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RESUMO

A semente da faveleira (Cnidoscolus quercifolius) é classificada como oleaginosa por
apresentar alto teor de dleo comestivel e proteinas. Ap6s o processo de extracdo do Gleo
comestivel presente em oleaginosas, um residuo parcialmente desengordurado é gerado, o qual
possui potencial de utilizacdo em produtos alimentares. Farinhas elaboradas com residuos do
processamento de oleaginosas séo utilizadas em produtos de panificacdo, aumentando o seu
contetdo nutricional, mas ainda ndo sdo encontrados estudos que explorem a utilizacdo da
farinha do residuo de prensagem da semente da faveleira para este fim. Dessa forma o objetivo
do estudo foi elaborar bolos com a farinha do residuo de prensagem da semente de faveleira
(FRPSF) e avaliar as caracteristicas nutricionais e microbioldgicas desses produtos. Trés
formulacdes de bolo contendo 0, 25 e 50% de substituigdo da farinha de trigo pela da farinha
do residuo da semente de faveleira foram produzidas. A composicdo centesimal dos bolos e
analises microbioldgicas de coliformes a 45 °C, Eschirichia coli, Estafilococos coagulase
postiva, Bacillus cereus, bolores e leveduras e Salmonella sp. foram realizadas. Os bolos
contendo maiores quantidades FRPSF apresentaram teores de proteinas, lipidios, fibras,
umidade e cinzas superiores em compara¢do a formulacdo padrdo. Nenhuma das amostras
apresentou resultados microbiol6gicos acima dos valores estabelecidos pela legislagéo vigente.
Concluiu-se que a aplicacdo da farinha do residuo de prensagem da semente de faveleira em
bolos é microbiologicamente segura e agrega valor nutricional ao produto. Sendo assim, trata-

se de uma boa alternativa de aproveitamento do residuo da prensagem da semente.

Palavras-chave: Torta, oleaginosa, Cnidoscolus phyllacanthus, produto de panificacao,

qualidade higiénico-sanitaria



ABSTRACT

The “faveleira” plant (Cnidoscolus quercifolius) is classed as oilseed by seeds rich in
edible oil, in addition to containing bioactive compounds and proteins. After the process of
extraction of edible oil present in oilseeds, a partially defatted residue is generated, which has
potential for use in food products. Oilseed meal are used in bakery products, increasing your
nutritional content, but still are not found studies that explore the use of pie flour faveleira seed
for this purpose. Therefore the objective of the study was to prepare cakes with flour from the
faveleira seed residue and to evaluate the nutritional and microbiological characteristics of these
products. Three cake formulations containing 0, 25, and 50% replacement of wheat flour by
flour residue from seed to faveleira were produced. The centesimal composition of the cakes
and the microbiological analysis of coliforms to 45° C, coagulase positive staphylococci,
Bacillus cereus, yeasts and molds and Salmonella sp were performed. Cakes containing
increased amounts of faveleira flour showed levels of proteins, lipids, moisture and ash higher
and lower carbohydrate compared to the standard formulation. None of the samples presented
microbiological results above the values established by current legislation. It was concluded
that the application of faveleira flour in cakes is microbiologically safe and adds nutritional

value to the product, being a good alternative to use of the residue from the pressing of the seed.

Keywords: Press cake, oilseed, Cnidoscolus phyllacanthus, bakery product, hygienic-sanitary
quality
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
- FAO, o desperdicio de alimentos é estimado em 1,3 bilhdo de toneladas por ano, sendo 46%
desse desperdicio decorrente das etapas de processamento, distribuicdo e consumo (FAO,
2013). Segundo Brasil (2017), metade dos residuos sélidos gerado no pais sdo residuos
organicos. Nesse cenario, é de extrema importancia o desenvolvimento de meios de utilizacdo
alternativos para os residuos com potencial de reuso. A utilizacdo ou o aproveitamento dos
residuos representa uma importante solugdo ambiental ja que pode ser utilizado como matérias-
primas para gerar novos produtos (WOICIECHOWSKI et al., 2013)

Na indastria de 6leo comestivel extraido a frio, quantidades notaveis de residuos
surgem apos a extracdo de 6leo e a recuperacao destes pode proporcionar ganho econdmico
(KARAMAN et al., 2015). Estudos citam que ap0s a extracdo do 6leo das sementes oleaginosas,
0 residuo deixado é rico em proteinas (CARVALHO et al., 2012; YADAV; THAKUR,;
SUNOQJ, 2012) e além disso, apresenta significativa quantidade de fibra bruta e compostos
bioativos, incluindo compostos fendlicos, flavonoides e taninos (KARAMAN et al., 2015).

A aplicagdo de residuos do processamento de alimentos em produtos alimentares é
uma alterativa interessante, visto que valoriza o potencial econémico e nutricional que podem
fornecer se aplicados a um novo produto ou nova formulagcdo de produtos ja inseridos no
mercado (AMORIM, 2014). Sabe-se que o setor de panificacdo é bastante popular e o alto
consumo desse tipo de produto pelos brasileiros pode ser observado, considerando que cerca de
98% dos brasileiros consomem produtos panificados no café da manhd, segundo dados do
SEBRAE (2017).

O estudo realizado por Menon; Majumdar; Ravi (2014) cita que diversos residuos
vegetais como sementes (SILVA; SILVA, 2012; THOMAZ et al., 2014), cascas (SALGADO,
2011; ZOUARI et al., 2016), bagaco (STORRER et al., 2017) podem ser utilizados na
elaboracdo de farinhas a serem implementadas em produtos. Farinhas de residuos parcialmente
desengordurados de oleaginosas sdo citadas no enriquecimento de produtos a base de cereais
(PASQUALONE et al. 2018), biscoitos (BEHERA et al., 2012; ZOUARI et al., 2016), pées
(TAREK-TILISTYAK et al., 2014) e bolos (SILVA; SILVA, 2012; BITENCOURT et al.,
2014) aumentando o seu valor nutricional, além de promover a reutilizacdo de residuos
organicos.

A Cnidoscolus quercifolius, conhecida por faveleira, € uma planta arbérea, xerofila

que ocorre no semiarido principalmente em regides de Caatinga (OLIVEIRA et al., 2008). Suas
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sementes sdo ovoides, rigidas e lisas, de cor cinzento-pardacentas (CAVALCANTI; BORA,
2010) e nutricionalmente ricas por possuirem, em sua composicdo, boas quantidades de
compostos bioativos (RIBEIRO et al., 2017), proteinas e 6leo comestivel, podendo ser
classificada como oleaginosa. As sementes de faveleira apresentam em média 60% de
améndoas, que sdo consumidas pela populagéo in natura ou ainda maceradas e misturadas com
farinha de mandioca, acucar ou rapadura (CAVALCANTI; BORA, 2010).

Por possuir aproximadamente 29,33% de lipidios (MEDEIROS et al., 2018), sua
semente pode ser prensada a frio para a extracdo de 6leo comestivel, gerando um residuo
parcialmente desengordurado denominado de torta, o qual é rico em proteinas, de forma
semelhante ao que é observado para a améndoa de baru, que foi utilizada na producéo de farinha
mista (composta por farinha de trigo e farinha de améndoa baru) e, posteriormente, aplicada na
producdo de bolos no estudo de Pineli et al. (2015b).

Apesar de ja existirem estudos aplicando a farinha do residuo de algumas oleaginosas
em produtos de panificagdo, como a farinha de améndoa baru (PINELI et al., 2015a), gergelim
(ZOUARI et al., 2016) e amendoim (BEHERA et al., 2013), ainda ndo s&o encontrados estudos
que explorem a utilizacdo da farinha do residuo de prensagem da semente da faveleira para este
fim.

Diante do exposto pode-se observar a possibilidade de utilizacdo da farinha do residuo
da prensagem da semente de faveleira como matéria-prima para elaboracgdo de bolos, avaliando
a viabilidade destes do ponto de vista higiénico-sanitario e testando a contribuicdo do residuo
no enriquecimento nutricional de um alimento amplamente consumido. Além de contribuir para
a reducédo do desperdicio de matérias-primas com potencial de utilizacdo; e para promogdo da
saude por meio de um alimento nutricionalmente melhorado. Dessa forma, 0 presente estudo
se volta a perspectiva de producdo e consumo sustentdveis, atendendo ao objetivo de
desenvolvimento sustentavel de nimero 12 da agenda 2030 da ONU (BRASIL, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a qualidade nutricional e microbioldgica do bolo produzido com a farinha do

residuo da prensagem da semente da faveleira.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir a farinha a partir do residuo da prensagem da semente de faveleira;

e Aplicar a farinha produzida em formulagdes de bolo com diferentes niveis de
substituicdo a farinha de trigo;

e Caracterizar e analisar as formulacdes de bolo quanto ao perfil nutricional e qualidade

microbioldgica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 RESIDUOS DA PRODUCAO E PROCESSAMENO DE ALIMENTOS

Segundo SEBRAE (2017) residuos séo as partes restantes de processos derivados de
atividades humanas e animal e de processos produtivos, sendo exemplos a matéria organica, o
lixo domeéstico, os efluentes industriais e os gases liberados em processos industriais ou por
motores. A definicdo de residuos sélidos segundo a ABNT (2004) diz que se trata de residuos
nos estados sélido e semissélido, que resultam de atividades de origem industrial, doméstica,
hospitalar, comercial, agricola, de servicos e de varricdo. Esses residuos sdo provenientes do
beneficiamento do produto de diversas culturas ja consolidadas no mercado e outras ainda em
expansao (COELHO et al., 2014). Segundo Brasil (2017) metade dos residuos solidos urbanos
gerados no pais séo residuos organicos.

Os significativos avancos no desempenho do agronegdcio implicaram no aumento do
consumo de insumos e da geracdo de residuos nas atividades agropecuéria e agroindustrial
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2002). De acordo com a Organizacdo das Nacdes
Unidas Para a Alimentacdo e a Agricultura - FAO, o desperdicio de alimentos é estimado em
1,3 mil milhdes de toneladas por ano, sendo 46% desse desperdicio, decorrente das etapas de
processamento, distribuicdo e consumo (FAO, 2013). A producédo de frutas € um dos segmentos
da agroindustria que é citado pelas grandes quantidades de residuos gerados (MENON;
MAJUMDAR; RAVI, 2014). Outro segmento citado é o de extracdo de 6leos vegetais, segundo
Nascimento Filho; Franco (2015) a semente da laranja é utilizada para a extracdo de 6leo
comestivel e gera toneladas de residuos agricolas.

A crescente preocupagdo com 0s impactos ambientais e o elevado indice de
desperdicio causado pelas industrias de alimentos tém levado a busca de alternativas viaveis de
aproveitamento desses residuos para geracdo de novos produtos para consumo humano, tanto
pelo potencial econdmico que é capaz de gerar, quanto pela premissa de desenvolvimento
sustentavel (GARMUS et al., 2009). Alem destes aspectos, Amorim (2014) abordou a

elaboracdo de produtos a partir de residuos alimentares, ressaltando a importancia nutricional.
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3.2 PRODUCAO DE FARINHAS ALIMENTICIAS A PARTIR DE RESIDUOS
VEGETAIS

A producdo de farinha a partir de residuos vegetais € uma alternativa para o desperdicio
gerado no processamento de alimentos. A mistura de farinhas de compostos vegetais (n&o-trigo)
com farinhas de trigo caracteriza um tipo chamado de “farinhas compostas”, as quais podem
conter cereais, raizes, tubérculos, leguminosas e outros residuos como matéria-prima
(MENON; MAJUMDAR; RAVI, 2014).

As farinhas compostas tém sido amplamente utilizadas na preparacdo de produtos de
panificagdo e massas alimenticias (MENON; AJUMDAR; RAVI, 2014). A incorporagdo de
ingredientes funcionais de subprodutos pode melhorar as caracteristicas nutricionais de
produtos de panificacdo, porém, também pode modificar as propriedades funcionais e sensoriais
desses produtos. E necesséario a adequacdo na incorporacdo de subprodutos, com vistas na
obtencédo de produtos de panificacdo mais saudaveis que possam competir, em caracteristicas
sensoriais, com os tradicionais (MARTINS; PINHO; FERREIRA, 2017). Algumas matérias-
primas como sementes (SILVA; SILVA, 2012; THOMAZ et al., 2014), cascas (SALGADO,
2011; ZOUARI et al., 2016) e bagaco (STORRER et al., 2017) vém sendo utilizadas para a
producdo de farinhas compostas e implementadas em diferentes produtos como bolos e
biscoitos. Essa é uma alternativa que pode aumentar a oferta de alimentos com alto teor de
fibras tanto para consumidores sadios quanto para 0s que apresentam algumas doencas crénicas

ndo transmissiveis de acordo com Guimaraes; Freitas; Silva (2010).

Ap0s a extracdo do 6leo de oleaginosas, 0 que resta é denominado “torta” e oferece
um alto teor de proteinas (CAVALCANTI; BORA, 2010), o que é reforcado por Yadav,
Thakur; Sunooj (2012), quando afirmam que o residuo formado apos a extracdo do 6leo do
amendoim € rico em proteina e pode ser utilizado para melhorar varios produtos alimentares. O
6leo comestivel pode ser extraido de sementes de oleaginosas por meio da prensagem a frio
(TEH; BIRCHD, 2013), assim como Pineli et al. (2015a) descrevem para a améndoa baru.

A farinha obtida do residuo da prensagem da améndoa baru apresentou maior
quantidade de proteinas quando comparada a farinha de trigo e segundo Pineli et al. (2015a) o
conteudo proteico da farinha do residuo da améndoa baru pode ter contribuido para a estrutura
da massa ao substituir a farinha de trigo. Yadav; Thakur; Sunooj (2012) avaliaram o residuo de
amendoim parcialmente desengordurado e encontraram as seguintes caracteristicas
nutricionais: 2,32% a 4,22% de umidade, cinzas de 1,55% a 2,22%, lipidios de 12,37% a
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14,75%, proteina de 5,52% a 9,88% e carboidratos de 76% a 70,34%. O residuo foi utilizado
na producdo de uma farinha que apresentou boas quantidades de proteinas e cinzas. Ademais,
Silva; Silva (2012) concluiram que a farinha das sementes de abdbora demonstrou consideravel
rendimento e potencialidade para servir como matéria prima alimentar, permitindo o

aproveitamento integral da abobora e reduzindo o desperdicio de residuos organicos.

3.3 UTILIZACAO DE FARINHAS ALTERNATIVAS NA ELABORACAO DE
PRODUTOS DE PANIFICACAO

Os produtos de panificacdo tém se tornado muito populares em todas as faixas etarias
(THONGRAM et al., 2016), o setor esta entre 0s seis maiores segmentos da industria do Brasil,
tendo participacdo de 36% no mercado de produtos alimentares. Cerca de 98% dos brasileiros
consomem produtos panificados no café da manhd (SEBRAE, 2017). De acordo com
estatisticas levantadas pela Nielsen Company e apresentadas pela Associacdo Brasileira das
Industrias de Biscoitos, Massas Alimenticias, Paes e Bolos industrializados, a venda de pées e
bolos industrializados movimentou cerca de 6,446 milhdes de reais no ano de 2017 (NIELSEN,
[s.d.]).

Segundo dados da ABITRIGO — Associacdo Brasileira da Industria do Trigo (2019),
nos anos de 2017 e 2018, a producéo de farinha de trigo no Brasil foi estimada entre 9.276 a
9.494 mil toneladas, ja o consumo per capta € estimado em 40,62 kg (ABITRIGO, [s.d.]).
Porém, devido ao aumento no preco do trigo (SEBRAE, 2017), a procura por alimentos
saudaveis (SEBRAE, 2014), e a restricdes alimentares (PINELI et al., 2015b; GRACA et al,
2017; SKENDI et al., 2018) o mercado tem investido em outras matérias-primas para a
elaboracdo de tais produtos.

Estudos tém abordado a utilizagéo de farinhas de residuos de oleaginosas em produtos
de panificagdo: O desenvolvimento de biscoitos formulados com farinha da torta da améndoa
baru é apresentado por Pineli et al. (2015a) como um meio de reduzir o desperdicio de
alimentos, agregando valor a um residuo com boas qualidades nutricionais. O residuo de
amendoim apds extracdo do seu 6leo foi aplicado na elaboracdo de biscoitos utilizando
diferentes niveis de farinha de amendoim parcialmente desengordurado (até 15%), os biscoitos
produzidos foram aceitaveis para todos os atributos avaliados, evidenciando que a farinha do
subproduto obtido da industria de 6leo de amendoim oferece um grande potencial para a
suplementacéo proteica (YADAV; THAKUR; SUNOOJ, 2012).
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Nessa perspectiva, Pasqualone et al. (2018) verificaram o grande potencial do
processamento de subprodutos da améndoa como ingredientes alimentares, com o objetivo de
melhorar o valor dos produtos de panificacdo a base de cereais, enquanto Barreira et al. (2019)
aplicaram residuo da prensagem da améndoa em biscoitos. Zouari et al. (2016) aplicaram a
casca de gergelim apds retirada do 6leo em formulagfes de cookies e Tarek-Tilistydk et al.
(2014) utilizaram residuos prensados e moidos de linhaca amarela, semente de abobora nua,
semente de girassol descascada e residuo parcialmente desengordurado de nozes na elaboracéo
de paes fortificados.

Thomaz et al. (2014) elaboraram e avaliaram a aceitabilidade de produtos de
panificagdo enriquecidos com semente de goiaba e concluiram que os produtos com a farinha
dessa semente obtiveram aceitacdo acima dos produtos controles, o que demonstrou a
possibilidade de reaproveitamento de partes de frutos, contribuindo para a minimizacdo do
impacto ao meio ambiente. J& Behera et al. (2013) aplicaram o residuo da prensagem do
amendoim na preparagdo de biscoitos. Seus resultados demonstraram que os biscoitos
elaborados eram ricos em proteinas, fibras alimentares e polifendis.

Dentre os produtos do setor de panificacdo, pode-se afirmar que o bolo é um produto
assado rico em gordura e aglcar (MARTINS; PINHO; FERREIRA, 2017). O qual € preparado
a base de farinhas ou amidos, acUcar, fermento quimico ou bioldgico, podendo conter leite,
ovos, manteiga, gordura e outras substancias alimenticias que caracterizam o produto
(BRASIL, 1978).

O bolo produzido com farinha de semente de abobora em substituicdo parcial a farinha
de trigo apresentou melhor qualidade nutricional, evidenciada pelo aumento nos teores de
fibras, proteinas, minerais e lipideos, além de terem sidos bem aceitos pelos provadores
(BITENCOURT et al., 2014). Silva; Silva (2012) avaliaram bolos com subprodutos da abdbora
e concluiram os bolos elaborados foram bem aceitos, demonstrando a possibilidade de
utilizacdo de partes convencionalmente descartadas da abdbora em um produtor alimentar.

No estudo de Pineli et al. (2015b) é possivel observar a utilizagdo da torta parcialmente
desengordurada resultante da prensagem da améndoa baru na producgéo de bolos. Considerando
que o0 mercado prioriza a extracdo do 6leo comestivel da améndoa, 0 que resta é tipicamente
descartado, sendo assim, 0s autores trazem como alternativa ao desperdicio desse residuo, seu
emprego na elaboracdo de farinhas ricas em nutrientes e compostos bioativos. Segundo
Karaman et al. (2015) a recuperagdo de residuos dessa natureza é importante, pois além de

serem subprodutos contendo boas quantidades de proteinas e compostos bioativos, podem se
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expressar como fontes de fibra alimentar, sendo utilizados em diferentes &reas, visando o

enriquecimento de alimentos.

3.4 SEMENTE DE FAVELEIRA: APLICAQAO E GERAQAO DE RESIDUOS

A planta Cnidoscolus quercifolius conhecida por favela ou faveleira. E uma planta
arborea, xerofila, com sementes ovoides, rigidas, lisas e de cor cinzento-pardacentas, que ocorre
em todo o semiarido em regiGes de Caatinga (OLIVEIRA et al., 2008; CAVALCANTI e
BORA, 2010). Pesquisas realizadas com a faveleira demonstraram que a espécie desempenha
um papel importante no desenvolvimento da regido semiérida, devido seus multiplos usos, alta
disseminacdo e completa adaptacdo as condicGes adversas dessa regido (PORDEUS NETO et
al., 2009).

A faveleira é uma espécie vegetal bastante rica do ponto de vista nutricional, pois
apresenta uma quantidade significativamente alta de constituintes importantes para a dieta
animal e possui sementes ricas em 6leo comestivel e proteinas, além de se mostrar uma valiosa
fonte de compostos bioativos, principalmente flavonoides (CAVALCANTI; BORA, 2010;
SOUZA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2017). A planta pode ser utilizada em reflorestamento
destinado a recuperacéo de areas degradadas, alimentacdo animal e humana, medicina, serraria
e energia (RIBEIRO; BRITO, 2010). Na alimentacdo humana sdo utilizadas as sementes,
farinha e 6leo frescos (SANTOS et al., 2017).

As sementes de faveleira apresentam cerca de 60% de améndoas, que sdo consumidas
pela populagdo in natura ou misturadas com farinha de mandioca, agucar ou rapadura
(CAVALCANTI; BORA, 2010). Sdo compostas de uma média de 28,17% de proteina e 29,33%
de lipidios, podendo, assim, ser caracterizada como oleaginosa (MEDEIROS et al., 2018). A
riqueza em lipidios e proteinas é a razao maior das sementes oleaginosas terem vasta aplicagéo
em sistemas alimenticios (CAVALCANTI et al., 2011).

De acordo com Behera et al. (2013) as oleaginosas possuem o residuo parcialmente
desengordurado como principal subproduto, o qual possui grande quantidade de proteinas e
ainda ndo séo bem utilizados na industria. No que diz respeito a composicao de fendlicos do
residuo da semente de faveleira, segundo Ribeiro et al. (2017) a “torta” apresenta quantidade

de fendlicos totais igual a 398,89 mg EAG/100 g e flavonoides igual a 29,81 mg RE/g.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

As sementes de faveleira utilizadas foram obtidas na cidade de S&o José do Seridd —
Rio Grande do Norte, as quais foram retiradas manualmente dos frutos e o residuo parcialmente
desengordurado (torta) foi obtido apds a extracdo do 6leo por prensagem a frio com prensa
hidraulica da marca MARCON, modelo MPH — 10.

A extracdo foi realizada no Laboratério de Mecénica de Fluidos da Engenharia
Mecanica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Ap0s a retirada do 6leo,
o0 residuo parcialmente desengordurado foi acondicionado em recipientes plasticos e
transportado ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LabMA) do Departamento de
Nutricdo (DNUT) da UFRN, onde permaneceu armazenado em freezer em temperatura de 23

°C negativos até sua utilizacdo para a producéo da farinha.

4.2 PRODUCAO DA FARINHA DO RESIDUO DA PRENSAGEM DA SEMENTE DE
FAVELEIRA

Para a producdo da farinha, o residuo da prensagem da semente de faveleira foi retirado
do freezer e levado ao Laboratorio de Analise de Alimentos do DNUT/UFRN onde passou por
um processo de secagem em estufa com ventilacdo de ar forcada (marca Tecnal) a uma
temperatura de 60 °C durante 10 horas. Apos seco, o residuo foi levado ao Laboratério de
Tecnologia de Alimentos e triturado utilizando primeiramente um multiprocessador modelo
“Al in one” da marca Philco a fim de reduzir a granulometria a um tamanho médio para,
posteriormente, reduzir ainda mais o tamanho dos gréos usando um processador de café Di
Grano da marca Cadence. O produto final da trituracdo apresentou teor de umidade igual a
6,12%, sendo considerado farinha de acordo com RDC 263 (BRASIL, 2005) que estabelece um
limite maximo 15% de umidade para esse tipo de produto. A Figura 1 ilustra os equipamentos

utilizados.
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Figura 1: Equipamentos utilizados para triturar e peneirar o residuo da prensagem da semente

de faveleira.

Fonte: Arquivo pessoal

O processamento ocorreu em diversas etapas de trituracdo e peneiramento usando
peneira analitica de 20 mesh, resultando em uma farinha com granulometria < 850 um. A
granulometria foi escolhida a fim de evitar residuos de casca muito duros que comprometessem
a qualidade sensorial dos bolos posteriormente produzidos. Por fim, a farinha pronta foi
disposta em sacos plasticos e armazenada em temperatura de 23 °C negativos no freezer do

LabMA ateé sua utilizacdo para a producao dos bolos.

4.3 ELABORACAO DOS BOLOS

Os bolos foram produzidos no Laboratério de Técnica e Dietética do DNUT/UFRN.
Foram utilizados diferentes niveis de substituicdo da farinha de trigo (FT) pela farinha do
residuo de prensagem da semente de faveleira (FRPSF) para produzir trés formulagdes: A, B e
C, contendo 0, 25 e 50% de substituicdo da FT pela FRPSF, respectivamente. As concentragdes
de FRPSF nas formulacdes foram definidas em estudos pilotos e os demais ingredientes foram

utilizados em quantidades iguais para ambas as formulagdes, como apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Formulagdes dos bolos elaborados com diferentes niveis de substituicdo da farinha
de trigo (FT) pela farinha do residuo da prensagem da semente de faveleira (FRPSF).

Quantidade em porcentagem (%o)

Ingredientes

Formulacédo A Formulacéo B Formulacéo C
FT 24,7 18,5 12,3
FRPSF 0,0 6,2 12,3
Ovo 16,5 16,5 16,5
AcuUcar 23,0 23,0 23,0
Sal 0,3 0,3 0,3
Oleo 9,9 9,9 9,9
Leite 20,7 20,7 20,7
Suco de Liméao 2,0 2,0 2,0
Fermento 1,3 1,3 1,3
Esséncia de baunilha 1,6 1,6 1,6

Inicialmente, todos os ingredientes secos (com excecdo do fermento) e todos 0s
liquidos foram misturados em recipientes distintos, em seguida a mistura dos ingredientes
liquidos foi adicionada lentamente aos itens secos, de forma a misturar bem. Por Gltimo, o
fermento foi adicionado e a massa foi colocada em forma untada com 6leo de soja e farinha de
trigo. O cozimento foi realizado em forno a gas a uma temperatura média de 240 °C e o tempo
médio de preparo foi de 45 min. As Figuras 2 e 3 apresentam os produtos de cada etapa de

processamento e o resultado final das trés formulacdes de bolo prontas, respectivamente.
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Figura 2: Produtos das etapas de processamento da semente de faveleira até a producdo do
bolo — Semente de faveleiral, residuo da prensagem?, farinha do residuo da prensagem da

semente de faveleira (FRPSF)3, formulagbes de bolo contendo 50% e 25% de FRPSF*.

Fonte: arquivo pessoal

Figura 3: FormulacBes contendo 0, 25 e 50% de substituicdo de farinha de trigo (FT) por

farinha do residuo da prensagem da semente de faveleira (FRPSF) — A, B e C, respectivamente.

Fonte: Arquivo pessoal
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4.4 COMPOSICAO CENTESIMAL DOS BOLOS ELABORADOS

Os bolos foram analisados, quanto a sua caracterizagdo nutricional, por meio da
composicdo centesimal, a partir das analises de umidade, cinzas, lipidios, proteinas e fibra
alimentar total segundo descrito por AOAC (2002), enquanto o teor de carboidrato foi
quantificado pela diferencga dos outros componentes.

4.4.1 Determinacao do teor de Umidade

O teor de umidade da amostra foi analisado pela perda por dessecacdo em estufa a 105
°C. Dessa forma, 3 g de cada formulacdo de bolo (em triplicata) foram submetidas a secagem
direta em estufa (modelo SL — 100, marca Solar) a 105 °C em cépsula de porcelana previamente
tarada. Esse aquecimento se deu por 3 h e, entdo, as amostras foram resfriadas dentro de um
dessecador por 30 min e entdo foram pesadas, anotando-se 0 peso. O processo se repetiu até a
amostra apresentar peso constante.

Foi realizado o seguinte célculo para a determinacdo de umidade da amostra: % de

100xN

umidade da amostra = , onde N = n° de gramas de umidade (perda de massaem g) e P =

n° de gramas da amostra.

4.4.2 Determinacao do teor de Cinzas

As cinzas foram determinadas pelo método de incineragédo a 550 °C. Para tal, em um
cadinho previamente aquecido em mufla (modelo EDGCON 1P da marca EDG equipamentos)
a 550 °C, resfriada em dessecador até a temperatura ambiente e tarada, foram pesados de 3 g
de cada formulagéo (em triplicata). As amostram foram secas e carbonizadas em temperatura
baixa para, entdo, serem incineradas em mufla a 550 °C até completa eliminac&o do carvao.

Apos observar que as cinzas estavam brancas ou ligeiramente acinzentadas, as
amostram foram resfriadas em dessecador por 30 min e pesadas, a operacao se repetiu até se
observar peso constante, o qual foi anotado. O célculo utilizado para mensurar a porcentagem

de cinzas foi 0 seguinte:

. 100xN
% de cinzas da amostra = ——

, onde N = n° de gramas de cinzas e P = peso da

amostra.
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4.4.3 Determinacao do teor de Lipidios

Para determinar o teor lipidico foi utilizado o método de Extracdo direta em Soxhlet
utilizando o equipamento da marca Tecnal, modelo Te-044. O tubo posteriormente utilizado
para conter o extrato etéreo foi tarado (aquecido a 105 °C/3 horas, resfriado em dessecador por 30
min e pesado). Foram pesados 2 g de cada formulacdo em papel de filtro, os quais foram postos
dentro das cestas de metal e acoplado ao equipamento. Ao tubo previamente tarado foi
adicionado éter até se alcancar 2/3 de seu volume. O tubo foi acoplado ao aparelho e as cestas
contendo as amostras foram mergulhadas no éter.

Apds a montagem do aparelho, a torneira foi aberta para suprir o condensador com agua,
0 aquecimento foi ligado e se manteve sob refluxo por 3 horas. Passado o tempo descrito, o cartucho
contendo a amostra foi suspenso para a regido intermediéria e foi deixado por mais 1 hora. Ao fim
desse periodo, o condensador foi fechado e foi aguardada a recuperacdo de todo o éter. Finalmente,
os tubos contendo o extrato etéreo das amostras foi destacado do aparelho e levado a estufa para a
evaporacao do éter residual em estufa a 105 °C por 1 hora, havendo posterior esfriamento em
dessecador por 30 min e pesagem, anotando os valores observados. O procedimento foi realizado

utilizando triplicatas de cada amostra. Para mensuracao da % de lipidios realizou-se o0 seguinte
100x N

célculo: % de lipidio = , onde N = Peso dos lipidios em gramas e P = peso da amostra em

gramas.

4.4.4 Determinacao do teor de Proteinas

Para a determinacdo do teor de proteinas foi utilizado o método de Kjeldahl, o qual

consiste em trés etapas, sendo elas, digestdo, destilacdo e titulacao.

4.4.4.1 Digestao

Para realizar a digestdo da amostra, 0,2 g de cada formulacdo (em triplicata) foram
medidos em papel de seda e transferidos para o tubo de Kjeldahl juntamente com o papel.
Subsequentemente foram adicionados 2 g da mistura catalitica (Didxido de titanio anidro,
sulfato de cobre anidro e sulfato de potéassio anidro, na proporcéao 0,3:0,3:6) e 5 mL de acido
sulfarico. Depois de preparada, a solucdo foi levada ao aquecimento em bloco digestor da marca
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Tecnal, modelo Te-040/25, no qual a temperatura foi elevada aos poucos até atingir 450 °C. A
digestdo ocorreu até as amostras se tornarem azul-esverdeadas e livre de material ndo digerido

(limpida). Toda a digestdo da amostra foi realizada na capela.

4.4.4.2 Destilagéo

Nesta etapa foram adicionados 10 mL de agua destilada para dissolver cada uma das
amostras digeridas e os tubos foram agitados em agitador de tubos (vortex) da marca Phoenix,
modelo AP 59, posteriormente foram acoplados ao destilador, um por vez. No copo dosador do
equipamento adicionou-se 20 mL solucdo de hidroxido de sddio (NaOH) a 30% lentamente
para cada amostra destilada.

Para receber as amostras destiladas, foram preparados Erlenmeyer de 250 mL com 10
mL de &cido borico a 3% e 3 gotas de indicador misto (vermelho de metila 0,2% e azul de
metileno 0,2%), a solucdo preparada em cada Erlenmeyer foi colocada abaixo do bico do
destilador. Antes de ligar a chave de aguecimento, a torneira foi aberta a fim de encher a
caldeira. Subsequentemente a amostra foi destilada até a cor verde, esperando-se completar o
volume de aproximadamente 50 ml. A solugédo formada ao final da destilacdo foi o borato de

amonio advindo da reacdo do acido bérico com a amoénia.

4.4.4.3 Titulagdo
O borato de amdnio obtido foi, por fim, titulado utilizando solucédo de acido cloridrico
0,1 M com fator de conversdo de 1,01. A titulacdo se deu até que ocorresse mudanca de cor

visivel nas amostras e o volume de &cido cloridrico gasto foi anotado para a realizagdo do

Vxfx0,14

seguinte calculo: % de proteinas = , onde V = volume de acido cloridrico gasto na

titulacdo, P = peso (g) da amostra e f = fator de conversao.

445 Determinacdo do teor de Fibras Totais

A quantificacdo do teor de fibras totais foi realizada pelo método enzimético
gravimétrico. Sendo assim, inicialmente foi transferido 1 g de cada formulacdo para Béqueress
de 500 mL, repetindo o procedimento até se obter um total de 4 amostras por formulacdo
(quadruplicata) e anotando-se 0 peso exato de cada amostra. Foram separados mais 4 Béqueres

para servir como o branco das andlises. Antes do inicio da digestdo, devido as amostras
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apresentarem teor lipidico > 10 %, as mesmas foram tratadas com 3 porcdes de 25 mL de éter
de petroleo, que foram sucessivamente descartadas. Subsequentemente, adicionou-se as
amostras e aos brancos (Béqueres vazios) 50 mL da solucédo fosfato, ajustando para pH 6 com
0 auxilio de um pHgametro da marca MS Tecnopon, modelo mPA210. Apoés o ajuste do pH,
foi adicionado 0,1 mL da enzima «-amilase, homogeneizando cada Béquer separadamente e
cobrindo-os com papel aluminio.

ApoGs preparadas, as amostras foram levadas ao banho-maria a 95 °C sob agitagao
(velocidade 4). Apos passados 30 minutos, as amostras e brancos foram retirados, resfriados a
temperatura ambiente e tiveram seu pH ajustado para 7,5 com solu¢do de NaOH 0,275 N. Em
sequida foi adicionado 0,1 mL da solucdo de protease e os Béqueres foram mais uma vez
cobertos por papel aluminio e colocados em banho-maria, desta vez a 60 °C com agitacdo
continua (velocidade 4), por 30 minutos.

Posteriormente, as amostras e 0s brancos foram retirados, deixados em repouso até que
atingirem temperatura ambiente e tiveram o pH ajustado para 4,3 utilizando solucdo de HCL
0,325 M, com posterior adicdo de aproximadamente 0,3 mL de amiloglicosidase e
homogeneizacdo. Mais uma vez os Béqueres foram recobertos pelo papel aluminio e levados
ao banho-maria a 60 °C, com agitacao continua (velocidade 4) por 30 minutos.

Paralelamente, foram medidos (utilizando proveta de 1000 mL) 280 mL de etanol a
95% para cada amostra e cada branco, os quais foram transferidos para erlenmeyers e aquecidos
até temperatura de 60 °C em banho-maria. Apds preparado, o etanol aquecido foi adicionado a
cada uma das amostras e brancos, as quais permaneceram em repouso em temperatura
ambiente, cobertos por papel aluminio por, no minimo, 1 hora.

ApOs o repouso, as amostras e brancos foram filtrados a vacuo utilizando cadinhos de
Gooch (previamente secos em estufa a 105 °C e de pesos ja conhecidos e anotados) e uma
bomba a vacuo e cada um dos residuos foram lavados com 3 porgdes sucessivas de 20 mL de
etanol a 78%, 2 porcGes de 10 mL de etanol a 95% e duas por¢des de 10 mL de acetona,
separadamente. Os cadinhos foram levados a estufa a 105 °C pelo tempo minimo de 5 horas.
Passado o tempo, os cadinhos foram retirados da estufa e colocados em dessecador por 30 min.

Por fim, os cadinhos foram pesados em balanga analitica e o peso obtido foi anotado.
Foram determinados os teores de cinzas em duplicata para cada amostra e para o branco, bem
como o percentual de proteinas dos demais utilizando os métodos ja citados neste trabalho. Para
determinar o percentual de fibra total foi utilizado o seguinte calculo: FAT(%)=(RT- P - C- BT)
x 100m , onde RT = médio do peso de residuo (mg), P= média do peso de proteina (mg), C=
média dos pesos das cinzas (mg), BT= Peso do branco (mg) e m= massa da amostra (mg).
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4.4.6 Determinacao do teor de Carboidratos

ApOs determinados os teores de umidade, cinzas, proteinas, lipideos e fibras da
amostra estudada foi calculada a quantidade de carboidratos por diferenca, utilizando a férmula:

Carboidratos (%) = 100% — (% umidade + % cinzas + % proteinas + % lipidios + % fibras).

45 ANALISE MICROBIOLOGICA

No dia seguinte ao preparo, os bolos foram levados ao LabMA da UFRN, onde foram
realizadas todas as analises microbioldgicas necessarias. As amostras foram submetidas a
determinacdo do Numero Mais Provavel por grama (NMP/g) de coliformes a 45 °C e
Eschirichia coli (KORNACKI; GURTLER; STAWINCK, 2015), Bacillus cereus (BENNET;
TALLENT; HAIT, 2015) e contagem de bolores e leveduras (RYU; WOLF-HALL, 2015. Ja a
pesquisa de Salmonella sp. e contagem de Estafilococus coagulase positiva foram realizadas
conforme os métodos da International Organization for Standardization — ISO (I1SO, 1999; ISO,
2007). Tais analises foram escolhidas de acordo com o exigido para esse tipo de produto pela
legislagdo brasileira vigente — RDC 12/2001 (BRASIL, 2001), com exce¢do dos
microrganismos E. coli e bolores e leveduras, 0s quais ndo possuem parametro microbiolégico
na legislacao, porém foram analisados para uma melhor avaliacdo da qualidade microbioldgica

dos produtos.

45.1 Preparo da amostra e dilui¢Ges seriadas

As amostras foram trituradas utilizando material asséptico para facilitar a diluicdo no
meio necessario. Cerca de 10 g de cada amostra de bolo foram colocadas em Erlenmeyers
contendo o diluente e homogeneizadas para iniciar o preparo das diluicdes seriadas, esse
primeiro procedimento originou a diluicdo 10, Foram preparadas dilui¢des de 10 a 10° de
todas as formulacGes, as quais se deram pela retirada de 1 mL da diluicdo anterior e
depositando-o em tubos de ensaio com 9 mL do diluente.



30

4.5.2 Contagem de coliformes a 45 °C e Escherichia coli
4.5.2.1 Prova presuntiva

A analise de coliformes foi realizada somente com as diluices de 102, 102 e 1073,
Partindo da diluicdo 10 foram inoculados, em série, volumes de 1 mL em 3 tubos contendo 10
mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e um tubo de Durhan invertido. O mesmo
procedimento foi repetido para as demais diluicdes. Em seguida, os tubos inoculados foram
incubados em estufa regulada a 35 °C (marca Ethictechnology) durante 24 h. A leitura dos
resultados sucedeu o tempo indicado e foram observadas caracteristicas de turvacéo e formagéo
de gas. As amostras que apresentaram esses aspectos, indicando resultado positivo, seguiram

para a prova confirmatoria.

4.5.2.2 Prova confirmatoéria

Tubos contendo tubo de Durhan invertido e 10 mL de Caldo Eschirichia coli (EC)
foram utilizados na prova confirmatéria. Utilizando uma alca bacterioldgica, foi transferida
uma al¢ada bem carregada da cultura presente nos tubos positivos para os tubos com Caldo EC,
0S quais seguiram para a incubacdo em banho-maria a 45,5 °C durante 24 h. Por fim, foi

observado o crescimento com turvacdo e producdo de gas, anotando-se os resultados.

4.5.2.3 Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Termotolerantes

A partir dos tubos EC positivos (com turvacdo e producdo de gas), o NMP de
coliformes termotolerantes por grama foi determinado conforme orientacéo da tabela de NPM.

45.2.4 Contagem de E. coli

Os tubos de caldo EC positivos seguiram para a realizacdo do método de contagem de
E. Coli em alimentos. Foi estriada uma algada da cultura bem carregada de cada um dos tubos
em placas de Agar Levine Eosina Azul de Metileno (L-EMB) por meio da técnica de estrias de
esgotamento com posterior incubacdo a 35 °C durante 24 h. Apos o tempo de incubacao, foi
observado se houve formacdo de colbnias tipicas do microrganismo E. coli (nucleadas, com

centro preto, com ou sem brilho metalico).
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De cada placa com colénias tipicas foram transferias duas coldnias bem isoladas para
tubos de Agar Padrdo para Contagem (PCA) inclinados, os quais foram incubados a 35 °C por
24 h. A partir das colonias puras presentes no PCA, a cultura foi inoculada nos testes
bioquimicos de citrato, indol, vermelho de metila e Voges-Proskauer (VM-VP).

Para o teste de citrato foi inoculada uma algada leve nas rampas de tubos contendo
Agar Citrato de Simmons, incubando-se a 35 °C por 96 h (4 dias). O crescimento foi apontado
pela viragem alcalina, alterando a cor de verde para azul, indicando teste positivo.

O teste indol foi realizado pela inoculacdo de uma alcada leve da cultura em tubos
contendo 4 mL de Caldo Triptona 0,1%, com posterior incubacao a 35 °C por 24 h. Completado
o tempo, foram adicionados 0,3 mL do reagente de Kovacs em cada tubo, agitando-os
levemente. O teste positivo foi caracterizado pela formacdo de um anel vermelho-violeta na
superficie do meio.

Ja para o teste VM-VP, foi inoculada uma alcada leve da cultura em tubos pequenos
contendo 3 mL de Caldo VM-VP, incubando-os a 35 °C durante 48 h. Para o teste VP foi
transferido 1 mL da cultura para um tubo de ensaio, com posterior adi¢do de 3 gotas de solucédo
de alfa-naftol 5% e agitacdo. Em seguida foram adicionados 2 gostas de KOH 40% e o tubo foi
novamente agitado. A reacdo foi acelerada pela adi¢do de 2 gotas de solugdo de creatina. Apos
descanso dos tubos, foi verificada a permanéncia do meio na cor do reagente (teste negativo)
ou formagao de uma cor vermelha ou résea no meio (teste positivo).

Para o teste de VM, o remanescente de cultura em caldo VM-VP foi reincubado por
mais 48 h, completando-se as 96 h de incubacdo, foi adicionado 5 gotas do reagente vermelho
de metila, observando imediata presenca de cor vermelha (teste positivo) ou amarela (teste
negativo).

ApoOs a realizacdo de todos os testes bioquimicos, foram consideradas como E. coli
todas as culturas em forma de bastonetes, Gram negativas, citrato negativas, indol positivas ou
negativas, VM positivas e VP negativas. Finalmente, foi anotada a quantidade de tubos de
Caldo EC que confirmaram a presenca de E. coli para subsequente determinacdo de NMP/g,

utilizando as tabelas de NMP.

4.5.3 Contagem de Estafilococos coagulase positivo

4.5.3.1 Contagem padrdo em placas
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Na andlise de Estafilococos coagulase positivo, foram utilizadas as cinco dilui¢des
preparadas. A inoculacdo ocorreu em placas de petri médias contendo cerca de 20 mL de agar
Baid-Parker, previamente preparadas e secas. A inoculagdo se deu com auxilio de uma pipeta
automatica e ponteiras estéreis retirando-se 0,1 mL de cada diluicdo e depositando sobre a placa,
entre a borda e o centro e, em seguida, espalhando o indculo com uma alga de Drigalski. O
método foi realizado em duplicatas de cada diluicdo e as placas foram posteriormente invertidas
e incubadas em estufa a 37 °C por 48 h. As placas que apresentaram numero de colénias entre
20 e 200 foram contadas, selecionando-se 6 colbnias tipicas para a realizacdo do teste de

coagulase, etapa confirmatoria.

4.5.3.2 Teste de coagulase

As coldnias tipicas selecionadas foram inoculadas em caldo de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) e incubadas a temperatura de 37 °C por um periodo de 24 h. Posteriormente, em
um tudo estéril foram depositados uma aliquota da amostra em BHI e 0,5 mL de plasma de
coelho no caldo, incubando os tubos em temperatura de 37 °C, dessa vez observando-se a
formacdo de codgulo em um periodo de 6 h.

4.5.4 Contagem de Bacillus cereus

A analise do grupo B. cereus foi realizada pelo método de plagueamento em superficie,
utilizando a técnica de diluicBes seriadas, utilizando todas as diluigdes anteriormente
preparadas. Cada diluic4o foi inoculada em uma quantidade de 0,1 ml em placas contendo Agar
Bacillus cereus suplementado com gema de ovo e polimixina, espalhando o indculo com alca
de Drigalski, utilizando uma alca estéril para cada diluicdo, até o liquido ser absorvido pelo
meio de cultura. As placas foram incubadas invertidas a 32 °C/24 h ap0s terem secado

completamente.

45.4.1 Contagem das colbnias presuntivas

Ap0s a incubacéo, foram selecionadas para a contagem placas com 10 a 100 coldnias,
contendo ndo mais que 30 coldnias tipicas de B. cereus, para evitar confusdo em placas muito

cheias.
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4.5.4.2 Confirmacdo das col6nias no grupo B. cereus

Para a confirmacao foram selecionadas pelo menos 5 col6nias tipicas bem isoladas, as
quais foram repicadas em tubos de AN inclinado e incubadas a 30 °C/24 h. Seguidamente as
colbnias passaram pela confirmacdo em teste rapido de Holbrook & Anderson (coloragédo de
esporo e glébulos de lipidios intracelulares).

Para o teste foram preparados esfregacos das culturas, retirando-se um inoculo de seu
centro. O esfregaco foi deixado para que secasse naturalmente e fixado em chama com o
minimo calor. Adiante, o esfregaco foi coberto com solucao aquosa 5% de Verde Malaquita e
corado a quente por 10 min, para isso, a lamina foi passada cuidadosamente sobre a chama do
bico de Bunsen até se observar a emissdo de vapor sem deixar ferver, pelo menos 2 vezes em
intervalos de 1 min.

Apds esse procedimento a ldamina foi lavada com agua corrente, seca com lenco de
papel (apenas encostando) e coberta com solugdo Sudan Black por 20 min. O excesso de corante
foi descartado e seco com lenco de papel, sendo posteriormente lavado com xileno (PA) por 5
segundos. Por conseguinte, secou-se imediatamente com lenco de papel e cobriu-se com
Solucéo de Safranina 0,5% por 20 segundos para, entdo, lavar em &gua corrente, secando com
lenco e observando por meio de microscépio dptico.

Foram considerados membros do grupo B. cereus 0s que apresentaram as seguintes
caracteristicas: globulos de lipidios corados de azul escuro, dentro do citoplasma das células;
esporos centrais a subterminais, sem dilatagdo do esporangio, corados de verde pélido, células

vegetativas, coradas de vermelho.

455 Contagem de bolores e leveduras

45.5.1 Inoculagdo e incubagéo

Foram utilizadas todas as dilui¢bes preparadas, das quais foram retirados 0,1 mL de
cultura e inoculado em placas de Agar Dicloran Glicerol 18 (DG-18) previamente preparadas,
utilizando a técnica de plagueamento em superficie. Os inoculos foram espalhados com o
auxilio de uma al¢a de Drigalski, seguindo das placas de maior até as de menor dilui¢cdo. Apds
secarem completamente, as placas foram incubadas nao invertidas em estufa a 22 °C por 5 dias,

No escuro.
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4.5.5.2 Contagem das col6nias e calculo dos resultados

Para realizacdo da contagem, foram selecionadas as placas com 15 a 150 col6nias. As
coldnias de aspecto filamentos, cotonoso ou pulverulento (caracteristicas de bolores) foram
contadas separadamente, anotando-se os resultados. As demais coldnias, com possibilidade de
serem leveduras ou bactérias, também foram contadas. Para tal, foram selecionadas pelo menos
5 coldnias para terem a morfologia observada em microscopio, para essa observacdo foi feita a
coloragéo de gram.

Foram consideradas como confirmadas todas as col6nias que apresentaram leveduras
ou mistura de leveduras e bactérias, e a determinacao do nimero de leveduras foi realizada em
fungéo da porcentagem confirmada na placa. O resultado foi expresso em unidades formadoras
de coldnias (UFC) por grama.

4.5.6 Pesquisa de Salmonella sp.

4.5.6.1 Preparo da amostra, pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo

O preparo da amostra se deu conforme o procedimento citado para 0s demais
microrganismos, porém utilizando 25 g como unidade analitica de cada formula¢do. Dessa
forma, realizou-se a etapa de pré-enriquecimento com a homogeneizagao das 25 g de amostra
de cada bolo em 225 mL do diluente 4gua peptonada tamponada em um Erlenmeyer e posterior
incubacgéo a 37 °C/18 h. A estufa utilizada foi 0 modelo 81/150 da marca lucadema.

Na etapa de enriquecimento seletivo, o Erlenmeyer de pré-enriquecimento foi agitado
cuidadosamente e 0,1 mL de seu conteudo foi transferido para um tubo contendo 10 mL de
Caldo Rappaport Vassiliadis Soja (RVS), e 1 ml foi transferido para um tubo contendo 10 ml
de Caldo Tetrationato Muller Kauffmann Novobiocina (MKTTn). A incubacéo foi a 41,5 °C/24
h e se deu em banho-maria (marca Warmnest, modelo HH-S5) para 0 RVS e a 37 °C/ 24 h
(estufa) para o Caldo MKTTn.

4.5.6.2 Plagueamento diferencial

Foi estriada uma algada da cultura do tubo RSV em uma placa de Agar Xilose
Desoxicolato (XLD) e uma algada em placa de Agar Verde Brilhante (VB), 0 mesmo se repetiu
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para a cultura do tubo MKTTn. Esses procedimentos foram realizados em duplicata, ou seja,
duas placas de cada tipo de agar (XLD e VB) para cada caldo (RSV e MKTTn), e as placas
foram incubadas invertidas a 37 °C/24 h.

Ap0s observar crescimento de col6nias tipicas de Salmonella passado o periodo de
incubacéo, foram estriadas as culturas de 5 col6nias bem isoladas (de cada placa) para tubos
contendo Agar Nutriente (AN) para purificacdo dessas culturas. As placas de AN inoculadas
foram incubadas as mesmas condic¢des de temperatura e tempo descritas para a etapa anterior.
Apobs a purificacdo, foi selecionada uma cultura bem isolada de cada placa AN para prosseguir

com a confirmagao.

4.5.6.3 Confirmacdo bioquimica

As culturas puras foram inoculadas nos testes biogquimicos Agar Triplice Aglcar Ferro
(TSI), Urease, Lisina descarboxilase, Voges-Proskauer, Indol e B-galactosidade. Para o teste de
crescimento em TSI, foi inoculado, com o auxilio de uma agulha de inoculacéo, cada cultura
pura em um tubo de agar TSI inclinado, seguindo o método de picada e estrias na rampa. Os
tubos foram incubados e foram observadas reacdes tipicas ou atipicas para Salmonella.

O teste Urease se deu pela inoculacdo de cada cultura pura em tubo contendo Agar
Uréia de Christensen inclinado, seguindo o método de estrias na rampa. Enquanto o teste lisina
descarboxilase foi realizado pela inoculacdo de cada cultura em tubos com Caldo
Descarbosilase 0,5 % L-lisina. Ap6s a inoculagdo das culturas em todos esses testes, 0s tubos
foram incubados em estufa a 37 °C/ 24 h. Foi realizada a leitura, observando reagdes positivas
ou negativas de cada teste.

No que diz respeito ao teste de VVoges-Poskauer, cada cultura foi inoculada em tubos
com 3 ml de caldo VM-VP, os quais, apés incubacéo, receberam 2 gotas de solugédo aquosa 0,5
% de creatina monohidratada, 3 gotas de alfa-naftol e 2 gotas de solugdo KOH 40 %, na
sequéncia citada. Apds 15 minutos foi observado se houve reacdo de teste positivo (formacéo
de anel rosa escuro ou vermelho) ou negativo (permanéncia da cor).

O teste indol realizou-se pela inoculagéo das culturas em tubos contendo 4 ml de Caldo
Triptona 1%, incubacdo em estufa a 37 °C e posterior adi¢do de 3 gotas do Reagente de Kovacs,
observando-se a formacgéo de um anel vermelho-violeta para teste positivo ou anel da mesma
cor do meio para teste negativo, ou ainda, desenvolvimento de varios tons entre vermelho e rosa

para teste indeterminado.
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4.5.6.4 Confirmacdo soroldgica

Apos a leitura dos resultados dos testes bioquimicos, as cepas suspeitas foram
submetidas aos testes soroldgicos de deteccdo de antigenos somaticos (poli O) e detecgdo de
antigenos flagelares (poli H) para a confirmacdo da presenca de Salmonella.

No teste poli O, placas de petri grandes foram divididas em espacos de
aproximadamente 2 cm?, nos quais foram depostos 1 gota de solugdo salina 0,85% estéril e 1
gota de anti-soro somaético polivalente anti-Salmonella (cada gota em um quadrado). Adiante,
foi emulsionada uma parte da coldnia suspeita em cada uma das diferentes solucdes, observando
reacdo de aglutinacdo positiva ou negativa no quadrado do anti-soro e comparando sua
aparéncia com o controle (solucdo salina).

Jé& para o teste poli H o procedimento realizou-se da mesma forma descrita para o
ultimo teste, utilizando o anti-soro flagelar polivalente anti-Salmonella ao invés do anti-soro

somatico.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e em
seguida foram submetidos ao teste de andlise de variancia (ANOVA) com posterior aplicacdo
do teste de Tukey, para identificar se houve variabilidade entre 0s grupos e quais grupos
diferiram entre si. Todas as analises estatisticas consideraram um nivel de significancia de 0,05

(p<0,05) e foram realizadas utilizando o software XLStat (Addinsoft, Paris, Franca).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

A substituicdo parcial da FT pela FRPSF resultou em aumento dos componentes
umidade, cinzas, lipidios, proteinas e fibra alimentar das formulacdes B e C quando comparadas
a formulagdo A (padrdo). A umidade mostrou-se maior em até 12,02% da amostra A para a C,
ao passo que o contetdo de cinzas teve uma elevacdo em torno de 23,40% a 53,19%. A
quantidade de lipidios nas formula¢des contendo FRPSF aumentou de 3% a 7,64%. O conteido
proteico da formulacdo B foi 32,41% maior em relacdo a formulacdo A, e a formulagdo C
apresentou percentual de elevagdo ainda maior, ficando em torno de 77,79%. Enquanto o teor
de fibras exibiu um acréscimo de até 41,08% (de A para C), os carboidratos diminuiram em até
32,36% comparando-se as trés formulacGes. Os resultados das analises de composicdo

centesimal encontrados para as amostras de bolo estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo nutricional de bolos com 0, 25 e 50% de substituicdo de farinha de
trigo (FT) por farinha do residuo da prensagem da semente de faveleira (FRPSF) (A, B e C,
respectivamente) em 100 gramas do alimento.

Constituintes g/100 g Formulagdo A Formulacéo B Formulacéo C
Umidade 25,03 (0,05) 28,40% (1,30) 27,602 (0,07)
Cinzas 1,41¢(0,05) 1,74 (0,06) 2,162 (0,01)
Proteinas 7,25°(0,10) 9,60° (0,11) 12,89%(0,49)
Lipidios 13,61° (0,31) 14,02% (0,11) 14,652 (0,37)
Fibra alimentar 2,58¢ (0,01) 6,13° (0,13) 8,802 (0,06)
Carboidratos 50,12 40,11 33,9

Resultados das analises com média e desvio padrdo entre parénteses. **“Letras diferentes na

mesma linha indicam diferenca significativa segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Os teores de umidade das formulagdes contendo a FRPSF foram significativamente
diferentes do visto para a formulagdo padrdo (A), mas ndo diferiram entre si. Ja o percentual de
cinzas foi significativamente diferente entre as trés formulagdes. O aumento das cinzas nos
produtos com a FRPSF &, possivelmente, consequéncia do teor desses constituintes na semente
de faveleira, a qual possui um total 4,67% a 4,96% de cinzas em sua COmposi¢ao
(MEDEREIROS et al., 2018). Essa elevacdo pode estar relacionada, ainda, com um maior
conteddo de minerais dos bolos com FRPSF em relacéo a formulagédo padréo, o que implicaria

em um melhor aporte desses micronutrientes na dieta dos consumidores. Chinma et al. (2014)
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também observaram a elevagdo de teores de umidade e cinzas apds adicionarem a farinha
de moringa germinada ao trigo, para a producdo de bolos. Bittencourt et al. (2014) também
observaram que os valores de cinzas de bolos com farinha de semente de abdbora apresentaram
um aumento do percentual conforme maiores quantidades da farinha composta.

Foi possivel, ainda, observar um acréscimo da quantidade de proteina na composicao
dos bolos, sendo esse aumento diretamente proporcional & quantidade de FRPSF presente nas
amostras. Todas as formulacGes apresentaram diferenca significativa entre si, indicando um
aumento consideravel conforme uma maior substituicdo da FT pela FRPSF. Yadav; Thakur;
Sunooj (2012) relataram que o residuo obtido apos a extra¢do do 6leo de amendoim apresentou
uma fonte rica de proteinas e a riqueza do contetdo proteico se manteve apos a producdo da
farinha de amendoim desengordurada e, ainda, nos biscoitos elaborados com essa farinha.

Sendo assim, devido ao fato da semente de faveleira possuir a proteina como um de
seus constituintes majoritarios variando de 27,12% a 30,42% (MEDEIROS et al., 2018), de
forma semelhante ao observado para 0 amendoim, é possivel que o perfil proteico dos bolos
feitos com FRPSF tenha aumentado pela manutencéo das caracteristicas nutricionais da matéria
prima utilizada na elaboracdo da farinha. De acordo com a Legislacdo brasileira (BRASIL,
2012), os bolos contendo 25% (B) e 50% (C) de FRPSF podem ser rotulados como alimento
fonte e de alto contetdo de proteina, respectivamente. Os resultados observados no presente
estudo estdo de acordo com o previsto na literatura por Pineli et al. (2015b) que afirmam que a
substituicdo de farinha de trigo (FT) por outras farinhas pode resultar em niveis mais altos de
proteina. O maior contetido proteico dos bolos € um dos aspectos positivos nas formulagdes
com FRPSF, por se tratarem de produtos adequados para lanches rapidos (MACHADO et al.,
2019).

Pdde-se observar, ainda, que conforme a proporcdo da FRPSF aumentou nas
formulacGes, o teor lipidico também aumentou, esse resultado j& era esperado pelo fato da
matéria prima da farinha incrementada nos bolos se tratar de um residuo de oleaginosa. A
formulacdo B ndo diferiu estatisticamente das formulacGes A e C, no entanto, as formulagoes
A e C foram significativamente diferentes entre si. Em seu estudo, Moslavac et al. (2017)
observam que apos a prensagem da semente de abobora a frio, a quantidade de dleo residual na
torta da semente variou de 34,64% a 39,83%, demonstrando uma certa deficiéncia do método
na extracdo total do dleo. Sendo assim, é possivel que parte do contetdo lipidico presente na
semente de faveleira tenha sido mantido ap0s a extracdo do dleo, isso justificaria a elevagao do

percentual de lipidios observado nos bolos.
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Apesar de ndo conseguir extrair 100% do 6leo da semente, a prensagem a frio € um
método de extracdo que resulta em um 6leo com melhores propriedades fisico-quimicas para
uso na alimentacdo humana quando comparado a outros métodos de extracdo com solvente, por
exemplo, (RIBEIRO et al., 2019). Dessa forma, pode-se considerar que o residuo obtido por
prensagem a frio também apresentard melhores condi¢des para aplicacdo em produtos
alimentares, gerando assim, um aproveitamento tanto da torta da semente quanto do 6leo.

Em seu estudo, Pineli et al. (2015b) observaram também, um aumento na quantidade
de lipidios em bolo feito com farinha da torta de améndoa baru, quando comparado a
formulagdo padréo, sem a farinha. E possivel afirmar que a utilizagio de FRPSF na producéo
de bolos agrega valor nutricional ao produto, tendo em vista que seu perfil lipidico é composto
principalmente de &cidos graxos insaturados, em sua maior parte poli-insaturados, dos quais o
mais abundante ¢ o &cido linoleico (6mega 6), segundo descreve Ribeiro et al. (2017).

No que concerne ao percentual de fibras, observou-se diferenca significativa entre as
trés formulagdes (A, B e C), demonstrando que quanto maior a concentracdo de FRPSF maior
a quantidade de fibra presente nas amostras. Enquanto a formulagcdo sem FRPSF (A) ndo chega
a constituir um alimento fonte de fibra, as formulacdes contendo FRPSF (B e C) sdo
considerados alimentos com alto conteddo de fibras de acordo com Brasil (2012), por
apresentarem quantidade acima de 6 g de fibra por 100 g de alimento. Em seu estudo, Pineli et
al. (2015b) observaram que o contetdo de fibras aumentou em bolos feitos com farinha da torta
de améndoa baru devido a casca dessa oleaginosa. Sendo assim, é possivel assumir que a casca
das sementes de faveleira utilizadas para compor a FRPSF contribuiram para o aumento de

fibras observado nos bolos.

Em estudo de revisdo de literatura elaborado por Vilcanqui-Pérez; Vilchez-Perales
(2017) s&o citados alguns beneficios do consumo de alimentos com alto contetdo de fibras
alimentares. As fibras solUveis estdo relacionadas a modulacdo do sobrepeso e obesidade por
meio de mecanismos hormonais decorrentes de sua fermentacdo. Ja as fibras insollveis se
relacionam ao aumento da massa e volume fecais e redugdo do tempo de transito intestinal,
podendo exercer um controle sobre a constipacdo intestinal e cancer no célon. Desse modo,
ressalta-se a qualidade nutricional dos bolos elaborados a partir da FRPSF, considerando que
um alimento geralmente rico em agucar e gordura, como o bolo, passa a se apresentar como um

produto com alto contetdo de fibras e menor quantidades de carboidratos.

Sabe-se que a carga glicémica de um alimento € o indice glicémico do carboidrato

dividido por 100 e multiplicado pela sua quantidade de teor de carboidratos disponiveis — ou
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seja, carboidratos menos fibras — (MAHAM; ESCOTT-STUMP; RAYMOND, 2012). Esse
parametro representa uma medida de quantidade e qualidade dos carboidratos, o que pode
justificar sua associacdo positiva com a quantidade de carboidrato dietético. A ingestdo de uma
menor quantidade de fibra e maior quantidade de carboidrato esta relacionada ao aumento da
carga glicémica dos alimentos (MOLZ et al., 2015) dessa forma o oposto também é verdade:
em decorréncia da diminui¢do gradativa do contetudo de carboidratos dos bolos contendo a
FRPSF, somado ao aumento nos teores de fibras observados no estudo, é possivel que a adi¢ao
de FRPSF tenha contribuido para a diminuicéo da carga glicémica dos bolos elaborados.
Segundo Santos (2016) bolos obtidos a partir de farinhas mistas ou com adicao de
algum ingrediente funcional tém despertado a atencdo de consumidores devido a busca por
produtos que contribuam no suprimento de necessidades nutricionais diarias e ainda por
disponibilizarem propriedades funcionais presentes em substancias como fibras, acidos graxos
essenciais e minerais. Ao analisar os resultados obtidos nos bolos feitos com a FRPSF, pbde-se
observar a riqueza nutricional e o potencial de consumo do produto elaborado no presente

estudo.

5.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Na determinacdo de NMP de coliformes a 45 °C, nenhuma das amostras apresentou
resultado positivo. Na contagem de Estafilococus coagulase positiva, B. cereus e bolores e
leveduras, ndo foi possivel observar desenvolvimento de coldnias tipicas de nenhum desses
microrganismos nas amostras analisadas. J& na pesquisa de Salmonella sp., ndo foi detectada a
presenca do microrganismo em 25 g de amostra em nenhuma das formulagdes.

Sendo assim, os resultados obtidos demonstraram que as amostras de bolo analisadas
estdo aptas para consumo humano, de acordo com os padrdes estabelecidos pela RDC N° 12 de
02 de janeiro de 2001, por apresentarem valores dentro das faixas limites para a categoria,
conforme apresentado na Tabela 3. Resultados semelhantes foram encontrados por Coelho;
Wosiacki (2010) quando avaliaram a farinha de bagaco de macé na aplicacdo de produtos

panificados.

Tabela 3: Resultados das analises microbiolégicas em comparagdo com os parametros legais.
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Anélises microbioldgicas ~ Amostras de bolo com 0, 25 e 50% de farinha Padrbes
do residuo da prensagem da semente de microbiologicos
faveleira (FRPSF)
Amostra A Amostra B Amostra C

Contagem de coliformes
termotolerantes (NMP/g)
Contagem de E. coli

<30NMP/g <30NMP/g <30NMPlg 10 NMP/g

<30NMP/g <30NMP/g <3,0NMP/g 10 NMP/g

(NMP/qg)

Contagem de bolores e -
leveduras (UFC/g) 0UFC/g 0 UFC/g 0 UFC/g

Contagem de Bacillus 2

cereus (UFC/g) <1UFC/g <1 UFC/g <1 UFC/g 10° UFClg
Estafilococus  coagulase ¢ ;e 0 UFC/g OUFC/lg  5x 102 UFCg
positiva

Pesquisa de Salmonella sp

(presenca/auséncia em 25 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
9)

*Sem padrdo microbiol6gico na RDC 12/2001.

Apesar dos resultados do presente estudo terem mostrado uma elevagdo na umidade
das amostras de bolo conforme uma maior concentracdo da FRPSF, esse comportamento nao
favoreceu o crescimento microbioldgico nos bolos recém produzidos, ndo afetando, assim, a
qualidade final do produto.

Um dos principais fatores causais de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’S) é
a manipulacdo inadequada de alimentos, o que evidencia a importancia das boas praticas de
manipulacdo na producdo de alimentos seguros (OLIVEIRA et al., 2010). A garantia da
seguranca dos alimentos tem sido discutida e estudos sobre condi¢des higiénicas e praticas de
manipulagéo e preparo de alimentos s@o pertinentes (SILVA et al, 2015), sob essa perspectiva
é possivel afirmar que todos os bolos foram preparados de maneira segura, seguindo 0s
principios das Boas Préaticas de Manipulacao de Alimentos e garantindo a seguranca alimentar

dos consumidores.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, o presente estudo concluiu que a aplicacdo da farinha da torta da
semente de faveleira na elaboracdo de bolos é microbiologicamente segura e agrega valor
nutricional a um produto ja inserido no mercado, aumentando seus teores de umidade, cinzas,
lipidios, proteinas e fibras. Sendo assim, trata-se de uma alternativa vidvel de aproveitamento
do residuo da prensagem da semente de faveleira, gerando um alimento nutricionalmente
melhorado e capaz de contribuir positivamente para a salde e estado nutricional dos
consumidores, além de diminuir os impactos ambientais causados pelo desperdicio de um

subproduto passivel de aproveitamento.
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