem vegetal € menor devido a sua estrutura, que a faz mais resistente a agédo das
enzimas proteoliticas e a presencga de certos fatores antinutricionais (PORRES et al.,
2002). O tratamento térmico € largamente utilizado para reduzir os fatores
antinutricionais termolabeis que interferem no aproveitamento da proteina (LIENER;
KAKADE, 1980).

Apesar das proteinas vegetais apresentarem aminoacidos limitantes, as dietas
incluem varios alimentos que se complementam. As misturas de cereais com
leguminosas ingeridas na mesma refeicdo como o feijdo e o arroz, tipico prato
brasileiro, apresentam valor biolégico de proteina considerado bom (JOSEPH,;
SWANSON, 1993, 1994; DARIO; SALGADO, 1994). No entanto, para fazer estas
misturas protéicas € necessario conhecer a composicao de aminoacidos de cada
alimento para que haja equilibrio da mistura ingerida na mesma refeicdo. Nao ha

informacéo cientifica a respeito da qualidade da proteina do pinhao.

1.5 Valor Bioldgico das Proteinas

Uma mistura protéica de boa qualidade ou de alto valor biologico (AVB) deve ter
boa digestibilidade, quantidades adequadas de aminoacidos essenciais e de
nitrogénio total (PIRES et al.,, 2006). Na Tabela 2 pode-se ver a digestibilidade
verdadeira de algumas proteinas.

As proteinas de origem vegetal apresentam menor valor biolégico, devido a
presenca de aminoacidos limitantes, como metionina e cisteina e a baixa
digestibilidade (EVANS; BAUER, 1978; SARWAR; PEACE, 1986) como
consequéncia de compostos anti-nutricionais nas sementes como inibidores de

tripsina, lectinas, fitatos, taninos e fibra dietética (JAFFE, 1968).
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Tabela 2: Valores de digestibilidade de algumas proteinas para humanos

Fontes de proteina Digestibilidade verdadeira (média % + DP)
Ovo 97 +3
Leite e queijo 95+3
Carne e peixe 94 +3
Milho 85+3
Arroz polido 88 +4
Trigo inteiro 86+5
Trigo refinado 96 +4
Aveia 86t 7
Farinha de soja 86+7

Fonte: Lajolo e Tiapegui (2000).

1.6 Métodos de Avaliagcéo da Qualidade Nutricional de Proteinas

Para avaliar a qualidade nutricional de uma proteina, pode-se recorrer a
meétodos quimicos e bioldgicos.

Nos métodos quimicos, tem-se o Escore Quimico (CS) que se fundamenta na
analise dos aminoacidos da proteina em estudo e sua comparagdo com o perfil de
aminoacidos essenciais, obtidos de proteinas como a albumina e a caseina,
consideradas proteinas de referéncia, cujo valor do escore quimico é de 100%. Para
as proteinas animais este método fornece resultados paralelos aos do ensaio
bioldgico. Para as de origem vegetal ele so € util se corrigido pela digestibilidade das
proteinas (PDCAAS), que normalmente € baixa. O escore quimico ndo considera o
possivel excesso de aminoacidos ou a presenga de fatores tdxicos ou
antinutricionais, que s6 é detectado em testes com animais (SCHAAFSMA, 1994).

Os métodos bioldgicos utilizados para avaliagdo do valor nutritivo de uma
proteina baseiam-se na resposta do organismo a ingestdo da proteina em estudo.
Os parametros utilizados para se obter o valor biolégico sdo, usualmente, o

crescimento ou as alteragdes de nitrogénio na carcaga do animal. Este representa a
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quantidade de nitrogénio da proteina ingerida que é utilizada pelo organismo
(MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1989).

Para compensar as limitacdes do cOmputo quimico, o método mais simples para
determinacao da qualidade da proteina é o Coeficiente de Eficacia Protéica (CEP)
ou Protein Efficiency Ratio (PER). Esta técnica compara o crescimento de ratos
alimentados com determinada proteina teste com o crescimento dos animais
experimentais submetidos a uma dieta com proteina de referéncia, como a caseina,
por exemplo. O PER é determinado de acordo com AOAC (1975), com a seguinte
férmula:

PER = Variacdo de peso (q)

Proteina ingerida (g)

A Razado Protéica Liquida (NPR), & determinada de acordo com Friedman
(1996), no décimo dia de experimento, levando-se em consideracdo o ganho de
peso do grupo teste, mais a perda de peso do grupo com dieta aprotéica em relagao

ao consumo de proteina do grupo teste. De acordo com a equagéo:

NPR = ganho de peso do grupo teste (q) — perda de peso aprotéico (q)

proteina consumida pelo grupo teste

1.7 Inibidores de Tripsina

Alimentos de origem vegetal apresentam fatores antinutricionais como
hemoaglutininas, urease e inibidores enzimaticos. Algumas plantas, possuem
inibidores de tripsina, que prejudicam a digestdo, resultando em aumento da
secregao das enzimas digestivas tripsina, quimiotripsina e elastase, como
mecanismo compensatério pela perda devido a complexagcdo destas com os
inibidores (KENEDY, 1995; KENEDY, 1998; LAJOLO; TIAPEGUI, 2000).

No rato, a hiperestimulacdo das enzimas digestivas é provocada pelo aumento
da liberagdo do hormoénio colecistoquinina (CCK) pelas células enddcrinas do jejuno.
CCK é o mediador entre o pancreas a e tripsina. As enzimas digestivas secretadas

acabam sendo eliminadas nas fezes, representando perda endoégena de
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aminoacidos sulfurados. Como a proteina das leguminosas é deficiente nestes
aminoacidos, aumenta o impacto nutricional destes inibidores (KENEDY, 1998).

O efeito negativo dos inibidores de proteases sobre o valor nutricional de
leguminosas cruas, nao resulta apenas na reducédo da digestdo protéica no trato
gastrintestinal, mas também induz a hipertrofia e hiperplasia pancreatica (LIENER,
1994).

Os inibidores de proteases sdo encontrados em grande variedade de vegetais,
incluindo a maioria das leguminosas, e estdo associados aos mecanismos de defesa
da planta. Esses inibidores podem ser divididos em duas classes principais: os do
tipo Kunitz e os do tipo Bowman-Birk (LAJOLO; GENOVESE, 2000).

Os inibidores do tipo Kunitz, possuem peso molecular em torno de 20.000 Da,
com duas pontes dissulfeto e sdo especificos para a tripsina, estando presentes
principalmente nas leguminosas mais primitivas. Os da familia Bowman-Birk estao
presentes nas leguminosas mais avangadas, seu peso molecular varia de 6.000 a
10.000 Da, com alta percentagem de ligagdes dissulfeto e capacidade de inibir tanto
a quimiotripsina como a tripsina simultaneamente em sitios de ligagcédo
independentes. Varias isoformas tém sido isoladas e caracterizadas, apresentando
diferencas na sequéncia de aminoacidos, mobilidade eletroforética e especificidade.
Condicdes como o cozimento convencional, em panela aberta ou de pressao, séo
geralmente suficientes para inativar significativa ou completamente os inibidores de
leguminosas (KENEDY, 1995; BRESSANI, 1993).

O inibidor Kunitz da soja apresenta menor termoestabilidade em relacdo aos
inibidores do tipo Bowman-Birk. Apesar desse ultimo apresentar uma estrutura mais
compacta que a do Kunitz e ser mais termoestavel quando isolado, as atividades
residuais encontradas em produtos processados de soja parecem ocorrer devido ao
inibidor Kunitz (LAJOLO; GENOVESE, 2000; KENEDY, 1995).

Embora os inibidores de tripsina geralmente apresentem elevada atividade em
leguminosas, como o feijado e a soja (SGARBIERI e WHITAKER, 1982), a atividade
destes inibidores enzimaticos tem sido descrita em uma série de outras espécies
desta familia como ervilha e lentilha (ZHAO et al., 2005).
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CAPITULO 2 - RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados na forma de um artigo
cientifico a ser submetido para publicacdo no peridédico Journal of Nutritional
Biochemistry. Os experimentos foram conduzidos para avaliar o valor nutricional da
proteina da farinha de pinhao adicionada em dietas experimentais, substituindo 20%
da proteina caseina da dieta pela proteina da farinha de pinhdo submetida a
tratamentos térmicos de 50°C (dieta PF50) e 80°C (dieta PF80), ambos por 16 horas

e sem tratamento térmico (dieta NATPIN).
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ABSTRACT
The seeds of Araucaria angustifolia, namely “pinhao”, are consumed in South and
Southeast of Brazil, like flour in regional dishes or baked. There is relatively few
information about the chemical composition and nutritional value of the seed and its

flour. In this work, “pinhao” flour obtained by different heat treatments was evaluated
as an additive in biological experiment for growing rats. Wistar rats were fed five
experimental diets (n=6) containing different protein sources: only casein (CAS), diet
with 80% casein supplemented with 20% (w/w) “pinh&ao” flour (PF) protein without
heat treatment (NATPIN), considering 33.1 + 1.4 g of protein/kg of this flour, diet with
80% casein and 20% PF dried at 50°C for 16 hours (PF 50), considering 49.2 + 0.6 g
of protein/kg of this flour and diet with 80% casein and diet with 20% PF dried at
80°C for 16 hours (PF80), considering 50.5 + 0.8 g of protein/kg of this flour and one
aproteic diet (APROT). Values for weight gain, feed ingest, Protein Efficiency Ratio
(PER) and Net Protein Ratio (NPR) were similar for diets CAS and PF80, and
acoording to this, the Protein Digestibility Corrected Amino acid Score (PDCAAS) of
PF80 was the highest of all the “pinhao” flours tested. The Chemical Score (CS) of
“pinhao” flour showed similarity to the results found for other cereals, being lysine the
limiting amino acid, folowed by histidine. Lowest values for all nutritional parameters

= ”

were observed for diets complemented with “pinhao

”

flour. “Pinhao” flour heated at
80°C for 16 hours and used as supplementary in diet had the most similar results in
all nutritional parameters to casein-based diets, and can be used as complementary

source, substituting until 20% of a high biological value protein in food formulations.

Key words: “pinhdo”; diet; digestibility; nutritional value; rat; trypsin inhibitor,

vegetable protein; PDCAAS.
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1. Introduction
The Brazilian pine Araucaria angustifolia (syn. Araucaria brasiliensis) is the only
native conifer of economic importance in Brazil, but timber exploration reduced

dramatically this tree. Only 2-4% of the original population still exists [1].

The seeds of A. angustifolia, namely “pinhdo”, are eaten by several animal
species, mainly birds and rodents, and are also frequently consumed by humans
particularly in the autumn and winter seasons in the South and Southeast of Brazil
[2]. Brazilian natives have consumed baked “pinhdo” for a long time, and especially

during winter, “pinhao” was their mainly food [3].

A very resistant coat and an internal membrane cover the seed, which are
removed after cooking. The eatable part presents a hard texture when raw, but soft
when cooked. The seed is generally cooked in water, but is also used as flour in
regional serving dishes. “Pinhao” flour can be used for the elaboration of cakes,
bread and cookies, however it is only home-made produced since it has a limited
commercial demand. In the regions where this tree exists, the preparation of cooked
“pinh&o” preserve in salt and vinegar is a common practice. Despite these seeds are
consumed for a long date, few information about the chemical composition and
nutritional properties is available [4]. Recently, more detailed studies on the chemical
composition of “pinhdo” were described. “Pinhdo” is a good source of starch and
dietary fiber and presents lower amounts of protein, lipids and soluble sugars and
has a low glycemic index [3]. “Pinhdo” starch has been characterized, showing
attractive physicochemical and rheological properties for utilization in food industry

[5]. “Pinhdao” also contains several flavonoids that present potential scavenging

properties against oxidative damage to biomolecules [6]. Polyphenols are widely
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distributed in the plant kingdom and may have important beneficial roles in human

health, probably associated with their antioxidant activities [7, 8].

Plant foods frequently show antinutritional factors such as inhibitors of digestive
enzymes, lectins and urease [9, 10]. Indeed, the presence of lectins has been
described in pinhdo [11]. In addition, vegetable proteins often display limiting amino
acids, thus diets must include complementary protein source to supply such
deficiency. Effectively, some mixtures like beans and rice, a typical Brazilian meal,

may result in a good protein biological value [12, 13, 14].

There are studies about “pinhao” starch, and inhibitors like lectins, but we didn't
find works about the protein fraction and proteases inhibitors for this product.
Considering that nutritional aspects of the use of “pinh&do” flour in food formulations
has never been evaluated, the aim of this study was to evaluate the flour produced
from seeds of Araucaria angustifolia as protein complementary source in diets for

growing rats.
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2. Materials and methods

2.1. “Pinhao” seeds

“‘Pinhdo” seeds were obtained from a local market in Porto Alegre, Brazil. The
weight of the seeds varied between 7 and 10 g each. The seeds were selected
eliminating all germinating seeds or those presenting any fungal or larval
contamination. Selected seeds were washed with tap water, dried for two days at
room temperature (24 + 4°C), placed in polyethylene bags and stored at 8°C until

used.

2.2. “Pinhao” flour

The seeds were longitudinally cut and dehulled, seed pulp was sliced into 3 parts
resulting in semi-circles of about 5 mm. This material was separated into three parts,
which received different treatments. One part was powdered and incorporated in the
diets without any thermal treatment (NATPIN). A second part was dried at constant
temperature 50°C (PF50) in a circulating air drier for 16 h, and the third part was
dried at 80°C (PF80) in the same drier. After drying the seeds were milled at 0.5 mm

particle size and the flours were stored in sealed polyethylene bags in a dry place.

2.3. Analytical methods

Total nitrogen content was determined in food and feces according to the micro
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Kjeldahl’'s method [15], using mineralization (Block Digestor Kjeldatherm, Gerhardt,
Bonn, Germany), distillation units (Marconi, Piracicaba, Brazil) and titration units
(Schott-Gerate GmbH, Mainz, Germany). Crude protein was calculated as N x 6.25
for diets and feces and N x 5.75 for “pinhdo”. Moisture content was determined by
drying to constant weight in an oven at 105 £ 1°C. Total fat was determined by

extraction with petroleum ether by the Soxhlet method [15]. Crude fiber was

determined as insoluble organic residue after acid and alkaline digestion [16].

2.4. Amino acid composition

Determination of amino acid composition of the ground samples of PF50 and
PF80 was performed at Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (UNESP, Ribeirdo
Preto, Brazil). Amino acid analysis was performed by ion-exchange chromatography
[17]. The amino acids were obtained by peptide hydrolysis with 6 M HCI at 110 £ 1
°C for 22 h and purified with Amberlite IR-120. Tryptophan was determined
separately after hydrolysis was carried out in 4M LIiOH at 110 £ 1°C for 24 h as

described by Penke et al. [18].

2.5. Chemical Score of amino acids (CS) and Protein Digestibility Corrected

Amino Acid Score (PDCAAS)

To calculate the CS, the amino acid composition (mg/g) of the “pinhdo” flour

samples was compared to the standard amino acid composition [19].
CS= tested protein (mg/g) / standard protein (mg/g).

The PDCAAS was determined comparing the limiting essential amino acid profile
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of the food, corrected for digestibility, to the FAO/WHO 2-5 year old essential amino
acid requirement pattern. All proteins with PDCAAS of 1.0 are high-quality proteins,

any score above 1.0 is rounded down to 1.0 for further calculations [20].

2.6. Experimental diets

The experimental diets were formulated according the AIN-93G, for growing
rodents [21]. The composition is detailed in Table 1. Five protein formulations were
tested: only casein (CAS), diet with 80% casein supplemented with 20% (w/w)
“pinhao” flour (PF) protein without heat treatment (NATPIN), diet with 80% casein and
20% PF dried at 50°C for 16 hours (PF 50), diet with 80% casein and diet with 20%
PF dried at 80°C for 16 hours (PF80) and one aproteic diet (APROT). Soybean
protein and soybean oil were from Bunge (Esteio, Brazil), casein and cellulose were
from Farmaquimica (S&o Paulo, Brazil), vitamin mix was from Roche (S&o Paulo,

Brazil) and mineral mix was prepared according AIN-93G [21].

2.7. Animals and experimental design

Experimental design consisted of five complete random blocks. Thirty 3-week-old
Wistar albino rats (recently weaned) with an initial mean live weight of 50 g were
used. The animals were divided into five groups and kept in individual cages
designed for separate collection of feces. The cages were placed in a well-ventilated,
thermostatically controlled 22 + 2°C room with 12 h light/dark periods. Before 3 days
adaptation period to the diets, each group consumed ad libitum one of the
experimental diets made up of different protein sources for a period of 28 days, which

consisted of 7 days during which feces were collected on alternated days and stored
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at -21°C until analyzed, and until 28 days were complete, daily food intake was
determined by weighing the amounts of diet given, refused and spilled. Live weight
was recorded daily. Throughout the trial, all rats had free access to water. This work
followed the animal welfare guidelines of American Veterinary Medical Association
[22] and was approved by the Ethics Research Committee of the University (Protocol
2005527). Animals were killed under ketamine anesthesia. Adequacy of anesthesia
was tested by the absence of withdrawal response to toe pinching. The abdominal
surface was shaved and the skin cleansed, and the organs were taken out through a

cavity opened along striae alba.

2.8. Histological analysis

The liver and pancreas of all animals was removed and weight. Two organs from
each experimental group were prepared for histological analysis. Pieces were fixed in
10% (w/v) formaldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH 6.5 for 3 days. After this time,
blocks were dehydrated and paraffin-embedded, and subsequently sectioned and
stained. Histological sections were done with 3-5 mm thick, deparaffined, and stained
with eosin-haematoxylin. Sections were analyzed in a bright field microscope at
Laboratory of Veterinary Pathology (Faculdade de Veterinaria, UFRGS, Porto Alegre,

Brazil).

2.9. Biological indices

True digestibility values were obtained by subtracting the endogenous excretion

corrected for the amount of diet consumed from the apparent fecal losses [23]. The
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Protein Efficiency Ratio (PER) and Net Protein Ratio (NPR) were calculated as
follows: PER = gain in body weight (g) / protein consumed (g); NPR = (weight gain of
TPG — weight loss of NPG) / protein consumed (g), where TPG = test protein group,

and NPG = non protein group [24].

2.10. Protein extraction

Protein extraction of “pinh&o” flour was performed by a modification of the
method of Tremacoldi and Pascholati [25]. Samples of 10 g were added to 50 ml of
150 g/L NaCl and stirred for 30 min at room temperature (25°C). This material was
centrifuged at 10,000 x g for 30 min at 4°C. The supernatant was extracted with 4 vol
of cold acetone, stand for 5 min in an ice bath and then centrifuged at 10,000 x g for
30 min at 4°C. The resulting pellet was resuspended with 50 mM Tris pH 8.2

containing 20 mM CaCl; and stored at -18°C until analyzed for antinutritional factors.

2.11. Trypsin inhibitor activity

Trypsin inhibitor activity (TIA) was determined according to the method of
Kakade et al. [26]. Samples (200 ul) of each extract were mixed into triplicate sets of
test tubes with 500 pl of substrate BAPNA (4 mg/ml DMSO) diluted 10X with 50 mM
Tris buffer (pH 8.2) containing 20 mM CaCl,, previously heated to 37°C. Then 200 pl
of trypsin solution (0.4 mg/ml in the same buffer) was added to each test tube. The
tubes were incubated at 37°C for 10 min and the reaction was stopped with 100 pl of
30% (v/v) acetic acid. The tubes were centrifuged for 5 min at 10,000 x g and the

absorbance at 410 nm was measured in the supernatants. The control representing
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100% of enzymatic activity was obtained with the reaction mixture, without the
protein extract, the buffer solution was used to adjust the volume. One trypsin unit
(TU) was arbitrarily defined as an increase of 0.01 absorbance units at 410 nm per 1
ml of the reaction mixture. Trypsin inhibitor activity (TIU) is expressed in terms of

trypsin units inhibited.

2.12. Statistical analysis

Experimental data were analyzed by one-way ANOVA and Tukey’s highly
significant difference test [27]. Differences were considered significant when P <

0.05.
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3. Results

3.1. Chemical composition of “pinh&o” flours

The protein, fat and fiber composition of “pinhdo” flour was determined to
equilibrate this component on the test diets (Table 2). The products receiving thermal
treatment showed around 50 g/kg of crude protein when PF had 33 g/kg. The heat

increased total fat.

3.2. Amino acid composition

The amino acid composition of “pinhdo” flours are presented in Table 3. The
product is rich in glutamate, aspartate and arginine residues and contains minor
amounts of histidine and lysine. The percentage of amino acids involved in the
proteolytic breakdown by trypsin-like (Lys and Arg), chymotrypsin-like (Tyr, Phe, Leu,
Met) and elastase-like (Ala, Gly, Ser) proteases were 11.66, 18.84 and 15.03,

respectively.

The amino acid composition of the PF50 product was similar to that of PF80, and
it shows higher amount of the essential amino acids isoleucine, leucine, threonine,
triptophan and valine (Table 3). The amount of the sulfur-containing amino acid

cysteine and methionine was similar in the PF 80 compared to the PF 50.

3.3. Chemical Score and PDCAAS

Resuts of Chemical Score and PDCAAS are presented on Table 4. The
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Chemical Score showed lysine as the limiting amino acid, followed by histidine on
“pinh&o” flour. The Chemical Score of all the other essential amino acids was higher
than 1.0. The score of the two limiting amino acids of PF80 was higher than PF50, as

well as the PDCAAS of PF80 (70.13%) and PF50 (63.02%).

3.4. Dietary intake and weight gain

Dietary intake of “pinhdo”-containing diets by growing rats was high compared
with a standard casein-based diet of similar protein concentration (Table 5). A
considerably increased feed intake was observed for the diet containing “pinhao”
without any thermal treatment (NATPIN). The protein source in diet formulation had
no significant influence in the weight gain of the animals. Similar weight gain was
observed for all the diets (Table 5). The growth curves are shown in the Fig. 1. The
weight gain ratio was calculated from the slopes of growth curves as 5.96, 5.93, 5.79,
5.77 g/day and the intake was 14,08, 16,25, 15,47, 22,1 g/day for diets CAS, PF50,

PF80 and NATPIN, respectively. The feed intake of different diets is shown in Fig. 2.

3.5. Digestive utilization of protein

”

The addition of “pinhao” flour to the diets resulted in decreased values of PER
and NPR, although these differences were only significant for PF50 and NATPIN
diets (Table 5). The diets CAS and PF80 showed no significant differences despite

the later have the same amount of “pinhdo” protein than other “pinh&o”-containing

diets.

True digestibility was affected by the substitution of the protein source by 20%
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“‘pinh&o” flour, when compared with casein. Significant differences were always
observed when “pinhdo” protein was added as protein source, mainly in the case of

the diet FP50 (Table 5).

3.6. Weight and histology of organs

The weight of some individual organs was measured (Table 6). As observed for
weight gain, the protein source had no influence in the final weight of liver. Although
no significant differences were observed for pancreas an increase of about 30% was

observed when animals received “pinh&o” in the diet (Table 6).

The microscopic analysis of the pancreas from animals eating “pinhdo” showed
no changes on the pancreatic cells (Fig. 3A) in comparison with the control. Cell

morphology and tissue characteristics were typical of pancreatic cells (Fig. 3B).

3.7. Activity of trypsin inhibitor

The activity of trypsin inhibitor was determined in the extracted protein fraction
from pinhao flours. The trypsin inhibitor activity was detected in PF50 (93,5 UIT/mg

protein) and NATPIN (116,19 UIT/mg protein), but not on PF80 (Fig. 4).
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4. Discussion

The flour obtained from Araucaria angustifolia seed was used as protein source
in experimental diets, showing a comparable performance in weight gain with
standard casein diet when added at 20% (w/w) complementation. Dietary intake of
‘pinhdo’-based diets by growing rats was high compared with a standard casein-
based diet of similar protein concentration. In oposition to Fernandez et al. [28],
Hurley et al. [29] and Carbonaro et al. [30] that related deficiency of essential amino
acids to low dietary intake of some vegetable-based diets leading to nutrient

imbalance and a consequent decrease in weight gain.

Our results for intake can be due to the presence of reducing sugars which
improve the palatability of the diet, and to support the deficiency nutrients in “pinh&o”
flours, the rats increased their intake. Green et al. [31] reported overeating of
palatable sweet foods ascribed to their high energy density and their weak satiating.
The sensory attribute primarily associated with carbohydrates is known to stimulate
energy intake [32]. Heat treatment generally improve the nutrient availability and
palatability, but, if the treatment is prolonged it can have the opposite effect [9].
Because of the lower quality protein of diets NATPIN and PF50, showed on the
results, the animals increased their intake of the diet and consequently their protein
intake as a compensation mechanism so that the presence of antinutritional factors
and essencial amino acids deficiency did not interfere in their weight gain and
growth. The diet PF80 had lower intake between test diets probably because it has a

better quality protein.

The product PF50 was dried at 50°C, and the heat should be less harmful to the

product than PF80, which was air-dried at 80°C. In fact, the amounts of sulfur-
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containing amino acids, methionine and cysteine, were similar in PF80 (32,95) and
PF50 (31,82). The amino acid composition resembles that observed for cereals, like
wheat and corn [33], being lysine the limiting amino acid (Table 4), but, the protein of
“pinh&o” seed can be considered qualitatively better, because it has only two limiting
amino acids (lysine and histidine) (Table 4). Porres et al. [34], affirms that the
determination of amino acids of foods which have undergone the early Maillard
reaction may lead to overestimation of the intake of lysine and hence of the
digestibility. Some of the determined lysine will be doxyketosyl lysine, which has no

nutritional value to the animal.

All test diets had lower digestibility, result expected for vegetable protein. PF80
had better PER, NPR than the other two tests, suggesting superior nutritional
features. The PER values were comparable to those reported for seed proteins [35,
36], fish protein [37] and casein [38]. Proteins with PER values below 1.5 are
considered as low quality, between 1.5 and 2.0 as intermediate and good quality for
those that PER is higher than 2.0 [24]. However, as this study has supplemented

=~ ”

only 20% of total casein protein diet, we cannot affirm that “pinhdo” has a good

quality protein based only on PER and NPR results.

The PDCAAS of PF80 (70,13%) was the highest among pinhao flour tests and
also when comparing to the results of Pires et al. [33] for other legume seeds and
cereals. Althought, the diet PF80 itself cannot be considered a high quality protein,

because it has lysine and histidine as limiting amino acids.

According to Armour et al. [39], heat treatment of soya bean at temperatures of
60°C or above reduced the levels of trypsin and chymotrypsin inhibiting activity in the

beans, and heat-treatment of soya bean at 80°C for 40 min significantly improved
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food consumption, feed conversion and growth in rats. These are in agreement with
the absence of trypsin inhibitor (Tl) in PF80, which also probably improve the results
of PER and NPR. According to Lajolo and Genovese [40] trypsin inhibitors cause
enlargement of the pancreas (hypertrophy and hyperplasia) in rodents and birds and
hyper secretion of digestive enzymes. Despite of having TIA in the diet PF50 and in
the diet NATPIN, the histological analysis showed no changes in pancreatic cells, but
the weight of the pancreas of all test rats was higher than the casein-feed rats.
Maybe, the quantity of “pinhdo” flour complemented in diets was not sufficient to

cause enlargement of the pancreas.

A diet with 80% high biological value protein and 20% of “pinhdo” protein has a

better PDCAAS than legume seeds, being lysine and histidine the limiting amino

acids. “Pinhao” flour heated at 80°C for 16 hours and used as a complement in diet
had the most similar results in all nutritional parameters to casein-based diets, and

can be used as complementary source of protein in food formulations.
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Table 1

Ingredients and chemical composition of experimental diets

Diets (g/kg)
CAS FPIN5SO FPIN80 NATPIN APROT

“Pinh&ao” flour - 412,63 400,83 612,81 -
Casein 134,22 109,03 108,67 108,84 -
Sucrose 100 101,57 101,24 1014 100
Soybean oil 70 61,77 61,69 69,08 70
Cellulose 50 44 .44 47,45 38,66 50
Mineral mix (AIN-93G-MX) 35 35,55 35,43 35,49 35
Vitamin mix (AIN-93G-VX) 10 10,16 10,12 10,14 10
L-cyistine 2,63 2,67 2,66 2,66 -
Choline bitartarate 25 2,54 2,53 2,53 -
Terbuthyl hydroquinone 0,01 0,01 0,01 0,01 -
Corn starch g.s.q. g.s.g. g.s.q. g.s.g. g.s.q.

Feed formulation according AIN-93G for growing rodents (Reeves et al. [21]).



Table 2

Chemical composition of “pinh&o” flours (g/kg)

42

Crude fiber Total fat Protein Moisture
PF50 154 +2.8 229+1.1 49.2 +0.6 98.01 £ 0.1
PF80 82+25 23.1+£1.0 50.5+0.8 30.0£0.1
NATPIN 19.8 £ 0.5 13.2+04 33.1+14 467 + 2.0




Table 3

Amino acid composition of different “pinhao” flours.

mg amino acid/g crude protein

Amino acid FPIN50 FPIN8O
Ala 47,73 47,53
Arg 68,18 78,95
Asp 138,64 129,39
Cys 6,82 8,77
Glu 184,09 179,82
Gly 50 48,25
His 15,91 17,54
lle 40,91 39,47
Leu 77,27 72,37
Lys 43,18 46,05
Met 25 24,18
Phe 56,82 54,82
Pro 50 48,25
Ser 54,55 52,63
Thr 40,91 39,47
Tyr 34,09 37,28
Trp 15,91 15,35
Val 68,18 67,98
Met + Cys 31,82 32,95

Phe + Tyr 90,91 92,1
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Table 4

Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score (PDCAAS)

Essential Chemical Score
Amino acids PF50 PF80
His 0,84 0,92
lle 1,46 1,41
Leu 1,17 1,10
Lys 0,74 0,79
Thr 1,20 1,16
Trp 1,45 1,40
Val 1,95 1,94
Met + Cys 1,27 1,32
Phe + Tyr 1,44 1,46
TD 85,16 88,77
PDCAAS 0,6302 0,7013

TD — True digestibility
PDCAAS - Limiting amino acid X protein true digestibility, obtained from the experiment.



Table 5
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Food intake, growth performance and digestive utilization of nitrogen in rats fed

experimental diets.

Diets

CAS PF50 PF80 NATPIN
Weight gain (g) 156 £ 14a 156 + 16a 152 £ 13a 155t 7a
Dietary intake (g) 403 +30a 461%33b 438 + 49ab 522 + 55¢
Feed:gain ratio 0.39+0.02a 0.34+0.02b 0.35+0.02b 0.30+0.03c
PER 3.77+£0.22a 3.14+0.17b 3.54+0.16a 2.83+0.28b
NPR 517+0.20a 4.25+0.12b 4.83+0.36a 2.92+0.32c
True N digestibility (%) 96.6+0.8a 852+1.2b 88.8+1.7c 88.8 +1.0c

PER, Protein Efficiency Ratio; NPR, Net Protein Ratio. Different letters in the same

line indicate significant differences within the same row at P < 0.05.
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Table 6

Weight of organs of rats fed experimental diets.

Diets
CAS PF50 PF80 NATPIN
Liver (g) 5.18+0.34a  4.82+0.31a 4.77+0.24a 4.63+0.59a

Pancreas (g) 0.27+0.04a 0.35£0.07a  0.36%0.09a 0.35+0.10a

Different letters in the same line indicate significant differences within the same row

at P <0.05.
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Fig. 1. Growth curves of wistar rats feeding the standard diet casein (CAS), “pinhao”

flour heated at 50°C/16 hours (PF50), “pinhao” flour heated at 50°C/16 hours (PF80),
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Fig. 2 - Food intake of wistar rats feeding the standard diet casein (CAS), “pinhao”
flour heated at 50°C/16 hours (PF50), “pinhdo” flour heated at 50°C/16 hours (PF80),
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Fig 3. Histology of pancreatic cells of rats fed diet PF50 rat (A) and CAS (B)
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CAPITULO 3 - DISCUSSAO GERAL

O pinheiro-do-parana, Araucaria angustifolia, fornece uma fonte importante de
alimento, sua semente, o pinh&do. Esta semente garante a alimentacdo de muitas
espécies animais, principalmente roedores e passaros e também esta presente no
cardapio de muitas familias no periodo de safra. E uma espécie ameagada de
extingdo, portanto um maior conhecimento sobre seus aspectos tecnoldgicos e
nutricionais tem forte apelo ambiental. Apesar do consumo expressivo,
principalmente no Sul do pais, ha pouca informacao cientifica a respeito do pinhao
(CLADERA-OLIVERA et al. 2007). Recentemente foi descrito por Brasil et al. (2006),
0 uso da casca do pinhdo como eficiente adsorvente para metais pesados, o que
pode agregar valor ao produto e ir ao encontro dos esforgos para preservacgao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a semente do pinhdo, verificando a
qualidade da proteina existente e a presenca de inibidores de tripsina.

A farinha obtida da semente da Araucaria angustifolia, submetida a diferentes
tipos de tratamento térmico, foi utilizada como fonte complementar de proteina,
substituindo 20% da caseina, em experimento bioldgico, demonstrando performance
similar ao resultado obtido com o grupo padrao em relagdo ao ganho de peso.

A ingestdao diaria de todos os grupos teste, com farinha de pinhao, foi
significativamente maior que a do grupo padrao. Resultado contrario ao encontrado
por Fernandez et al. (1996) que relacionou em seu estudo a deficiéncia de
aminoacidos essenciais em alimentos vegetais a baixa ingestao da dieta.

O grupo alimentado com a dieta NATPIN obteve o maior consumo , e o grupo
alimentado com a dieta PF80, o menor entre os grupos testados com farinha de
pinhdo. Esses resultados podem ter ocorrido devido a maior presenca de agucares
redutores na farinha de pinhdo sem tratamento térmico, o que melhora a
palatabilidade da dieta. Green, Burley e Blundell (1994) descreveram a
superingestdo de alimentos doces devido a sua alta densidade energética e fraco
poder de saciedade. Os atributos sensoriais primarios, associados aos carboidratos
sdo conhecidos por estimular a ingestdo de energia (STUBBS; MAZLAN;
WHYBROW, 2001). Outro provavel fator €, pelo menor aproveitamento e menor

qualidade da proteina da dieta NATPIN e PF50 demonstrados nos resultados, os
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animais aumentaram a ingestdo da dieta e, consequentemente da proteina como um
mecanismo compensatorio para que a deficiéncia de aminoacidos e a presenca de
fatores antinutricionais nao interferissem no seu ganho de peso e no seu
crescimento.

Fatores que ndo foram estudados neste experimento como a digestibilidade de
outros nutrientes como os carboidratos ou presenca de amido resistente também
podem ter contribuido para ingestao significativamente maior, com ganho de peso
similar.

Os resultados, obtidos através do aminograma, para os aminoacidos sulfurados
foi bastante préximo na PF80 (32,95 mg/g de proteina) e na PF50 (31,82 mg/g de
proteina). O perfil de aminoacidos da farinha de pinh&o foi semelhante ao descrito
para cereais, como o trigo e o milho (PIRES et al., 2006), tendo como aminoacido
limitante a lisina seguida da histidina. A proteina do pinh&o substituindo 20% de uma
proteina de AVB na dieta pode ser considerada de melhor qualidade, pois apesar
dos aminoacidos limitantes (lisina e histidina), obteve melhor PDCAAS, quando
comparado com o trigo, milho, soja e feijao (PIRES et al., 2006). Segundo Porres et
al. (2002), a determinacdo de aminoacidos em alimentos que n&o sofreram reagao
de Maillard pode levar a superestimar a ingestdo de lisina e consequentemente a
digestibilidade. Uma quantidade da lisina determinada sera doxiquetosil-lisina, sem
valor nutricional para o animal.

Dentre os gurpos teste, todos apresentaram valores mais baixos para a
digestibilidade, que o padrdao CAS, o que era esperado para proteinas de origem
vegetal. O grupo PF80 obteve melhores indices de PER e NPR do que os outros
grupos teste, sugerindo a superioridade nutricional de sua farinha. Os valores de
PER obtidos sdo comparaveis aos descritos para proteinas de sementes (CHAVAN;
MCKENZIE; SHAHIDI, 2001; BHAGYA; SASTRY 2003), proteina de peixe (ABDUL-
HAMID; BAKAR; BEE, 2002) e caseina (SATTERLEE; MARSHALL; TENNYSON,
1979). Entretanto, como neste estudo foi substituido apenas 20% do total da caseina
pela proteina da farinha de pinh&o, ndo ha possibilidade de afirmar que o pinhao
possui uma proteina de boa qualidade baseado apenas nos resultados do PER e
NPR.

O PDCAAS da PF80 (70,13%) foi o mais alto entre as farinhas testadas, e,

também, comparando com os resultados obtidos por Pires et al. (2006) para outras
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leguminosas e cereais. Mesmo assim, PF80 ndo pode ser considerada uma proteina
de alta qualidade ou alto valor biolégico, pois mostrou através do aminograma, ter a
lisina e a histidina como aminoécidos limitantes.

Os inibidores de proteases constituem um dos mecanismos vegetais de defesa
contra microrganismos fitopatogénicos. Considera-se que eles atuem na defesa das
plantas, principalmente retardando a protedlise de paredes celulares e de proteinas
da membrana, reduzindo a desorganizagao celular e dificultando a atuagdo de
patégenos (TREMACOLDI; PASCHOLATTI, 2004).

De acordo com Armour et al. (1998), o tratamento térmico da soja em
temperaturas de 60°C ou acima reduz a atividade de inibidores de tripsina e
quimiotripsina, inibindo a atividade em feijdes, e o tratamento térmico a 80°C por
quarenta minutos inibe a atividade na soja, aumentando significativamente o
consumo alimentar e o crescimento dos ratos. O mesmo foi observado em nosso
estudo, com a auséncia de inibidores de tripsina na PF80, e melhores resultados do
PER e NPR nos ratos alimentados com esta farinha.

De acordo com Lajolo e Genovese (2002), inibidores de tripsina provocam
hipertrofia e hiperplasia pancreaticas em ratos e passaros e causam hipersecrecao
de enzimas digestivas. Apesar da presencga de inibidores de tripsina na PF50 e
NATPIN, a analise histolégica do tecido pancreatico ndo demonstrou modificagoes
nas células pancreaticas, mas o peso do pancreas de todos os animais dos grupos
teste foi, em média 30% maior que o grupo CAS, demonstrando uma tendéncia a
hipertrofia e e hiperplasia pancreaticas. Talvez, a quantidade da proteina do pinhao,
20% do total da proteina da dieta, junto ao tempo de experimento, 28 dias, n&o
tenha sido suficiente para que ocorresse diferenga significativa neste resultado.

Apesar da menor digestibilidade, menor aproveitamento da proteina, e presenca
de inibidores de tripsina na dieta dos grupos PF50 e NATPIN, o maior consumo das
dietas que ocorreu nestes grupos funcionou como um mecanismo compensatorio,
havendo assim uma ingestdo maior de proteinas, fazendo com que estes grupos
atingissem ganho de peso similar aos outros que apresentaram proteinas de melhor
qualidade de acordo com os resultados obtidos no estudo.

Foi demonstrado que uma dieta com 80% de proteina de AVB e 20% de proteina
da farinha de pinhdo, apesar dos aminoacidos limitantes nesta semente (lisina e

histidina), possui um PDCAAS melhor que as leguminosas. PF80, utilizada como
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complemento nas dietas obteve os resultados mais semelhantes em todos os
parametros nutricionais aos encontrados para a caseina, e, portanto, pode ser

utilizado como complemento em formulagdes alimentares.
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