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Resumo

As espécies Quercus representam uma vasta area da florestacdo nacional, embora
até a data os seus frutos ainda sejam pouco valorizados. A utilizagdo dos seus frutos,
bem como os seus subprodutos pode conduzir a novos ingredientes com propriedades
biol6gicas interessantes, visando a sua utilizacdo em varias industrias, nomeadamente
alimentar, cosmética e farmacéutica. Neste estudo, foi avaliada a composicao nutricional,
e antioxidante do miolo, da casca e do fruto inteiro de quatro espécies de Quercus

portuguesas (Q. suber, Q. faginea, Q. nigra e Q. ilex).

Na caraterizacdo nutricional, foram analisados os teores de humidade, cinzas,
proteina, gordura e hidratos de carbono por métodos AOAC. O perfil de acidos gordos e
da vitamina E (tocofer6is e tocotriendis) foram determinados por técnicas

cromatogréficas, GC-FID e HPLC-FLD, respetivamente.

Os teores de proteina variaram entre 2,2 e 9,7 g/100 g sendo que a espécie com
teor mais elevado € a espécie Q. suber. O teor de gordura nunca excedeu os 4 g/100g e
nas cascas foi inferior a 1 g/100 g, porém a espécie Q. ilex apresenta teores de gordura
elevados quando comparada com as outras espécies (12,01 g/100g no miolo, 1,07
g/100g na casca e 10,23 g/100g no fruto inteiro). Os hidratos de carbono, que incluem a
fibra dietética, variaram entre 84,3 e 95,6 g/100g. O perfil de acidos gordos é muito
semelhante em todas as espécies. Em relagdo a vitamina E, no miolo destaca-se a
espécie Q. nigra e em relacdo a casca a espécie Q. faginea.

A atividade antioxidante das amostras foi determinada pelos ensaios DPPH’ e
FRAP. Foram ainda determinados os teores de compostos fendlicos totais, clorofilas e
carotenoides, nas mesmas amostras. Todas as amostras demonstraram elevado
potencial antioxidante, no entanto, em relagdo a casca destacou-se a espécie Q. nigra
(CFT: 41,48 mg EAG/g extrato seco; DPPH: 73,59%; FRAP: 841,25 ymol/g extrato seco)
porém, em relacdo ao miolo os resultados diferem em todos 0s ensaios, destacando-se a
espécie Q. faginea nos compostos fendlicos totais (38,25 mg EAG/g), a espécie Q. suber
no ensaio DPPH" (79,64%) e a espécie Q. ilex no ensaio FRAP (1011,25 pumol/g extrato

Seco).

Os resultados deste estudo comprovam o potencial interesse das bolotas em
possiveis aplicacdes em diversas industrias, para o desenvolvimento de novos produtos e

possivel substituicdo de outros.

Palavras-Chave: Quercus, miolo, casca, caracteriza¢éo nutricional, atividade antioxidante.
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Abstract

The Quercus species represents a wide area of the national forest although up until
now its fruits are undervalued. The usage of its fruits as well as its by products may lead
to new ingredients with interesting biological properties which can be used in several
industries such as food, cosmetics and pharmaceutical. In this study the nutritional and
antioxidant composition of kernel, shell and the whole fruit of four Portuguese Quercus

species (Q. suber, Q. faginea, Q. nigra e Q. ilex) was analysed.

In matters of nutritional characterization moisture, ashes, protein, fat and
carbohydrates levels were analysed through AOAC methods. The fat acids and vitamin E
(tocopherols and tocotrienols) profile were determined by chromatographic techniques,
GC-FID and HPLC-FLD, respectively.

The protein levels fluctuated between 2.2 and 9.7 g/100g, the highest level
belonging to the Q. suber species. The fat level never exceeded 4g/100g and in the shells
was inferior to 1g9/100g. However the Q. ilex species presents high fat levels when
compared to the other species (12.01g/100g in the kernel, 1.07/100g in the shell and
10,239/100g in the whole fruit). The carbohydrates, which include dietary fibre, fluctuated
between 84.3 and 95.6 g/100g. The fat acids profile is very similar in all species.
Concerning vitamin E, the Q. nigra species and the Q. faginea species are more visible in
the kernel and in the shell, respectively.

The samples antioxidant activity was determined through DPPH* and FRAP assay.
Levels of total phenolics, carotenoids and chlorophylls composts were also determined
through the same samples. All samples showed high antioxidant potencial although the Q.
nigra species (CFT: 41,48 mg EAG /g dry extract; DPPH: 73,59%; FRAP: 841,25 umol/g
dry extract) stands out in the shell levels. Concerning the kernel, results differ in all
assays: the Q. faginea stands out in the total phenolics (38,25 mg EAG /g); the Q. suber
in the DPPH" assay (79,64%) and the Q. ilex in the FRAP assay (1011,25 umol/g dry

extract).

The findings of this study prove the potential interest of acorns in a wide range of
possible applications in multiple and diverse industries leading to the development of new

products and opening doors to the substitution of others.

Keywords: Quercus, kernel, Shell, nutritional characterization, antioxidant activity.

Vi
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1. Introducéao
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1.1 Frutos do género Quercus

O género Quercus pertence a familia Fagaceae, um importante grupo de arvores de
folha caduca ou persistente, predominantes em climas tropicais ou temperados. Esta
familia inclui cerca de 450 espécies a nivel mundial (Sanchez-Burgos et al., 2013), sendo
a bolota o fruto destas arvores. Portugal tem uma grande area de carvalhos que sdo
utilizados com diversos fins mas os seus frutos sdo pouco valorizados. Atualmente, uma
pequena percentagem é usada em alimentacdo animal. No entanto, as bolotas ja foram
consideradas como um alimento de primeira necessidade na Europa, Asia, Norte de
Africa, Médio-Oriente e Norte da América (Bainbridge, 2001).

Em Portugal foram identificadas oito espécies: Quercus. suber, Q. faginea, Q.
pyrenaica/nigra, Q. ilex/rotundifolia, Q. robur, Q. canariensis, Q. coccifera, Q. lusitanica
(Figura 1) (Ferreira-Dias et al., 2003).

Quercus robur Quercus canariensis Quercus coccifera Quercus lusitanica

Figura 1 — Espécies de Quercus identificadas em Portugal.

As espécies do género Quercus ocupam uma area, em Portugal, de
aproximadamente 1 200 000 ha. Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE), o

Alentejo representa 80% da quota nacional (INE, 2013).

1.1.1 Composicéo da bolota

z z

A bolota ou glande é constituida pelo pericarpo (casca) que é a capa externa
lignificada que protege a semente, a parte mais interna (Figura 2). Por sua vez a semente
€ composta pela testa, uma espécie de membrana aveludada e pelo embrido (Watson e

Dallwitz, 2000) onde se acumulam as reservas energéticas (Ramos, 2002).
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2 1.Vestigios de estilete

’ 2.Radicula

4 3.Gémula Embrido
8 4.Cotilédones

5.Pericarpo (casca)
6.Testa

7.Invélucro

Figura 2 — Constituicdo morfolégica dos frutos do género Quercus.

O tamanho da semente é um pardmetro da maior importancia ecolégica, quer para
0 estabelecimento da planta numa determinada area geografica, quer para a propagacao
da espécie (Garrido et al., 2005). Por outro lado, alguns estudos relacionam a
morfometria (tamanho e forma) da bolota com as condi¢cdes edafo-climéaticas (Galvan et
al., 2012; Garrido et al., 2005; Pritchard et al., 2004). O tamanho das bolotas maduras

depende, normalmente, do nimero de sementes e dos recursos disponiveis.

O consumo de bolotas, especialmente como farinha, remonta ao século XIV (Raki¢
et al., 2007; 2006), embora, atualmente, o seu principal destino seja a alimentacéo de
suinos. Por tratar-se de um fruto seco, botanicamente descrito como fruto de casca rija,
tem niveis consideraveis de lipidos. Assim, o consumo de bolotas pode ocorrer in natura,

em farinha ou 6leo.

A composicdo quimica da bolota inclui hidratos de carbono, lipidos, proteinas e
aminoacidos (Lopes e Bernardo-Gil, 2005; Ledén-Camacho et al., 2004), resultantes do
metabolismo primario do fruto. Incluem-se ainda substéncias de reserva e metabolitos
secundarios (Rakic¢ et al., 2007; Bainbridge, 2001; Bettinger et al., 1997).

Apesar de estarem descritas diferencas nos teores de fitoquimicos entre as
espécies, a sua presenca é benéfica para a saude, uma vez que podem intervir na
reducdo/prevencdo do risco de doengas cardiovasculares e inflamatérias, diabetes,
cancro e infecbes microbianas (Ullah e Khan, 2008; Halliwell et al., 2005; Lee et al., 2005;
Jiang e Dusting, 2003).
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1.2 Sustentabilidade e seguranca alimentar

Atingir um desenvolvimento sustentavel, isto €, que responda as necessidades das
geracdes atuais, sem comprometer o futuro das préximas, tornou-se uma prioridade das

entidades governamentais (Bond e Morrison-Saunders, 2011; WCED, 1987).

Cerca de 60% dos ecossistemas estdo em continua degradacao, incluindo a agua,
a pureza do ar, a regulacao climatica local e regional, os quais se encontram sujeitos a
ameacas naturais e epidemias (UNEP, 2005). Esta degradacdo comeca a implicar custos
gue atingem diversas classes sociais, contribuindo para o aumento das desigualdades e

promovendo conflitos sociais.

Na conferéncia Rio +20, realizada em Junho de 2012 no Rio de Janeiro, foi
reiterado o compromisso entre varios paises, para 0 apoio ao desenvolvimento
sustentavel, de forma a assegurar um futuro para o planeta e para as geracdes presentes
e futuras. A erradicacdo da pobreza foi definida como o maior desafio mundial e como
requisito indispensavel para o desenvolvimento sustentavel. Economicamente, a
utilizacdo de processos sustentaveis deve repercutir-se na reducdo de custos e no
aumento de receita, através do conhecimento aprofundado dos subprodutos reutilizaveis
e 0s seus beneficios para a saude e seguranga dos consumidores (Wognum et al., 2011).

Espera-se que, em 2050, a populacdo mundial atinja cerca de 9 bilides, tornando-se
necessario melhorar o conhecimento do sistema alimentar atual. Além disso, impde-se
aumentar o consumo de alimentos silvestres ediveis, muitas vezes subvalorizados, de
maneira a que estas novas alternativas consigam dar resposta a tendencial escassez de
alimentos (Spiertz, 2010). Esta linha de pensamento tem como objetivo garantir que toda
a populacdo tenha acesso a alimentos seguros e nutritivos, produzidos de maneira

sustentavel e a custos reduzidos (Grunert et al., 2014; Vinceti et al., 2013; Sibbel, 2007).

As mudangas climaticas, o aumento da poluicdo, a industrializacdo no setor
agricola, sdo alguns dos fatores que intervém diretamente na sustentabilidade (Reisch et
al., 2013).

Os alimentos provenientes das florestas, incluindo ervas e produtos naturais
recolhidos de arvores contribuem, de diversas maneiras, para melhorar a disponibilidade
alimentar, fornecendo géneros alimenticios acessiveis e nutritivos (Jamnadass et al.,
2011; Powell et al., 2011). Além disso, as mudancas climaticas, o fim/reducdo dos

recursos fundamentais e o0 crescimento da populagdo mundial torna essencial
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desenvolver e manter a capacidade dos sistemas agricolas e de producdo no
fornecimento de alimentos (Sibbel, 2007).

Estes factos levaram ao desenvolvimento de um novo conceito de “disponibilidade
alimentar”, definido pela World Summit on Food Security (WSDS) como a possibilidade
de toda a populacdo ter acesso a alimentos seguros e nutritivos que satisfacam as
preferéncias alimentares e a dieta essencial, promovendo uma vida ativa e saudavel
(Oosterveer et al., 2014; WSDS, 2009). Além disso, nos ultimos anos, tém sido realizados
muitos estudos no ambito da valorizacdo de residuos alimentares. De acordo com
Gustavson et al. (2011) cerca de 1,3 mil milhdes de toneladas de material comestivel sdo
desperdicados no mundo, o que representa 1/3 da producdo mundial de alimentos.
Excluindo as perdas de alimentos agricolas naturais (até 42%), cerca de 38% derivam de
alimentos processados e 20% é distribuido ao longo de toda a cadeia alimentar
(European Comission, 2008). No entanto, muitos estudos tém demonstrado que o0s
subprodutos alimentares fornecem compostos bioativos, com propriedades bioldgicas
cientificamente comprovadas, que poderdo ser integrados em diferentes areas, tais como
a alimentar, a farmacéutica e a cosmética (Braga et al., 2015; Costa et al., 2014). Em
relacdo aos compostos, como proteinas e aminoacidos essenciais, polissacarideos,
fibras, compostos aromaticos e fitoquimicos presentes nos alimentos e nos seus
subprodutos, estes poderdo ser ingredientes funcionais, farmacologicamente ativos
(Baiano, 2014).

Citam-se como exemplos, os estudos realizados por Baiano et al. (2014) que
extrairam compostos bioativos de residuos vegetais sélidos da couve-flor, aipo, chicéria e
espargos; a otimizacdo da extracdo de compostos antioxidantes na pele de prata do café,
um subproduto da industria alimentar (sem valor acrescentado) (Costa et al., 2014);
extracdo da fibra dietética da pele de prata do café e o seu efeito sobre a qualidade e
tempo de prateleira do p&o iraniano Barbari (Sourki et al., 2013); avaliacdo e aplicacéo
sustentavel dos subprodutos da castanha (Castanea sativa) (Braga et al., 2015).

1.3 Composicdo quimica

As bolotas recomecaram, atualmente, a ser valorizadas na economia rural, como
racao para o gado suino, bem como na comunidade cientifica devido a sua composi¢éo
nutricional e riqueza em compostos fitoquimicos. Os estudos desenvolvidos neste fruto,

independentemente da espécie em causa, tém 0 mesmo objetivo, a sua total integragéo
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na dieta alimentar. Trata-se de uma fonte natural com elevado valor nutricional e riqueza

em compostos bioativos, para além de economicamente rentavel (Rosenberg, 2008).

A composi¢cdo quimica da bolota depende principalmente de aspetos genéticos
(espécies) e fisiologicos, como o grau de maturacdo. Além destes fatores intrinsecos,
varios fatores extrinsecos, como a composi¢cao do solo, o clima e a origem geogréfica
interferem na fisiologia das sementes e, consequentemente, na composi¢do quimica da

mesma (Tejerina et al., 2011).

Do ponto de vista nutricional, a bolota contém hidratos de carbono, proteinas,
aminoacidos e vitaminas (especialmente A e E) (Rosenberg et al., 2008; Gea-lzquierdo et
al., 2006). Os hidratos de carbono representam o principal componente nutritivo da
bolota, assumindo a principal reserva de energia. O amido é o principal hidrato de
carbono, representando cerca de 62% da matéria seca total (Fernandez et al., 2005).
Também estdo descritos acgUcares livres, como glucose e sacarose, concentrados
essencialmente nas sementes, (Fernandez et al., 2005; Almeida et al., 1992).0 interesse
em recursos naturais ricos em amido tem vindo a aumentar, principalmente para
aplicacdes industriais no futuro. Correia et al. (2013) consideraram as bolotas uma fonte
promissora para a industria alimentar devido a sua consisténcia associada a um elevado
teor de amilose, com caracteristicas fortes e elasticas, capazes de melhorar as texturas

das massas.

A bolota é considerada um alimento ndo proteico, devido ao seu baixo teor de
proteina. Contém cerca de 5%, expresso em matéria seca (Rodriguez-Estévez et al.,
2008). Estéo descritos teores entre 3,6% e 10,5%, dependendo da espécie (Fernandez et
al., 2005). Por exemplo, as bolotas da azinheira (Quercus rotundifolia/ilex) tém uma
percentagem de proteina inferior a descrita no fruto do sobreiro (Quercus suber), por

exemplo, com valores entre 6,1 e 8,5% (Rodriguez-Estévez et al., 2008).

Na segunda metade do século XX tornou-se notdrio um aumento de casos de
doenca celiaca, que segundo a Associacao Portuguesa de Celiacos define-se como uma
doenca auto-imune que ocorre em individuos com predisposi¢cdo genética causada pela
permanente sensibilidade ao gluten. Sendo assim, imperativo encontrar fontes
alternativas sem glaten para responder as necessidades desses doentes. Uma vez que a
bolota € um alimento ndo proteico, sugere a importancia do uso da sua farinha na
producdo de produtos de padaria para celiacos. Os produtos sem gliten séao

considerados produtos de baixo valor nutricional. No entanto, o uso da farinha de bolota
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na producdo destes alimentos pode aumentar significativamente os seus valores
nutricionais, adicionando aminoéacidos essenciais, vitaminas, macro e microelementos e
fibra dietética (Korus et al., 2015; Kasarda, 2013).

O armazenamento de lipidos nas sementes, como reserva de energia, nao é tao
comum como o dos hidratos de carbono e substéancias azotadas. Contudo, o &cido oleico,
palmitico e linoleico estdo descritos como os acidos gordos predominantes na bolota
(Tejerina et al., 2011; Gea-lzquierdo et al., 2006).

Os beneficios associados ao consumo de 4cidos gordos polinsaturados, n-3 e n-6
(PUFA) estao relacionados com a modulacdo do sistema imune, particularmente na
reducdo da agdo dos compostos inflamatorios (Barreira et al., 2010; Darlington e Stone,
2001). A ingestdo de PUFA pode também diminuir o risco de doencas cardiovasculares,
dos niveis séricos de glicose, de lipoproteinas de baixa densidade-colesterol (LDL) e da
proteina C-reativa (Livingstone et al., 2013). Além disso, a ingestdo de acidos gordos
insaturados émega-3 esta inversamente relacionada com problemas cognitivos, e ajuda
na diminuicdo da presséao arterial sistélica e diastdlica (Lie, 2004). Alguns autores ainda
realcam que a bolota é um recurso alimentar promissor devido a elevada quantidade de
acido a-linolénico, importante na sintese dos eicosanoides, e da sua agéo na regulagéo
dos niveis séricos de triglicéridos e de HDL-colesterol (Karolyi et al., 2007; Estevez et al.,
2004; Petrovi¢ et al., 2004). Para além dos efeitos benéficos supracitados, as diferencas
no perfil de acidos gordos podem ser usadas como marcadores bioquimicos para a

caracterizacdo de cada espécie.

7

O teor de minerais também é importante, uma vez que estes participam em
diversos processos metabdlicos, como cofatores enzimaticos diretamente envolvidos nos
processos da digestdo, absorgéo e fornecimento de energia (Cruz et al., 2013; Gongalves
et al., 2010). Nas bolotas estdo descritos o F, Cu, Zn, Mn, Ca, Mg, P e K (Raki¢ et al.,
2006). Tal como acontece com as macromoléculas, o clima e a composi¢cdo do solo
(incluindo a flora microbiana) podem interferir no teor de minerais, provocando mudancas

consideraveis nos atributos sensoriais e nutricionais deste fruto (Cafielas et al., 2003).

Os teores de compostos quimicos e minerais descritos na bolota tém um elevado
potencial como nutracéuticos, de alto valor em suplementos alimentares, ou como
alimentos funcionais. Este facto aumenta o interesse do desenvolvimento de novas

alternativas para a comercializacdo e valorizacdo deste fruto. Além disso, as bolotas
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podem ser ingredientes para novas aplicagdes na dieta humana como um substituto do

milho, gréo-de-bico, nozes, amendoins e azeitonas (Bainbridge, 2001).

De acordo com o conceito de sustentabilidade, as bolotas e os seus subprodutos
também podem vir a ser substitutos de varios produtos, geralmente mais caros e com um
impacto negativo no ambiente, especialmente na forma de 6leo e farinha. A farinha de
bolota pode ser um interessante substituto da farinha de trigo na producdo de pé&o,
respondendo a objetivos de inovagdo e valorizagdo de produtos nacionais. A parte
comestivel (miolo) e os seus residuos (casca) também podem ser considerados como
uma mais-valia para outros fins, incluindo formulacdes sem glaten, conforme referido

anteriormente.

1.3.1 Oleo de bolota

Devido aos desenvolvimentos nas areas agricola e genética, tém sido propostas
novas culturas selvagens para a obtengcédo de 6leos comestiveis. As bolotas séo frutos
ediveis, muito apreciados em diversos paises do Mediterraneo, usadas em culinaria, na
area da cosmética e na medicina tradicional (Al-Rousan et al., 2013; Rosenberg, 2008;
Bainbridge, 2001). Vérios estudos relatam que o teor de 6leo em algumas espécies nao
ultrapassa os 12% (Rababah et al., 2008; Ozcan, 2007). No entanto, num estudo
realizado por Ofcarcik et al. (1971) foram encontrados teores mais elevados (30%).

Alguns autores descrevem o 6leo de bolota com sabor, valor nutricional e perfil
lipidico idénticos ao azeite (Al-Rousan et al., 2013; Ozcan, 2007; Bainbridge, 2001) assim
como certas caracteristicas como a cor, indice de refracdo, coeficiente de extingdo UV,
indice de saponificacdo e indice de iodo (Al-Rousan et al., 2013; Lopes e Bernardo-Gil,
2005). Para além do valor nutritivo, o 6leo de bolota apresenta boa estabilidade oxidativa
(Al-Rousan et al., 2013). Charef et al. (2008) referiram que o perfil de acidos gordos das
espécies Q. suber e Q. ilex assemelhavam-se ao do 6leo de lentisco (Pistacia lentiscus) e

a outros 6leos ediveis, como girassol, amendoim, algoddo, abacate e azeite.
1.3.2 Farinha de bolota

Diferentes partes das plantas, incluindo sementes, tubérculos e miolo de diversos
frutos tém sido usados como matéria-prima para a producao de farinha, alternativa as ja
normalmente consumidas, ou como ingrediente para novos produtos alimentares. A
utiizagcdo de farinhas, a partir de diferentes fontes de alimentos, depende das

propriedades reoldgicas, fisico-quimicas e funcionais dessas mesmas matérias-primas.
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De acordo com Kaur e Singh (2007), o termo “funcional” é qualquer propriedade de
um ingrediente alimentar, excluindo o seu valor nutritivo, que apresenta um impacto
positivo na sua utilizacdo. A viscosidade, a emulsificacdo e a formacdo de espuma sdo
algumas dessas propriedades. Além disso, a funcionalidade das farinhas esta associada
a certos compostos quimicos intrinsecamente relacionados com o material genético
(espécie), condicdes de pés-colheita e condigbes edafo-climaticas (Correia e Beirdo-da-
Costa, 2011). Muitas matrizes vegetais ricas em amido tém despertado maior interesse
nos ultimos tempos devido a sua biodegrabilidade e ao seu baixo custo. O amido é o
principal componente das bolotas, totalizando mais de 50% do seu miolo (Rababah et al.,
2008). O elevado teor em fibras também ja foi descrito em varios estudos, considerando
gue a farinha de bolota € um produto com propriedades biolégicas relevantes, muito
superiores a farinha de trigo (Rashid et al., 2014; Jawarmeh et al., 2013; Raki¢ et al.,
2006).

Outra caracteristica da farinha de bolota, e ja referida anteriormente, é a auséncia
de gluten, fator relevante para a produgéo de produtos para celiacos, os quais requerem
matérias-primas pré-selecionadas livres de proteinas (Korus et al., 2015). A aplicacdo do
milho, arroz, sorgo e quinoa ja foi descrita em produtos alimentares especificos
(Pongjaruvat et al., 2014; Matos e Rosell, 2013; Torbica et al., 2010).

O amido é, sem duvida, o componente mais importante da farinha de bolota. No
entanto, a sua aplicacdo néo é restrita a industria alimentar. Segundo alguns autores, a
utilizacdo do amido pode ser importante para o fabrico de papel e de plastico, e na
indUstria téxtil, farmacéutica e cosmética (Matos e Rosell, 2015; O’Shea et al., 2014;
Morais et al., 2013; Rodrigues e Emeje, 2012).

O desenvolvimento de novos produtos a base de farinha de bolota permite
considera-los alimentos funcionais, uma vez que este produto € uma boa fonte de
compostos biologicamente ativos com propriedades comprovadas cientificamente (Rakic¢
et al., 2006; Ozcan e Baycu, 2005).

Embora se saiba que a farinha de bolota apresenta propriedades funcionais,
sensoriais e uma aceitacdo consideravel, a informacado disponivel em relacdo a sua
composi¢ao nutricional e quimica esta longe de ser exaustiva. SAo necessarios mais
estudos para 0 seu conhecimento completo e para encontrar novas potencialidades deste

fruto (Correia e Beirdo-da-Costa, 2011).
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1.4 Toxicidade

A maioria dos frutos das espécies Quercus é comestivel. Poucos estudos reportam
toxicidade nas bolotas. No entanto, foram descritos efeitos toxicos em algumas espécies
animais, galinhas, coelhos, cavalos e cabras (Martinson et al., 2007). A toxicidade das
bolotas €, habitualmente, atribuida ao elevado teor de taninos, principalmente os
condensados. Estes, por hidrélise, originam taninos elagicos e acido galhico. Os taninos
sdo compostos naturais que se complexam com as proteinas formando agregados em
solucdo. A interacdo destes compostos com as proteinas salivares esta na origem da

sensacao de adstringéncia de alguns frutos, especialmente os pouco maduros.

Relativamente a toxicidade das bolotas, Spier et al. (1987) observaram sintomas de
gastroenterite em bovinos apés a ingestdo de diferentes partes das arvores do género
Quercus, incluindo folhas, ramos e frutos. Também Plumlee et al. (1998) e mais
recentemente Pérez et al. (2011) consideraram que o0s taninos hidrolisaveis sdo os
responsaveis pelos efeitos clinicos supracitados. No entanto, os suinos parecem
desenvolver protecdo contra a toxicidade descrita, o0 que nao acontece nas outras

espécies de animais (Spier et al., 1987).

E importante relembrar que o mecanismo de toxicidade descrito nas bolotas ndo
esta totalmente esclarecido, mas muitos estudos sugerem que 0s taninos e 0s compostos
resultantes da sua hidrélise podem causar efeitos adversos, devido as ligacdes quimicas
formadas com as proteinas (Smith et al., 2014). Apesar da toxicidade descrita, ainda ndo

foi realizado nenhum estudo em seres humanos.

1.5 Compostos fitoquimicos

O conceito de biodiversidade alimentar é definido como a diversidade de plantas,
animais, frutos selvagens e outros organismos utilizados na alimentacéo, que abrange os
recursos genéticos dentro de espécies e entre espécies, proporcionados pelos
ecossistemas (FAO, 2010). Devido ao elevado nimero de arvores do género Quercus, as
bolotas diferem na sua composicdo quimica entre espécies, embora todas elas
apresentem, na sua composicdo, compostos bioativos com propriedades importantes

para a promocao da saude humana (Silva et al., 2008; Raki¢ et al., 2006).

O binémio dieta-saude representa um novo paradigma no estudo dos alimentos.

Neste contexto, surge a ideia de que a alimentacdo adequada vai além do simplesmente

10



Rita Pacheco | Mestrado em Controlo de Qualidade

fornecimento de energia e nutrientes essenciais. Ela enfatiza também a importancia dos
fitoquimicos, associados a efeitos fisiolégicos benéficos, que podem prevenir ou retardar
doencas croénicas, tais como cardiovasculares (Pastor-Villaescusa et al., 2015; Rangel-
Huerta et al., 2015), cancro (Papandreou et al., 2015; Liu, 2004; Kris-Etherton et al.,
2002), processos inflamatoérios (Senthilkumar e Kim, 2013; Gani et al., 2012), hipertenséo
(Eagappan e Sasikumar, 2014; Huang et al., 2013) e diabetes (Oh e Jun, 2014; Pinent et
al., 2008), entre outras.

Os alimentos de origem vegetal constituem uma das principais fontes de compostos
biologicamente ativos e de acidos gordos polinsaturados. Entre estes, os frutos secos ou
frutos de casca rija tém sido alvo de inUmeros estudos com o intuito de caracterizar

exaustivamente os compostos fitoquimicos presentes.

De entre os compostos fendlicos, os acidos fendlicos mais descritos na bolota séo o
acido galhico, derivados do acido géalhico e o acido elagico. Os flavonoides e os taninos
sdo, também, identificados nas diferentes espécies de bolotas (Tejererina et al., 2011;
Raki¢ et al., 2006; Andrensek et al., 2004; Cantos et al., 2003; Ferreira-Dias et al., 2003).

Também na medicina tradicional tem sido relatado o uso do miolo da bolota como
adstringente, antidiarreico e antidoto para serpentes, e ainda usado no tratamento de
aterosclerose, cancro, diabetes e Alzheimer, devido ao seu elevado teor de compostos
fendlicos, taninos, acido a-linoleico e acidos gordos polinsaturados n-3 (Raki¢ et al.,
2007).

Embora a maioria das espécies sejam comestiveis, algumas contém elevados
teores de taninos, responsaveis pelo amargor e adstringéncia dos frutos. A sintese
destes compostos € um mecanismo de defesa da planta contra os predadores. No
entanto, estes compostos podem proporcionar beneficios para a saiude humana, sendo
reconhecidos alguns efeitos bioldgicos, tais como anticarcinogénicos e antimutagénicos
(Chung et al., 1998). Também sao atribuidos aspetos negativos aos taninos. Sao

considerados antinutrientes, interferindo na absor¢&o dos nutrientes (Chung et al., 1998).

A cozedura é um dos procedimentos usados para diminuir a concentracdo de
taninos, promovendo a sua hidrdlise e, consequentemente, eliminando as suas
propriedades adstringentes. De acordo com varios autores, os procedimentos de coccéo
alteram as propriedades sensoriais e nutricionais das bolotas, melhorando as suas
propriedades organoléticas, a biodisponibilidade de nutrientes e o tempo de conservagéo

(Cruz et al., 2013; de Vasconcelos et al., 2010). Também podem ser assadas, depois de
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descascadas (Deforce et al., 2009). Raki¢ et al. (2006) estudaram a influéncia do
tratamento térmico nas caracteristicas fisicas e nutricionais da bolota, em relagcéo ao teor
de polifendis totais, acido galhico, compostos azotados e macro e micro elementos.
Concluiram que, na maioria das vezes, 0s constituintes quimicos mantinham-se
inalterados. Recentemente, Korus et al. (2015) referiram que os métodos de

processamento térmico ndo afetam significativamente o sabor das bolotas.

1.6. Atividades biolégicas

Durantes muitas décadas, os metabolitos secundarios foram caracterizados apenas
como produtos de excre¢cdo das plantas. No entanto, atualmente ja € do conhecimento
cientifico que muitos desses compostos para além de estarem diretamente envolvidos
nos mecanismos de defesa e de proliferacéo das espécies vegetais, também apresentam
atividades biologicas reconhecidas.

1.6.1. Atividade antioxidante

Existem varios estudos sobre a atividade antioxidante da bolota, associada a
propriedades antimutagénica, anticarcinogénica e anti-envelhecimento (Silva et al., 2008;
Raki¢ et al., 2006).

Alguns desses estudos foram realizados em diferentes extratos de bolotas e
mostraram uma correlacdo positiva entre 0os compostos fendlicos e a atividade
antioxidante (Tejerina et al., 2011; Raki¢ et al., 2007; Raki¢ et al., 2006; Cantos et al.,
2003). Os compostos fendlicos sdo uma das cinco categorias de fitoquimicos
encontrados em alimentos que podem ativar ou limitar a expressao de genes de vias que
influenciam o risco de doenca e produzem enzimas antioxidantes naturais (Yeh et al.,
2009). Estes componentes sdo responsaveis pelas funcdes fisiologicas, biologicas e
bioguimicas, principalmente devido a sua forte atividade antioxidante, mas também como
estabilizadores das membranas celulares (Kodad et al., 2014; Zyzelewicz et al., 2014).
Além disso, estes compostos sdo importantes na dieta humana para manter um nivel
adequado de antioxidantes e para equilibrar a producéo e subsequente neutralizacdo das
espécies reativas de oxigénio (ERO), de azoto (ERA) e de enxofre (ERE) (Moo-Huchin et
al., 2015). No entanto, esta provado que o teor de compostos fendlicos do género
Quercus depende da espécie, da fase de maturidade, da variacao sazonal e da origem

geografica (Sanchez-Burgos et al., 2013; AndrenSek et al., 2004).
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Popovi¢ et al. (2013) utilizaram a agua como solvente extrator e analisaram a
atividade antioxidante por dois métodos, FRAP e DPPH’, das espécies, Q. robur e Q.
petraea. Toori et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante das espécies Q. ilex e Q.
brantii. em extratos obtidos com metanol, agua e cloroférmio. Cantos et al. (2003)
analisaram a atividade antioxidante da casca e do miolo das espécies Q. ilex e Q. suber,
recorrendo a uma mistura metanol/agua através dos ensaios de DPPH" e ABTS™ (radical
2,2-azino-bis (3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato)). De facto, independentemente da
natureza do solvente extrator e do método analitico utilizado, todos os estudos foram

unanimes quanto ao potencial antioxidante deste fruto.
1.6.2 Atividade antimicrobiana

A investigacdo das atividades biologicas de extratos de plantas e produtos naturais
revela o potencial das plantas como fonte de novos agentes de conservagdo. Os estudos
sobre o0s extratos e compostos quimicos de plantas tém aumentado nas Ultimas décadas,
e tém sido aplicados na producédo de medicamentos para humanos e animais. Nao s6 os
extratos, como também os 6leos essenciais de diversas plantas, apresentam atividade
biol6gica, o que justifica mais estudos sobre este assunto, nomeadamente na
caracterizacdo da atividade antimicrobiana. O Irdo, a india e o Brasil sdo alguns dos
paises que usam plantas para aplica¢des antibacterianas. No Irdo, produtos de Quercus
tém sido utilizados como condimentos e agentes conservantes de alimentos, devido as

suas propriedades antimicrobianas (Andrensek et al., 2004).

O interesse nos alimentos prontos-a-comer aumentou nas Ultimas décadas. No
entanto, este tipo de alimentos oferece condigbes 6timas de crescimento de bactérias
produtoras de toxinas, caso do Staphylococus aureus. Este € capaz de crescer e
expressar viruléncia em diferentes alimentos, nomeadamente, produtos lateos, carnes e
produtos carneos, ovos e seus derivados, bolos e gelados (Bajalan et al., 2014; Balaban
e Rasooly, 2000).

Uddin e Rauf (2012) estudaram a atividade antimicrobiana da espécie Q. robur em
cinco bactérias diferentes (S. aureus, S. epidermis, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Klebsiella pneumonia) mostrando que contém compostos biologicamente ativos com
atividade antimicrobiana moderada. Andren3ek et al. (2004) também estudaram extratos
hidroalcodlicos da mesma espécie e concluiram que as bolotas sdo uma matéria-prima
promissora, com elevados teores de metabolitos secundarios com atividade

antimicrobiana consideravel. Outros autores também descreveram atividade
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antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas nas espécies Q.
resinosa e Q. persica (Nourafcan et al., 2013; Sanchez-Burgos et al., 2013).

O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos resultou no aparecimento de
bactérias resistentes a drogas, fungos e virus. Vérias populacdes de paises em
desenvolvimento usam produtos naturais, provenientes de plantas, contra doencas
infecciosas. Para responder ao aumento da resisténcia dos microrganismos patogénicos,
0s investigadores tém usado o conhecimento popular como fonte de desenvolvimento de
novas drogas com alto potencial antimicrobiano. O uso de fitoquimicos como agentes
antimicrobianos naturais, normalmente chamados “biocidas”, tem ganho popularidade. No
entanto, convém nao esquecer que as condicbes de extracdo destes compostos podem
contribuir, em grande parte, para o aumento da atividade antimicrobiana (Berahou et al.,
2007).

1.6.3 Outras atividades bioldgicas

Outras atividades biol6gicas foram descritas nas espécies Quercus, como atividade
antiviral, atividade antitumoral, atividade coagulante e inibicdo da acetilcolinesterase.

Sabe-se que os produtos naturais com propriedades antiangiogénicas podem ser
eficazes na prevencgéo de tumores malignos. Yarani et al. (2013) estudaram os feitos da
atividade citotoxica, antiproliferativa e antiangiogénica de Q. infectoria, usada no Irdo, e
provaram que o extrato hidroalcodlico da casca da bolota apresentou capacidade

inibitéria da angiogénese.

Frédérich et al. (2009) descreveram atividade anticancerigena contra trés tipos de
cancro (prostata, colon e gioblastoma multiforme) nas folhas de Q. robur. Esta atividade é

resultante do elevado teor em flavonoides e lectinas presentes nas mesmas.

Nos Ultimos anos a procura de coagulantes naturais tem vindo a aumentar. Sciban
et al. (2009) investigaram a capacidade dos extratos de diferentes espécies de Quercus
atuarem como coagulantes naturais, verificando que todos os extratos estudados

possuiam capacidade de coagulacéo de 70%.

A ingestdo de bolotas pode ajudar na prevencdo de Alzheimer. A atividade da
acetilcolinesterase (AChe) é considerada como um dos fatores etiol6gicos desta doenca.
Lee et al. (2005) num estudo realizado em ratos verificaram que a espécie Q. acutissima

apresentou um efeito inibidor significativo sobre a atividade da AChe. Com base nestes
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resultados, Han et al. (2012) realizaram um ensaio semelhante nhum humano saudavel.
Estes autores avaliaram o efeito inibidor da toma de 2 g de bolota, comparando com as
habituais 16 g de galantamina (farmaco usado na doencga de Alzheimer). Observaram
que nas primeiras 24 horas ap6s administracdo, a inibicdo da AChe provocada pela
ingestao de bolotas era semelhante a provocada pelo farmaco.

Estes estudos reforcam a importancia de pesquisas mais profundas, para o
reaproveitamento das bolotas também na industria farmacéutica, na prevencdo de

doencas degenerativas.

1.7. Objetivos

1.7.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como principal objetivo determinar a composigdo
nutricional, quimica e a capacidade antioxidante de quatro espécies do género Quercus,
colhidas a Norte de Portugal (Tras-os-Montes). Para a andlise de cada espécie foram
efetuadas trés amostras distintas: bolota inteira, casca e miolo.

1.7.2 Objetivos especificos

- Estudo da variacdo morfométrica (comprimento, diametro e massa) das quatro
espécies propostas no estudo (Q. suber, Q. faginea, Q. nigra e Q. ilex);

- Determinacdo da composi¢do nutricional (humidade, cinzas, gordura, proteina e

hidratos de carbono);
- Estudo do perfil lipidico (composi¢cdo em acidos gordos e vitamina E);

- Obtencdo de extratos hidroalcodlicos, a partir de um processo de extragcdo

sélido/liquido.
- Determinagé&o do teor de compostos fendlicos totais;
- Determinacéo do teor de clorofilas e carotenoides;

- Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro dos extratos obtidos, recorrendo a dois

ensaios diferentes e complementares (DPPH" e FRAP).
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2. Material e Métodos
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Todos os ensaios decorreram nos laboratérios do REQUIMTE/LAVQ (Laboratério
Associado para a Quimica Verde) do Departamento de Ciéncias Quimicas da Faculdade
de Farmécia da Universidade do Porto.

Este capitulo descreve as metodologias usadas na avaliagcdo da composicao
nutricional, determinac&o de compostos bhioativos e estudo da atividade antioxidante.

2.1 Reagentes e padrdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho tinham grau analitico.

e Determinacdo do teor de proteina: pastilhas catalisadoras Kjeldahl
(Na,S,04/CuSO,) e &cido sulfarico (H,SO,) concentrado 96% da Merck

(Darmstadt, Alemanha); hidréxido de sdédio (NaOH) da VWR International
(Leuven, Bélgica); acido borico (H;BO,) da Panreac (Barcelona, Espanha).

e Determinagdo do teor de gordura total: sulfato de sédio anidro (Na,SO,) da

Merck (Darmstadt, Alemanha); éter de petréleo da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, EUA).

Determinacdo do perfil em &cidos gordos: metanol da VWR International (Leuven,
Bélgica); hidroxido de potassio (KOH) da Panreac (Barcelona, Espanha); n-
hexano HPLC e sulfato de sodio anidro (Na,SO,) da Merck (Darmstadt,
Alemanha); trifluoreto de boro (BF;) da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA);
mistura de padrbes de acidos gordos (FAME 37, Supelco, Bellefonte, PA, USA).

Determinacao do teor total de vitamina E e do perfil de tocoferois e tocotriendis: n-
hexano HPLC da Merck (Darmstadt, Alemanha); 1,4-dioxano da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, EUA); padrdes de tocoferéis e tocotriendis: a, B, vy, o-
tocoferol e a, B, y, O-tocotrienol da Calbiochem (La Jolla, CA, EUA); padréo
interno de tocol: 2-metil-2- (4,8,12-trimetil tridecil)-cromano-6-ol da Matreya Inc
(PA, EUA); etanol absoluto da Fisher Chemical (Loughborough, Inglaterra);
hidroxitolueno butilado (BHT) da Sigma Aldrich (Steinheim, Alemanha); sulfato

de sddio anidro (Na,SO,) da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Extracdo dos compostos bioativos: etanol absoluto da Fisher Chemical

(Loughborough, Inglaterra).

Determinacdo do teor total de compostos fendlicos: carbonato de sodio

(Na,CO,) e éacido galhico da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA); reagente
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de Folin-Ciocalteau da Merck (Darmstadt, Alemanha).

e Determinacdo do teor total de clorofilas e carotenoides: n-hexano e acetona
adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemanha).

e Determinagdo da atividade antioxidante: 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH?®),
solucéo tripiridiltriazina (TPTZ), acetato de soédio, acido acético glacial, cloreto

férrico e sulfato ferroso da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA).

2.2 Recolha e tratamento das amostras

Em Portugal existem oito espécies diferentes de Quercus distribuidas por diferentes
regidbes: Q. suber (sobreiro); Q. faginea (carvalho portugués ou lusitano); Q.
nigra/pyrenaica (carvalho negral); Q. ilex/rotundifolia (azinheira); Q. robur (carvalho-
roble); Q. canariensis (carvalho de Monchique); Q. coccifera (carrasco); Q. lusitanica
(carvalhica).

Cada uma destas espécies difere entre si, no que respeita a copa, fruto, folha,
flores, tronco e distribuicao geografica (Tree Names, 2015). Neste trabalho foram apenas
selecionadas 4 espécies, as que predominam no norte de Portugal (Tras-os-Montes): Q.

suber, Q. faginea, Q. nigra e Q. ilex.

As amostras para o trabalho que se apresenta foram colhidas em setembro de
2014. Formaram-se 3 grupos de amostras por espécie: fruto inteiro, miolo e casca, num

total de doze amostras.

As diferentes amostras foram trituradas em moinho (Grindomix Retsch, Disseldorf,
Alemanha) até pé fino. De seguida, foram devidamente acondicionadas em frascos de
amostragem e conservadas a -80 °C, para serem liofilizadas e posteriormente analisadas
(Figura 3).

Figura 3 — Amostras trituradas e homogeneizadas para posterior analise.
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2.3 Analise morfolbgica

Foram escolhidas aleatoriamente seis bolotas de cada espécie, procedendo-se a

sua andlise morfologica (massa, comprimento e diametro) (Figura 4).

Q. nigra Q. suber Q. faginea Q.ilex

Figura 4 — Morfologia das amostras estudadas.

2.4 Anéalise centesimal

A analise centesimal teve por objetivo caracterizar o valor nutricional das amostras
(fruto inteiro, miolo e casca), visando possiveis aplicacbes na industria alimentar,

farmacéutica ou cosmética, sem nunca esquecer o0 conceito de sustentabilidade.

2.4.1 Determinagéo do teor de humidade

O teor de humidade foi determinado com uma balanca de determinacdo de
humidade, equipada com uma lampada de infravermelhos (Scaltec® modelo SMO 01,
Scaltec Instruments, Alemanha). Uma toma de 1-2 g, de acordo com o tipo de amostra,
foi submetida a um processo de secagem a 100 + 2°C, até atingir uma massa constante.
A andlise foi realizada em triplicado para cada amostra e os resultados expressos em

g/100 g de amostra fresca.
2.4.2 Determinacgéo do teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo direta de aproximadamente 1 g de
amostra em mufla aquecida gradualmente até 500-550 °C (Thermolyne 48000, F48010-
26, Electrothermal Engineering Ltd, Essex, Reino Unido) até obtencao de cinzas brancas,
seguindo o método oficial da AOAC (Association of Analytical Communities) (AOAC
920.153, 2000). O teor de cinzas foi determinado pela diferenca de massa antes e depois
do processo de incineracdo. A analise foi realizada em triplicado e os resultados

expressos em g/100 g de amostra em peso seco.
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2.4.3 Determinacao do teor de proteina

O teor proteico das amostras foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC
928.08, 2000), através da quantificagdo do azoto total presente nas amostras em estudo.
Cerca de 0,5 g de amostra foram pesadas em papel isento de azoto e colocadas num
tubo de Kjeldahl, juntamente com duas pastilhas catalisadoras (Kjeldahl tablets) e 20 mL
de acido sulftrico (H2SO., 96%). A digestdo acida foi efetuada no digestor automéatico K-
438 (Buchi®, Buchi Labortechnik AG, Suica) e os gases recolhidos no neutralizador de
gases Scrubber B-414 (Buchi®, Bichi Labortechnik AG, Suica). Desta forma, a matéria

organica foi destruida por oxidacéo e 0 azoto orgéanico originou sais de aménio.

ApOGs a alcalinizagdo do meio com 90 mL de hidréxido de sédio (NaOH, 32%),
libertou-se amoniaco que, por destilacdo automética na unidade de destilagdo K-360
(Buchi®, Buchi Labortechnik AG, Suica), foi recolhido em 60 mL de &cido borico (HsBO 4
%, pH 4,65), segundo o manual Buchi Labortechnik AG, 2007. Esta solugéo foi
posteriormente titulada com H,SO4 (0,1 M) usando como indicador o vermelho de metilo.
Na determinacdo do teor de proteina das amostras, os resultados da quantificacdo do
azoto total foram multiplicados pelo fator de conversdo 6,25 (FAO, 2012). As andlises
foram realizadas em triplicado e os resultados expressos em g/100 g de amostra em peso

Seco.

2.4.4 Determinacgéo do teor de gordura total

O teor de gordura total foi determinado pelo método de Soxhlet (AOAC 991.36,
2000). Para tal, pesaram-se cerca de 5 g de amostra, a qual se adicionou uma
guantidade suficiente de sulfato de sédio anidro (Na,SO,) para absorcao da humidade e
areia para evitar a colmatacdo a passagem do solvente. A mistura desumidificada foi
transferida para cartuxos de celulose, seguidamente colocados em ampolas de extracao
dos dispositivos de Soxhlet. A extracdo foi efetuada a quente, com éter de petréleo,
durante 8 horas, para baldes de fundo redondo previamente tarados e identificados. Uma
vez terminada a extracdo e recuperada a maior parte do solvente, procedeu-se a
determinagéo da gordura extraida e evaporacdo do solvente remanescente, em estufa a
100 °C durante periodos de 30 minutos. De seguida, foram arrefecidos no exsicador e
pesados até obtencdo de massa constante. As analises foram feitas em triplicado e os

resultados apresentados em g/100 g de amostra em peso seco.
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2.4.5 Determinacgéo do teor de hidratos de carbono

O teor de hidratos de carbono foi obtido pelo método indireto, por diferenca dos

restantes parametros nutricionais das amostras, de acordo com a seguinte equagao:

% Hidratos de Carbono = 100% - (% Proteinas + % Gordura + % Cinzas)

Os resultados foram apresentados em g/100 g de amostra em peso seco.

2.5 Determinacédo da composicdo em acidos gordos

A determinacdo da composicdo em acidos gordos foi efetuada na gordura extraida
(ponto 2.4.4) e analisada por cromatografia gasosa com detecao por ionizacdo de chama
(GC-FID).

A derivatizagdo dos acidos gordos em ésteres metilicos (FAME) foi efetuada de
acordo com o método descrito por Shanta e Ackman (1990), com ligeiras modificagdes. O
processo de transesterificacdo dos lipidos fez-se em meio alcalino e a metilagdo deu-se
na presenca de um catalisador, o trifluoreto de boro (BFs: 14% em metanol, solugéo

comercial).

2.5.1 Derivatizacao

Num vial clear de 4 mL misturaram-se 40 pyL de gordura e 3 mL de n-hexano. A
essa mistura adicionaram-se 200 uL de solucdo metandlica de hidroxido de potassio 2 M
e vortexou-se (VWR International) durante 1 minuto. De seguida, adicionaram-se cerca
de 500 mg de sulfato de sodio anidro (Na>SOs4) para retirar vestigios de agua, voltou-se a
vortexar e centrifugou-se (Heraeus Sepatech Labofuge Ae, Haraeus Instrumments,
Alemanha) a 3000 rpm durante 5 minutos para separacdo das fases aguosa e organica.
Apbs repouso, o sobrenadante foi transferido para um vial clear de 4 mL com rolha de

septo perfuravel com mais um pouco de Na,SOs, para retirar vestigios de agua.

De seguida a fase organica foi transferida para um vial clear de 2 mL, para injetor
automatico, com rolhas perfuraveis, e conservado a -20 °C até ao momento da analise

cromatogréfica (Fernandes et al., 2012).
2.5.2 Anélise cromatografica

Para a analise cromatografica dos ésteres metilicos dos &cidos gordos (FAME)
utilizou-se um cromatdgrafo gasoso Shimadzu GC-2010 com um detetor de ionizagao de

chama (Shimadzu, Columbia). O cromatografo estava equipado com uma coluna capilar
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de silica fundida CP-SIL 88 (Varian, Middelburg, The Netherlands; 50 mm x 0,25 mm
didmetro interno, 0,19 ym de espessura de filme). Usaram-se as seguintes condicbes
analiticas: corrente gasosa de hélio, a pressao interna inicial de 120 kPa; temperatura da
coluna 120 °C durante 5 minutos, programada para aumentar até 220 °C a velocidade de
3 °C/minuto, permanecendo a esta temperatura durante 10 minutos; temperatura do
injector e do detetor de 250 °C e 270° C, respetivamente; razdo de split: 1:50; volume de
injecdo 1,0 uL. Cada injecao foi efetuada em duplicado. Os FAME foram identificados por
comparacdo dos tempos de retencdo dos picos das amostras com 0s da mistura de
padrées de FAME. Para o tratamento dos dados recorreu-se ao software GS Solution
(versado 2.30, Shimadzu GC Solution, Shimadzu, Columbia). Cada FAME foi expresso em
% de peso dos FAME totais presentes no cromatograma (Fernandes et al., 2012; Casal e
Oliveira, 2007).

2.6 Determinacéo do teor de vitamina E

A determinacao do teor de vitamina E fez-se a partir da gordura extraida a frio, com
n-hexano. Para a identificagcdo dos compostos individuais prepararam-se solu¢fes padrao
em n-hexano (28; 21; 14; 7; 3; e 1,5 mg/ mL) contendo os seguintes vitameros: a, B3, y, 0—
tocoferol e a, B, y, d-tocotrienol. Cada uma destas solugdes continha 20 uL de padrao

interno (PI, tocol) a uma concentragdo de 1 mg/ mL.
2.6.1 Preparacao das amostras

A preparacdo das amostras para analise consistiu na pesagem de cerca de 1 g de
cada amostra para tubos Supelco ambar de 40 mL, aos quais se adicionaram 10 mL de
n-hexano-BHT (0,01%), 20 uL de PI (padrao interno, tocol) e 5 mL de etanol absoluto.
Agitou-se a mistura em vortex (VWR International) e centrifugou-se (Heraeus Sepatech
Labofuge Ae, Haraeus Instrumments, Alemanha) a 5000 rpm, durante 2 minutos.
Seguidamente, transferiu-se a fase orgéanica para tubos Supelco ambar de 40 mL e
voltou-se a extrair com 20 mL de n-hexano-BHT, vortexou-se e centrifugou-se nas
condi¢bes acima referidas. Posteriormente juntaram-se as fases organicas e adicionou-se
uma quantidade suficiente de sulfato de sddio anidro para absorcéo de toda a humidade,
vortexou-se e procedeu-se a uma Ultima centrifugacao realizada nas mesmas condicdes

de todas as anteriores.
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De seguida, recolheu-se a camada de n-hexano para novos tubos Supelco ambar
de 40 mL, os quais foram colocados a evaporar sobre uma corrente de azoto (N2) e
retomou-se a amostra com 1 mL de n-hexano. Por fim, a gordura retomada em n-hexano
foi transferida para tubos Supelco @mbar de 2 mL, para injetor automatico, com rolhas
perfurdveis, e conservados a -20 °C até posterior analise realizada por cromatografia
liquida de alta performance com detecdo por fluorescéncia (HPLC-FLD) (Alves et al.,
2009).

2.6.2 Andlise cromatografica

A andlise cromatogréfica foi realizada num sistema HPLC da Jasco (Japao)
equipado com um injetor automatico (AS-2057), uma bomba (PU-2089) e um detetor de
diodos (MD-2018) acoplado a um detetor de fluorescéncia FLD (FP-2020). A separacao
cromatogréfica foi efetuada numa coluna de fase normal Supelcosil LC-SI (3 ym; 75 mm
x 3,0 mm; Supelco, Bellefonte, EUA), a temperatura ambiente (21 °C). Utilizou-se como
eluente uma mistura de n-hexano e 1,4-dioxano (98:2), a um fluxo de 0,7 mL/ minuto
(Arauvjo et al., 2015).

Os compostos foram identificados com base nos seus espetros e tempos de
retencdo, comparativamente aos dos padrbes. A sua quantificacdo foi efetuada pelo
método do padrdo interno, usando os cromatogramas obtidos com o detetor de
fluorescéncia (Aexcitacio= 290 NM; Aemisszo= 330 nm). Os dados foram analisados no
Software Borwin-PDA (JMBS, Franca). Todas as analises foram efetuadas em duplicado
e 0s resultados expressos em mg/100 g de gordura.

2.7 Determinacao do teor de clorofilas e carotenoides

Os pigmentos foram quantificados por espetrofotometria (Shimadzu-UV 1800
spectrophotometer, Japdo). Aproximadamente 0,5 g de amostra foi submetida a um
processo de extracdo com solvente constituido por 10 mL de mistura de acetona:hexano
(4:6). A solucdo foi homogeneizada em vortex e centrifugada a 5000 rpm, durante 30
minutos. O sobrenadante foi recolhido e efetuaram-se leituras das absorvéncias a
diferentes comprimentos de onda (663, 645, 505 e 453 nm) de forma a quantificar os
teores de clorofilas e carotenoides, segundo o método descrito por Nagata e Yamashita
(1992).
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As leituras referentes a cada amostra e comprimento de onda foram feitas em
triplicado e os resultados expressos em mg/g de amostra. Para o calculos dos teores de

clorofila a, clorofila b, B-caroteno e licopeno recorreu-se as seguintes formulas:

= Clorofila a (mg/ g) = 0,999A663 — 0,0989A645

= Clorofila b (mg/ g) = — 0,328A¢s3 + 1,77A¢as

= Licopeno (mg/ g) = — 0,0458A¢63 + 0,204 A645 + 0,372As505 — 0,0806A453
= B-caroteno (mg/ g) = 0,216Aeez — 1,22A645 — 0,304As505 + 0,452A453

2.8 Compostos bioativos e atividade antioxidante
2.8.1 Preparagé&o dos extratos

A avaliacdo dos compostos bioativos (fendlicos totais) e da atividade antioxidante
foi determinada em extratos hidroalcodlicos. Para isso, as amostras (frutos inteiros, miolo
e cascas) foram submetidas a extracdo com uma mistura etanol:dgua (50:50), por
maceragdo (0,5 g/100 mL de solvente, durante 60 minutos a 40°C), seguindo-se as
condigbes do método validado por Costa et al. (2014). A extragéo foi efetuada em placa
de aquecimento com agitacdo constante de 600 rpm (Variomag, Telemodul 40 CT,
Alemanha) e os extratos obtidos foram filtrados com papel de filtro Whatman No.1 e

congelados a -25 °C, para posterior analise. Os extratos foram realizados em triplicado.

2.8.2 Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos hidroalcodlicos foi
determinado por espetrofotometria, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (RFC)
(Moure et al., 2014). Os compostos fendlicos reagem com o RFC apenas em condicfes
alcalinas (MacDonalds-Wicks et al., 2006). Seguindo a metodologia previamente descrita
por Alves et al. (2009) foram colocados num tubo de ensaio 500 pL de extrato (diluigdo
10x), branco ou padrao (solucéo de acido galhico, 1000 ppm) aos quais se adicionaram
2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (diluicdo 10x) e deixou-se reagir durante 5 min.
Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de solu¢éo de carbonato de sédio (Na.COs, 7,5%)
e colocaram-se os extratos em banho a 45°C durante 15 minutos, seguido de 30 minutos
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, antes de ser determinada a absorvéncia a
765 nm, utilizando um Leitor de Microplacas Synergy HT (BioTek Instruments, Synergy
HT GENS5, EUA). A correlagcdo entre a absorvéncia da amostra e a concentracdo do
padrdo (acido gélhico) foi obtida através da reta de calibracdo (gama de linearidade: O-

150 mg/L, R?= 0,9973) efetuada aquando das determinacdes (Figura 5).
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O teor de fendlicos totais foi expresso em mg de equivalentes de acido galhico
(EAG) por g de amostra.
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@
_.0,8000
& 0,6000 _*
% 0,4000 I
- e y=0,0061x+0,011
0,2000 o« R2=0,9973
0,0000 ===
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracao de acido galhico (mg/L)

Figura 5 — Curva de calibragéo do acido géalhico (mg/L).
2.8.3 Determinacao da capacidade antioxidante

Os compostos prooxidantes estdo implicados no desenvolvimento de doencas,
entre elas, as doencas cardiovasculares, as inflamagbGes crénicas e as doencas
neurodegenerativas, como as doencas de Alzheimer e Parkinson (Barroso et al., 2011;
Stohs, 1995; Gutteridge, 1993).

Os compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que, quando
presentes em pequenas concentracdes em relagdo ao substrato oxidavel, séo capazes
de retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidagdo do substrato (Niki, 2010),
desempenhando um importante papel no controlo do processo oxidativo do organismo,

por neutralizacdo das espécies reativas.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante foram realizados dois ensaios, segundo
metodologias previamente descritas (Benzie e Strain, 1999; Brand-Williams et al., 1995):
determinagdo da capacidade de neutralizagdo do radical DPPH e avaliacdo do poder

antioxidante por reducéo do ido férrico (método FRAP).

2.8.3.1 DPPH"

O DPPH é um radical estavel utilizado para avaliar a capacidade redutora de
radicais livres de compostos antioxidantes, através da reducédo da absorvéncia medida a
525 nm. Este ensaio decorreu de acordo com 0 método descrito por Brand-Williams et al.

(1995) ao qual foram efetuadas ligeiras modificacoes.
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A mistura da reacdo ocorreu numa placa de 96 pogos, e consistiu, assim, em
adicionar a 20 pL de extrato, 180 uL de solugéo etandlica de DPPH" (6,0 x 10° mol/L)
preparada na hora, e efetuar leituras a 525 nm em leitor de microplacas (BioTek Synergy
HT, GENS5, EUA). O decréscimo de absorvéncia referente ao DPPH" foi determinado de
2 em 2 minutos, até a reacdo estabilizar, o0 que demorou cerca de 40 minutos.

A atividade captadora de radicais (ACR) foi calculada como uma percentagem de
descoloracdo, passando de violeta a amarelo. Os resultados foram expressos em % de

inibicao.
2.8.3.2 FRAP

O método FRAP, baseia-se na reducdo do complexo Fe (lll) /ferricianeto
[FeCls/KsFe(CN)e] a Fe (ll), forma ferrosa, pelo composto antioxidante na solugéo. Assim,
determinou-se o poder antioxidante por reducdo do ido férrico, segundo metodologia

previamente descrita por Guimaraes et al. (2010).

Em tubo de ensaio, colocaram-se 90 uL de extrato, 270 yL de agua destilada e 2,7
mL de reagente FRAP (75 mL de tampéo acetato 0,3 M, 7,5 mL solucdo TPTZ 10 mM e
7,5mL FeClz 20 mM). Homogeneizou-se a solucéo e colocou-se em banho-maria a 37°C.
Apo6s 30 minutos, efetuaram-se as leituras das absorvéncias a 595 nm num leitor de
microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT GENS5, EUA). O padrao sulfato ferroso 2
mM foi usado para obter a curva de calibracdo (gama de linearidade: 0-840 mg/ L, R?%=
0,9953) efetuada aquando das determinagfes (Figura 6). Os resultados foram expressos

em pmol sulfato ferroso/g de extrato seco.

'8
-4

0.2 = y = 0,0009x- 0,0105
0.1 R2=0,9953

Abs (595 hm)
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Concentracao de sulfato ferroso (mg/ L)

Figura 6 — Curva de calibracdo do sulfato ferroso (mg/L).
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3. Resultados e Discussao
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3.1 Analise morfolbgica

Véarios estudos referem que as variagcbes do tamanho das sementes sdo
consequéncia da resposta adaptativa a variabilidade ambiental, como a latitude, a
altitude, a temperatura e a disponibilidade de agua (Ramirez-Valiente et al., 2009). O
tamanho da semente € uma das caracteristicas morfolégicas com grande importancia nos
primeiros estagios do ciclo de vida de uma planta, pois controla a aptiddo para a

descendéncia.

Pouco se sabe sobre os motivos que provocam alteragbes nos parametros
morfolégicos destes frutos, uma vez que a maioria dos estudos publicados baseia-se em
estimativas da producdo de bolota, sem caracterizar concretamente a morfologia das
diferentes espécies (Gea-lzquierdo et al., 2006). Encaixando-se nessa lacuna, este tépico
visou analisar a variabilidade dos parametros morfolégicos das bolotas de Q. suber, Q.

faginea, Q. nigra e Q. ilex (Figura 7).

Massa(g)
Quercus lex _
Quercusnigra e |
Quercus faginea e
Cluercus suber o e

ooo 1000 200 300 400 500 600 700 800
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Qluercus faginea =
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0,00 1,00 2,00 300 4.00 5,00

Diametro (mm)

CQuercus ilex i

Quercus nigra =
Quercus faginea =

Quercus suber =

0,00 1.00 2,00 3,00 4,00 5,00 5,00 7.00

Figura 7 — Caracteristicas morfologicas das espécies de Quercus estudadas.
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De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que as espécies Q. nigra e Q.
ilex foram as que apresentaram maior massa e comprimento. No entanto, as espécies Q.
suber e Q. nigra apresentaram maior didmetro, evidenciando-se assim as diferencas

morfolégicas entre as espécies.

As massas das espécies estudadas estdo de acordo com alguns estudos realizados
por outros autores (Porras,1998; Afzal-Raffi et al., 1992). No entanto, os valores
reportados na literatura em relacéo ao diametro (0,69 — 2,07 cm), e ao comprimento (2,07
— 3,4 cm), ndo séo téo idénticos aos obtidos (Carbonero et al., 2003; Porras, 1998). As
espécies portuguesas apresentam didmetros médios inferiores e comprimentos
superiores aos descritos por Carbonero et al. (2003) na espécie Q. ilex de origem
espanhola.

As diferencas existentes na morfologia das espécies estudadas devem-se
essencialmente, as variaveis genéticas, pois foram colhidas na mesma altura em regides
proximas (Gea-lzquierdo et al., 2006). Relativamente & variacdo de peso,
Alvarez et al. (2002) sugeriram que o aumento da massa das bolotas durante a
frutificac@o pode estar relacionado com as infestacfes provocadas pelos insetos.

3.2 Analise quimica

3.2.1 Caracterizagao do perfil nutricional

A caracterizagdo nutricional da bolota e dos seus subprodutos é muito importante
para o aumento do conhecimento sobre estas matérias-primas, de modo a avaliar a sua
possivel aplicagdo na industria. Os valores nutricionais determinados para as amostras

estdo resumidos na Tabela 1 e 2.

Tabela 1 — Valores nutricionais do fruto inteiro das espécies de Quercus estudadas.

Amostra Humidade Cinzas Proteina Gordura Hidratos de

(Fruto inteiro) carbono
Q. suber 53,86 + 0,05 2,78 £ 0,01 9,73+0,33 3,28 £ 0,20 84,43 £ 0,29
Q. faginea 47,88 + 0,09 2,14 £0,01 7,28 +£0,32 2,52+0,31 88,26 + 0,34
Q. nigra 50,91 £ 0,15 1,29 + 0,04 5,562 +0,33 2,03+0,11 91,84 +£0,18
Q. ilex 31,52 +0,13 1,54 + 0,01 452 +0,34 10,23 + 0,27 92,34 £ 0,37

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrédo (n=3) em g/100g.
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Embora este fruto ndo seja consumido inteiro, achou-se interessante fazer a sua
andlise total como controlo e para, posteriormente, se compararem 0sS seus teores com a

parte edivel (miolo) e a casca.

De uma maneira geral, os teores de humidade de amostra fresca foram
semelhantes entre as espécies, embora a Q. ilex apresentasse um teor de humidade
inferior (31,5 g/100g). Foi realizado um processo de desidratacdo, por liofilizacdo, de
forma a garantir uma reducdo homogénea dos teores de humidade em todas as amostras
estudadas. Todas as espécies ficaram com teores inferiores a 10 g/100g. Na restante
andlise nutricional os valores foram convertidos para peso seco de amostra, de modo a

uniformizar todos os parametros calculados.

Sabe-se que quanto maior o teor em cinzas menor o teor de matéria organica.
Relativamente ao teor de cinzas observaram-se valores entre 1,29 e 2,78 g/100g, para as
espécies Q. nigra e Q. suber, respetivamente. Estes valores sdo bem mais elevados
guando comparados com os descritos por Carvalho et al. (2011) num estudo realizado
em arroz integral e soja. Pio et al. (2014) descreveram teores de cinzas bastante
inferiores em 11 espécies de castanha. O teor de cinzas também permite dar uma
estimativa aproximada do teor mineral total presente na matriz alimentar, sendo um

parametro nutricional importante.

As proteinas sao constituintes de elevada importancia dos alimentos, pois
desempenham um papel biolégico de extrema importancia, exercendo fung¢des a nivel
estrutural, enzimatico, energético, hormonal e de defesa. O teor de proteinas das
amostras variou entre 4,52 e 9,73 ¢g/100g, destacando-se a espécie Q. suber como a
mais rica em proteinas. A espécie Q. ilex foi a que apresentou um teor proteico inferior.
Os resultados obtidos s@o bastante superiores aos descritos em 3 variedades de
castanha nacional (Longal, Martainha e Viana), com 3,45, 3,60 e 3,39 ¢/100g,
respetivamente (Guiné et al., 2004). No entanto, a qualidade proteica de uma matriz
alimentar refere-se também & sua composicdo em aminoécidos, proporgdo e
biodisponibilidade destes. Sugere-se assim, que num futuro trabalho seja realizado o

perfil de aminoéacidos nas diferentes espécies de bolotas.

O consumo excessivo de gordura podera estar na origem de diversas doencas
cronicas, sendo por este motivo fundamental uma escolha acertada do tipo e quantidade
de gordura consumida. Desde os tempos mais remotos que os frutos secos e as
sementes oleaginosas sdo considerados alimentos saudaveis, com elevado valor

energético e ricos em acidos gordos (AG) insaturados. Pela analise do teor de gordura
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total obtido nas amostras estudadas (Tabela 1) a espécie Q. ilex apresenta valores
significativamente mais elevados, 5 vezes mais do que a espécie Q. nigra. Relativamente
ao teor de lipidos, e de acordo com os trabalhos publicados, a quantidade de lipidos
totais presente nas bolotas é geralmente reduzida (Al-Rousan et al., 2013; Rodriguez-
Estévez et al., 2008).

Os hidratos de carbono sdo as biomoléculas mais abundantes de qualquer
organismo vivo. Apresentam numerosas aplicagbes comerciais como espessantes,
emulsionantes e estabilizadores, devido a presenca de amido. A concentracéo total de
polissacarideos, ou seja, o total de hidratos de carbono varia entre as diferentes espécies
de bolotas, variando entre 84,43 e 92,34 g/100g.

Comparando os resultados obtidos com os ja estudados por outros autores,
verificou-se uma concordancia de resultados. Loépez-Carrasco et al. (2004), Aguilera et al.
(2002) e Afzal-Rafii et al. (1992) obtiveram teores de cinzas de entre os 1,6 e 2,2 g/100g,
de proteinas entre 4,8 e 5,6 g/100g, de gordura entre 6,3 e 12,1 g/100g, respetivamente.
Relativamente aos teores de humidade e hidratos de carbono, Bainbridge et al. (2001)

referiram valores de 8,7 a 44,6 g/100g e teores entre 32,7 e 89,7 g/100g, respetivamente.

Admitindo que a bolota € um fruto seco, cuja casca ndo € utlizada para a
alimentacdo, foram efetuados os mesmos ensaios no miolo e na casca das quatro
espécies (Tabela 2). O objetivo deste desdobramento de amostras visou potenciar o
miolo como matéria-prima edivel e promover possiveis aplicagbes da casca, atendendo

ao conceito de sustentabilidade.

Tabela 2 — Valores nutricionais do miolo e casca das espécies de Quercus estudadas.

A Humidade Cinzas Proteina Gordura Hidratos de
mostra
carbono
Miolo 4792+0,05 2,70+0,11 9,01+0,42 3,86 + 0,03 85,32 +0,03
Q. suber
Casca 34,75 £0,11 2,09 +0,03 8,00 + 0,36 0,97 £ 0,16 87,63 £ 0,46
Miolo 35,10+0,13 1,93+0,03 5,19+ 0,33 3,82+0,11 90,86 + 0,25
Q. faginea
Casca 22,58 + 0,05 1,97 £0,04 6,70 £ 0,85 0,50 + 0,03 89,23 £ 0,97
Miolo 43,00+0,05 1,39+0,01 5,19+ 0,34 2,54 + 0,09 91,97 £0,32
Q. nigra
Casca 23,22+0,04 0,82+0,02 3,82+0,35 0,83 +0,04 94,52 + 0,31
Miolo 33,98 £ 0,10 1,27 £0,01 4,49 + 0,00 12,01 +0,19 92,91 £ 0,04
Q. ilex
Casca 25,93 £ 0,09 1,10+£0,01 2,24 + 0,15 1,07 £0,03 95,53+0,17

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrédo (n=3) em g/100g.
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A andlise nutricional do miolo e casca da bolota fresca, revelou uma elevada
quantidade de &gua, uma vez que o teor de humidade esta compreendido entre 22,6
g/100g (Q. faginea) e 47,9 g/100g (Q. suber). A liofilizag&o, tal como na analise do fruto
inteiro, mostrou-se eficaz, com uma reducdo abrupta dos teores deste parametro para
valores inferiores a 10 g/100g. Observou-se que em todas as espécies os teores diferiram
nos dois produtos (miolo e casca) sendo que a casca contém valores inferiores de
humidade nas quatro espécies. Bainbridge (2001) afirmou que os teores de humidade
nas espécies de Quercus se encontram entre 8,7 e 44,6 g/100g indo ao encontro dos

valores obtidos.

O teor de cinzas ndo foi muito diferente entre o miolo e a casca de cada espécie.
No entanto, a espécie Q. suber mostrou superioridade em ambas as frac6es (miolo e
casca). Os resultados obtidos foram concordantes com os descritos por Cafielas et al.
(2003). Segundo estes autores, num estudo realizado nas mesmas espécies, o teor de
cinzas variou entre 2,0-2,5 g/100g e entre 1,8-2,2 g/100g para o miolo e casca,
respetivamente. Rodriguez-Estévez et al. (2008) descreveram teores de 1,9 g/100g no
miolo da espécie Q. ilex, mostrando concordancia com os resultados obtidos neste
trabalho.

De uma maneira geral, o teor de cinzas obtido no miolo das bolotas assemelharam-
se aos descritos noutros frutos secos, como améndoa (3,0 g/100g), noz (1,98 g/100g),
amendoim (2,60 g/100g), castanha (1,10 g/100g), e avela (2,45 g/100g) (INSA, 2010).

O teor de proteina bruta variou entre as espécies e entre as diferentes fracbes de
cada uma delas. A espécie Q. suber apresentou superioridade no teor proteico tanto no
miolo como na casca. Em contrapartida a espécie Q. ilex foi a que teve menor teor de
proteina bruta. Correia et al. (2009) e Rodriguez-Estévez et al. (2008) também estudaram
o0 miolo da espécie Q. ilex descrevendo um teor de 4,8 g/100g, bastante semelhante ao
obtido neste estudo (4,5 g/100g). Num contexto geral, observou-se um comportamento
idéntico em todas as espécies, sendo os teores de proteina superiores no miolo, com
excecdo da espécie Q. faginea. Neste caso em concreto, e devido a auséncia de dados
cientificos que comprovem a diferenca encontrada nesta espécie, apenas se sugere que
sejam realizados novos ensaios que fundamentem a veracidade dos valores
encontrados. No entanto, estes resultados experimentais foram concordantes com o0s
obtidos por Cafielas et al. (2003). As diferencas encontradas entre espécies, mais uma
vez, podem ser justificadas por fatores ambientais e genéticos, os quais podem

influenciar o valor nutricional da bolota.

32



Rita Pacheco | Mestrado em Controlo de Qualidade

Relativamente ao teor de gordura total, e de acordo com os trabalhos publicados
até a data, a quantidade de gordura total € pequena (Rosenberg, 2008; Gea-lzquierdo et
al., 2006). De facto, as amostras analisadas apresentaram teores de gordura reduzidos,
em alguns casos abaixo de 1 g/100g e nunca excedendo os 4 g/100g. A espécie Q. ilex
foi uma excecéo, evidenciando um teor de gordura de 12,0 g/100g no miolo. E de referir
que neste parametro € esta a espécie que contém os teores mais elevados de gordura
total, quando comparada com as restantes trés espécies, embora o teor de gordura no
miolo tenha sido sempre substancialmente superior ao encontrado nas cascas. Mesmo
assim, esta espécie (Q. ilex) mostrou sempre teores de gordura total superiores em
ambos os produtos (miolo e casca). O teor de gordura total do miolo desta espécie
parece exageradamente alto, porém quando comparado com outros estudos, tais como o
de Correia et al. (2009), Rodriguez-Estévez et al. (2008), e Afzal-Raffi et al. (1992) os
resultados sdo concordantes com os descritos pelos autores, cujos valores foram 11,1
g/100g, 10,8 g/100g, e 11,3 g/100g, respetivamente.

Da fragdo lipidica foram estudados, nas quatro espécies de bolota, os &cidos
gordos e a vitamina E, pelo que serd efetuada uma discussdo dos resultados obtidos

posteriormente.

O teor de hidratos de carbono variou pouco entre a casca e o0 miolo de cada
espécie. A espécie Q. suber foi a que teve menores teores e a Q. ilex a que apresentou
teores mais elevados. A variacdo dos teores de hidratos de carbono encontrada nas
cascas e no miolo foi de 87-95 g/100g e de 85-92 @g/100g, respetivamente. Estes
resultados séo concordantes com os descritos na literatura (Bainbridge, 2001). A maior
parte destes hidratos de carbono séo polissacarideos, e correspondem a fibra dietética
(Sanchez-Machado et al., 2004), razdo que fundamenta o incremento do consumo de

bolota e 0 aproveitamento da casca para outras areas industriais.
3.2.2 Acidos gordos

Os lipidos sé@o a principal forma de armazenamento de energia, fornecendo 9
kcal/lg. Asseguram, por exemplo, a formacdo da bicamada lipidica das membranas
celulares, desempenhando também um papel no funcionamento de enzimas, hormonas e

sinalizadores intracelulares, entre outras funcdes reconhecidas (Nelson e Cox, 2005).

A composicgao total em FAME esté descrita na Tabela 3 e 4, bem como o somatério
das diferentes classes de acidos gordos (SFA, MUFA, PUFA) e a relacdo 6mega

3/bmega 6 (n-3/n-6) e 6mega 6/6mega 3 (n-6/n-3). As Figuras 8 e 9 ilustram a
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composi¢cdo dos FAME presentes nas diferentes espécies de Quercus estudadas (fruto

inteiro, miolo e casca).

Tabela 3 — Composicao em acidos gordos do fruto inteiro das espécies de Quercus estudadas.

Acidos gordos

Q. suber

Q. faginea

Q. nigra

Q. ilex

Fruto inteiro

Fruto inteiro

Fruto inteiro

Fruto inteiro

4:0 ND ND 0,15+0,02 0,04+0,00
8:0 ND ND ND 0,01+0,00
10:0 ND ND 0,01+0,00 ND
12:0 0,04+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00
14:0 0,22+0,00 0,13+0,02 0,16+0,00 0,07+0,00
15:0 0,10+0,00 0,08+0,00 0,10+0,01 0,02+0,00
16:0 13,49+0,00 15,96+0,64 15,93+0,35 12,83+0,01
17:0 0,15+0,00 0,09+0,00 0,10+0,01 0,08+0,00
18:0 1,29+0,02 1,74%0,07 1,91+0,20 ND
21:0 0,02+0,00 0,03+0,00 0,06+0,01 0,03+0,00
24:0 0,07+0,01 0,10+0,00 0,09+0,01 0,01+0,00
I SFA 15,38 18,15 18,53 13,10
16:1 2,23+0,00 0,32+0,03 0,59+0,03 0,18+0,00
18:1n9¢c 53,85+0,05 58,19+1,61 48,30+3,36 68,73+0,03
18:1n9t ND ND ND 2,92+0,01
20:1 5,96+0,03 1,46+0,05 2,71+0,37 0,63+0,00
22:1n9 0,19+0,02 0,21+0,02 0,29+0,02 0,13+0,00
z MUFA 62,23 60,18 51,89 72,59
18:2n6c 21,67+0,17 20,50+0,69 28,16%3,25 13,35£0,04
18:3n3 0,24+0,04 0,48+0,02 0,55+0,03 0,52+0,00
18:3n6 0,16+0,01 0,49+0,02 0,52+0,04 0,35+0,00
22:2 0,04+0,01 0,04+0,00 0,05+0,00 0,02+0,00
z PUFA 22,13 21,51 29,30 14,24
n-3 0,24 0,48 0,55 0,52
n-6 21,83 20,99 28,68 13,70
n-6/n-3 90,96 43,73 52,15 26,35
n-3/n-6 0,01 0,02 0,01 0,04

ND — nédo detetado

Os valores sdo expressos através da média + desvio padrao da % total de FAME detetados (n=3).

Apesar das bolotas ndo constituirem uma fonte convencional de gordura, por

apresentarem valores de gordura total reduzidos, a sua pequena fracdo lipidica pode

representar uma mais-valia na sua aplicacdo na industria alimentar. De acordo com a

Tabela 3, na composicdo em &acidos gordos,

predominam o0s &cidos mono e

polinsaturados (MUFA e PUFA, respetivamente), maioritariamente os monoinsaturados.

Os acidos gordos saturados (SFA), variam entre 13,10% e 18,53% do total de

FAME nas amostras analisadas. Destaca-se o acido palmitico (C16:0), com teores
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compreendidos entre 12,83% e 15,96%, sendo a espécie Q. faginea a que apresenta
maiores teores. Na espécie Q. ilex verificou-se a presenca do acido caprilico (C8:0), que
embora encontrado em quantidades reduzidas, ndo foi detetado nas outras espécies.
Uma das possiveis justificacfes para a sua detecao na espécie Q. ilex podera dever-se a
diferenca entre a propor¢éo miolo/casca e fruto inteiro.

Relativamente aos acidos gordos monoinsaturados (MUFA), destaca-se o0 acido
oleico (C18:1n9c). O teor deste acido gordo é bastante similar nas diferente espécies
salientando que a espécie Q. ilex contém maior teor, tal como aconteceu quando
analisado os seus subprodutos, como se ira verificar posteriormente. Os teores de MUFA
nas amostras dos frutos variam entre 51,89% e 72,59% dos FAME totais.

No gue diz respeito ao teor de acidos gordos polinsaturados (PUFA) verificaram-se
diferencas entre as espécies. Os valores variaram de 14,24% (Q. ilex) a 29,30% (Q.
nigra). O &cido linoleico (C18:2n6c) foi o maioritario, com valores entre 13,35% (Q. ilex) e
0s 28,16% (Q. nigra).

As bolotas possuem maior teor de 6mega 6 do que dmega 3 no fruto inteiro (Tabela
3), com variagfes de 13,70-28,68% e de 0,24-0,55%, respetivamente.
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Figura 8 — Cromatogramas da anélise de FAME do fruto inteiro das espécies de Quercus

estudadas.
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Tabela 4 — Composi¢ao em acidos gordos do miolo e casca das espécies de Quercus estudadas.

Acidos Q. suber Q. faginea Q. nigra Q. ilex
gordos Miolo Casca Miolo Casca Miolo Casca Miolo Casca
4:0 ND ND ND ND 0,25#0,01  0,71+0,12 | 0,03+0,00  1,08+0,05
8:0 0,01+0,00 ND ND ND 0,04+0,00 ND ND ND
10:0 0,02+0,00 ND ND ND 0,02+0,00 0,08+0,01 ND ND
12:0 0,05+0,00 ND 0,01+0,00 0,44+0,03 0,03+0,00 0,31+0,00 0,01+0,00 0,10+0,00
14:0 0,27+0,02 1,56+0,10 0,07+0,00 1,76+0,02 0,17+0,00 0,93+0,04 0,06+0,00 0,56+0,13
15:0 0,07#0,00  0,79+0,06 | 0,06+0,00  0,50+0,04 | 0,09+0,00  0,39+0,00 | 0,02+0,00  0,30+0,06
16:0 14,71+0,39  12,76+0,20 | 14,62+0,30 22,54+0,34 | 15,24+0,03 18,53+0,16 | 12,60+0,11 15,53+0,15
17:0 0,11+0,00 ND 0,08+0,00  0,41+0,07 | 0,09+0,00  0,32+0,04 | 0,08#0,00  0,25+0,00
18:0 1,49+0,02 3,44+0,08 1,77+0,00 3,41+0,10 1,64+0,01 3,87+0,07 ND 3,44+0,08
21:.0 0,03+0,01 ND 0,03+0,00 ND 0,04+0,00 ND 0,03+0,00 ND
24:.0 0,11+0,01 4,44+0,11 0,02+0,00 5,44+0,11 0,04+0,01 ND 0,01+0,00 0,85+0,34
X SFA 16,88 22,99 16,66 34,50 17,65 25,14 12,84 22,11
16:1 0,69+0,02 ND 0,28+0,00 0,40+0,06 0,22+0,01 0,60+0,02 0,08+0,00 0,70£0,15
18:1n9c 54,59+0,24 53,36+0,81 | 59,01+0,01 24,81+0,06 | 47,12+0,12 45,58+0,70 | 69,05+0,14 53,79+1,29
18:1n0t ND ND ND ND ND ND 3,02+0,02 ND
20:1 3,69+0,02 2,46+0,21 1,12+0,02 13,69+0,24 | 2,43+0,01 7,22+0,09 0,59+0,00 3,66+0,05
22:1n9 0,15+0,00 ND 0,18+0,00 1,35+0,12 0,15+0,00 0,92+0,05 0,12+0,00 0,66+0,02
Z MUFA 59,12 55,82 60,59 40,25 49,92 54,32 72,86 58,81
18:2n6¢c 23,19+0,06 17,82+0,05 | 21,56+0,04 19,25+4,16 | 31,21+0,12 17,96+0,00 | 13,34+0,00 16,77+0,84
18:3n3 0,43+0,01 ND 0,47+0,01 ND 0,55+0,01 0,26+0,01 0,52+0,00 0,37+0,03
18:3n6 0,19+0,00 ND 0,46+0,00 0,53+0,30 0,40+0,00 0,64+0,02 0,34+0,00 0,58+0,00
22:2 0,04+0,01 ND 0,03+0,00 ND 0,22+0,00 ND 0,02+0,00 ND

Z PUFA 23,88 17,82 22,52 19,78 32,41 18,86 14,22 17,72
n-3 0,43 ND 0,47 ND 0,55 0,26 0,52 0,37
n-6 23,38 17,82 22,02 19,78 31,61 18,60 13,68 17,56
n-6/n-3 54,37 ND 46,85 ND 57,47 71,54 26,31 47,46
n-3/n-6 0,02 ND 0,02 ND 0,02 0,01 0,04 0,02

ND — nédo detetado
Os valores sdo expressos através da média + desvio padrao da % total de FAME detetados (n=3).

De acordo com a Tabela 4, e tal como aconteceu na analise do fruto inteiro,
predominam os &cidos gordos insaturados (MUFA e PUFA), destacando-se, mais uma
vez, 0s monoinsaturados. Os acidos gordos insaturados variam entre 14,22 e 72,86% do
total de FAME, sendo similar o teor destes compostos nas diferentes espécies de

Quercus estudadas.

A composicdo dos acidos gordos saturados e insaturados é bastante similar a
encontrada no fruto inteiro. O acido palmitico (C16:0) é o SFA predominante. O seu teor
foi bastante semelhante nas diferentes espécies, variando entre 12,60% (Q. ilex) e
15,24% (Q. nigra) no miolo e entre 12,76% e 22,54% nas cascas (Q. suber e Q. faginea,

respetivamente). Todas as espécies analisadas contém ainda percentagens mais baixas
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de &cido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido pentadecandico (C15:0), acido
heptadecandico (C17:0), &cido estearico (C18:0). Também foram encontradas
percentagens baixas de acido butirico (C4:0), &cido caprilico (C8:0), &cido caprico
(C10:0), acido heneicosanodico (C21:0) e &cido lignocérico (C24:0), porém estes nao
estao presentes em todas as espécies analisadas. Os SFA variam, assim, entre 12,84%
e 34,50% dos FAME totais.

Relativamente aos MUFA, mais uma vez foram encontradas semelhancas nas
quantidades presentes no miolo e na casca. O acido oleico (C18:1n9c) foi predominante
e similar em ambos os produtos analisados (miolo e casca) e é a espécie Q. ilex que
contém teores mais elevados. Outros estudos revelaram percentagens semelhantes de
acido oleico nas espécies (Al-Rousan et al., 2013; Bernardo-Gil e Lopes, 2005; Ferreira-
Dias et al,, 2003). As amostras também apresentam teores reduzidos, de &cido
palmitoleico (C16:1), cis-11-acido eicosandico (C20:1) e &cido erucico (C22:1n9). O miolo
da espécie Q. ilex apresentou ainda teores de acido elaidico (C18:1n9t). No ambito geral,
os teores de MUFA obtidos nas amostras estudadas variaram entre 40,25% a 72,86%
dos FAME totais.

No que diz respeito ao teor de PUFA as diferengas observadas entre os frutos
inteiros também foram encontradas no miolo e casca das 4 espécies. Observaram-se
diferencas entre espécies, embora pouco significativas. Os valores rondaram os 17,82%
e 0s 32,41%, com a excegdo da espécie Q. ilex que apresentou teores inferiores, na
ordem dos 14%. Neste caso concreto, o acido linoleico foi predominante no miolo
(C18:2n6c), tendo-se observado apenas valores superiores na casca da espécie Q. ilex.
As amostras apresentam baixas quantidades de acido a- e y-linoleico (C18:3n3 e
C18:3n6) e cis-13,16-acido docosadiendico (C22:2), sendo que este ultimo nao foi

detetado em nenhuma casca das espécies em estudo.

A bolota, independentemente das espécies, representa uma fonte importante de
PUFA, nomeadamente acidos gordos 6mega 3 e 6mega 6, fundamentais na formacéo de
estruturas lipidicas e de elementos na membrana celular. Estas duas classes de PUFA
tém funcdes diferentes e por isso a sua relagdo € importante para o normal crescimento e
desenvolvimento. Estes acidos gordos sdo benéficos na prevencdo de doencas
cardiovasculares e doencas cronicas, como a diabetes e a hipertensdo (Calder e Grimble,
2002).

Por outro lado, os efeitos benéficos supracitados dependem da razdo émega

6/6mega3 (n-6/n-3) das amostras. A Sociedade Europeia de Nutricdo, recomenda que
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esta relagcdo nédo ultrapasse os 5. No entanto, atualmente, o tipo de alimentagéo praticada

nos paises europeus apresenta relacdes muito superiores.

O perfil de acidos gordos da maioria das espécies de bolota é caracterizado por um
elevado teor em PUFA dmega 6 e baixo teor de 6mega 3, consequentemente a razao n-

6/n-3 é bastante elevada.

Embora ndo haja dados na literatura cientifica relativamente a espécie Q. faginea
(talvez por ser uma espécie autéctone portuguesa), os resultados obtidos nas outras
espécies vdo ao encontro de outros estudos ja publicados (Al-Rousan et al., 2013;
Tejerina et al., 2011; Bernardo-Gil e Lopes, 2005; Cantos et al., 2003; Ferreira-Dias et al.,
2003; Bainbridge, 2001; Ferréo e Ferrdo, 1988).
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Figura 9 — Cromatogramas da analise de FAME do miolo e da casca das espécies de Quercus
estudadas.
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3.2.3 Vitamina E

A vitamina E é uma vitamina lipossolivel composta por um conjunto de oito
vitdmeros divididos em quatro tocoferdis e quatro tocotriendis, e apenas as plantas sao
capazes de as sintetizar. A vitamina E desempenha um papel fundamental na protecéo
do organismo contra os efeitos prejudiciais das espécies reativas de oxigénio (ERO). Este
componente tem interesse na saude do consumidor e também na preservagdo dos
produtos alimentares, como antioxidante natural (Yoshida et al. 2003). Nas Tabelas 5 e 6

apresentam-se os teores de vitameros da vitamina E para as amostras em estudo.

Tabela 5 — Valor total de vitamina E e dos diferentes vitameros do fruto inteiro das espécies de

Quercus estudadas.

Q. suber Q. faginea Q. nigra Q. ilex
Vitameros : ) , .
Fruto Inteiro Fruto Inteiro Fruto Inteiro Fruto Inteiro
a-tocoferol 2,40 £ 0,05 18,28 + 0,19 1,98 +0,01 0,67 £0,02
B-tocoferol 0,11 + 0,00 0,85 +0,02 0,10+0,01 0,03 £0,00
y-tocoferol 1,00 +£ 0,01 5,27 + 0,06 4,41 £ 0,06 5,84 +0,21
o-tocoferol 0,06 = 0,00 0,59 £0,01 0,15 £ 0,00 0,21 £ 0,00
a-tocotrienol 0,04 + 0,00 0,13 £0,02 ND 0,04 + 0,00
B-tocotrienol ND ND ND ND
y-tocotrienol ND ND ND ND
o-tocotrienol ND ND ND ND
Total 3,61 25,09 6,65 6,80

ND — néo detetado.
Os valores sdo expressos através da média + desvio padrdo em mg/100g de gordura (n=3).

Pela andlise da Tabela 5, hd semelhanca nos teores de vitdmeros em todas as
amostras estudadas. As quatro espécies contém todos os tocoferdis e apenas uma forma

de tocotrienol, o a-tocotrienol.

O vitamero predominante no fruto inteiro nas espécies Q. nigra e Q. ilex foi o y-
tocoferol, com valores entre 4,4 e 5,8 mg/100g de gordura. Enquanto que nas espécies
Q. suber e Q. faginea foi o vitAmero a-tocoferol com teores de 2,4 e 18,3 mg/100g de
gordura, respetivamente. Com excegdo destes dois vitameros todos 0s outros
apresentaram valores inferiores a 1 mg/100g de gordura.

A espécie com maior quantidade de vitamina E foi a espécie Q. faginea, o que nao
est& de acordo com os resultados obtidos no miolo e na casca, como se iré verificar. Esta
variabilidade entre valores pode ser justificada, uma vez mais, pela proporcdo nao

equivalente entre miolo e casca.
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Tejerina et al. (2011) obtiveram a mesma relagcdo entre a e y-tocoferol, ou seja,
mais quantidade de y-tocoferol do que a-tocoferol. No entanto, os valores descritos pelos
autores foram bastante superiores aos obtidos neste estudo. Tal facto pode ser justificado
ndo so pelas variagbes de origem e colheita das amostras, como também pela diferenca
do método de extragcdo usado.

Tabela 6 — Valor total de vitamina E e dos diferentes vitameros do miolo e casca das espécies de

Quercus estudadas.

' Q. suber Q. faginea Q. nigra Q. ilex
Vitdmeros
Miolo Casca Miolo Casca Miolo Casca Miolo Casca
a-tocoferol | 0,96+0,03 3,14+0,02]|2,44+0,05 0,18+0,01| 1,80+0,10 2,79+0,17|0,77 £0,07 0,59 + 0,03
B-tocoferol | 0,04 £0,01 0,06+0,00|0,07+0,00 0,02+0,00| 0,06+0,00 0,19+0,02|0,03+0,00 0,02 0,00
y-tocoferol |12,43+1,78 1,02+0,03|4,66+0,04 4,93+0,06| 16,94+0,72 1,39+0,05]|8,70+0,81 0,30+ 0,02
o-tocoferol | 0,34 +0,03 0,08 +0,00|0,14+0,00 0,09+0,00| 0,27 +£0,00 0,17+0,00/0,26 +0,02 0,05 +0,00
a-tocotrienol | 0,04 £0,00 0,03 +0,00 ND 0,02 +£0,00 | 0,02 +0,00 ND 0,04 £0,00 0,02 +0,00
B-tocotrienol ND ND ND ND ND ND ND ND
y-tocotrienol ND ND ND ND ND ND ND ND
d-tocotrienol ND ND ND ND ND ND ND ND
Total 13,80 4,32 7,30 5,24 19,10 4,54 9,80 0,98

ND — néo detetado.
Os valores sdo expressos através da média + desvio padrédo em mg/100g de gordura (n=3).

Pela andlise da Tabela 6 verificou-se que as amostras sdo compostas,
essencialmente por a-tocoferol e y-tocoferol. O vitAmero mais abundante nas espécies

analisadas ¢é o y-tocoferol, com valores entre 0,3 e 16,9 mg/100g de gordura.

Em termos globais foi o miolo que apresentou maior quantidade de vitamina E.
Resumidamente, o miolo da espécie Q. nigra foi o que obteve teores superiores de
vitamina E, enquanto o miolo da espécie Q. faginea apresentou teores inferiores.
Relativamente a casca, a espécie Q. faginea apresentou valores superiores em vitamina
E e a espécie Q. ilex o menor valor.

O vitdmero a-tocoferol também se destaca em relagdo aos restantes vitameros,
sendo a espécie Q. faginea a mais rica. Salvo algumas excecdes, 0s valores obtidos dos

restantes vitameros foram inferiores a 1 mg/100g de gordura.

Além da sua utilizag&o a nivel alimentar, a vitamina E tem tido novas aplicagfes na
indastria cosmética, sendo utilizada para a producdo de nanoemulsées benéficas para a
prevencdo do envelhecimento da pele (Pereira, 2012). Assim, este estudo mostrou que a
utilizacdo das cascas de bolota podera ser uma fonte rica em antioxidantes naturais. Os

beneficios para a saude atribuidos a utilizacdo da vitamina E, faz com que a casca e 0
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miolo das diferentes espécies possam ser utilizadas em novas aplicagbes, nas areas

alimentar, farmacéutica e cosmética.

3.3 Compostos bioativos e atividade antioxidante

As propriedades antioxidantes consistem em retardar a oxidacdo de varios
compostos "importantes para a vida", inibindo a iniciacdo ou a propagacdo de reacdes
em cadeia (Amarowicz et al., 2004). Desde a prevencao de reacdes de oxidacdo em
alimentos, medicamentos e cosméticos até ao papel das espécies reativas de oxigénio
(ERO) em doencas como o cancro, doencas cardiovasculares, inflamatérias,
neurodegenerativas e autoimunes, a atividade antioxidante é fundamental para retardar

qgualquer um dos processos referidos (Magalhées et al., 2008).

3.3.1 Determinacgéo do teor de clorofilas e carotenoides

Segundo Popovi¢ et al. (2013) os carotenoides, juntamente com os compostos
fendlicos, sao responsaveis pelas cores brilhantes das plantas e também sao poderosos
antioxidantes. Os carotenoides podem proteger as membranas contra danos provocados
por radicais livres e retardam os processos de envelhecimento (Bulda et al., 2008). A
pigmentacdo castanha caracteristica da bolota madura é devida as clorofilas a e ¢ e aos

carotenoides.

Nas Tabelas 7 e 8 estdo apresentados os valores dos teores de clorofilas e

carotenoides para as amostras em estudo.

Tabela 7 — Valores dos pigmentos presentes no fruto inteiro das espécies de Quercus estudadas.

Amostra Clorofilaa Clorofilab Licopeno B-caroteno

Q. suber Fruto Inteiro 2,78 £ 0,03 0,90 = 0,05 0,28 £ 0,01 0,38 £ 0,04
Q. faginea  Fruto Inteiro 0,20 + 0,02 0,27 £ 0,02 0,07 + 0,00 0,29 + 0,00
Q. nigra Fruto Inteiro 4,47 + 0,09 2,41 £0,02 0,21 £0,01 1,05 £ 0,04
Q. ilex Fruto Inteiro 1,02 £ 0,05 1,03 £ 0,06 0,29 £ 0,01 0,14 + 0,03

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3) em mg/g.

Pela andlise dos resultados da Tabela 7, foram encontrados teores de clorofilas
muito diferentes entre as espécies. Os teores de clorofila a variaram entre 0,20 mg/g (Q.
faginea) e 4,47 mg/g (Q. nigra), enquanto que os teores de clorofila b variaram entre 0,27

mg/g (Q. faginea) e 2,41 mg/g (Q. nigra). O teor médio de -carotenoides foi
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significativamente inferior ao teor de clorofilas, sendo que a espécie Q. nigra mostrou ser

a que contém maiores teores de clorofilas e carotenoides.

Tabela 8 — Valores dos pigmentos presentes no miolo e casca das espécies de Quercus

estudadas.
Amostra Clorofila a Clorofilab Licopeno B-caroteno
Miolo 0,04 £ 0,00 0,07 +0,01 0,02 £ 0,00 0,20 = 0,00
Q. suber
Casca 8,74 +£0,19 3,07 £ 0,03 ND 3,72+ 0,06
Miolo 3,56 £ 0,00 1,83+0,01 0,15 +0,01 1,41 +0,00
Q. faginea
Casca 8,89 + 0,01 4,50 + 0,05 0,40 + 0,07 2,50 + 0,09
Miolo 0,20 + 0,00 0,29 + 0,00 0,09 +0,01 0,06 + 0,01
Q. nigra
Casca 8,96 £ 0,05 5,21+ 0,04 ND 2,87 £0,08
Miolo 0,59 +0,01 0,97 + 0,00 0,31 +0,03 0,07 £ 0,00
Q. ilex
Casca 4,71 £ 0,02 2,65 £ 0,02 0,06 £ 0,00 1,15 + 0,00

ND — néo detetado.
Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao (n=3) em mg/g.

De forma a potenciar o consumo do miolo da bolota e possivel reaproveitamento da
casca, as determinagbes dos teores de clorofilas e carotenoides foram igualmente
realizadas. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, observou-se uma
variacdo entre 0,02 (Q. suber) e 0,31 (Q. nigra) mg/g nos teores de licopeno e teores
entre 0,06 (Q. nigra) e 1,41 (Q. faginea) mg/g em relagao ao teor de p-caroteno, no miolo
das diferentes espécies. A concentracdo de carotenoides foi manifestamente superior nas
cascas, com valores compreendidos entre 0,06 mg/g (licopeno) e 3,72 mg/g (B-caroteno),

correspondendo as espécies Q. ilex e Q. suber, respetivamente.

No que respeita ao teor de clorofilas, também as suas concentracbes foram
significativamente superiores na casca. A espécie com maior teor de clorofilas no seu
miolo foi a espécie Q. faginea (3,56 mg/g de clorofila a e 1,83 mg/g de clorofila b),
enquanto que a espécie Q. suber apresentou o menor valor (0,04 mg/g de clorofila a e
0,07 mg/g de clorofila b). No que diz respeito a casca, a espécie Q. nigra apresentou o
maior teor de clorofilas (8,96 mg/g de clorofila a e 5,21 mg/g de clorofila b) e a espécie Q.
ilex o menor (4,74 mg/g de clorofila a e 2,65 mg/g de clorofila b). De acordo com 0 nosso
conhecimento, este estudo sobre o teor de clorofilas e carotenoides foi pioneiro, razédo

pela qual ndo existem dados publicados que possam fornecer um termo de comparacao.
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Este estudo mostrou ser importante, na medida em que a cor € um dos atributos mais
importantes dos frutos, sendo um indicador de qualidade e do grau de maturacdo dos
mesmos. Os pigmentos apresentam efeitos benéficos para a saulde, pelas suas
propriedades antimutagénicas e antigenotoxicas (Lila, 2004; Ferruzzi et al., 2002) e sdo
utilizados por apresentarem atividade pro-vitaminica A, resultando na promocdo de
funcdes bioldgicas benéficas, tais como o fortalecimento do sistema imunoldgico (Souza
et al., 2012) e a diminuicdo do risco de doencas degenerativas, como cancro, doengas
cardiovasculares, degeneracdo macular e cataratas (Silva et al., 2014; Rodrigues et al.,
2013; Souza et al., 2012).

3.3.2 Determinacédo do teor de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos sao considerados um dos grupos mais importantes para a
atividade antioxidante. O consumo de alimentos ricos neste tipo de compostos contribui
para a prevencao de doengas (Cartea et al., 2011). A realizagdo do ensaio colorimétrico
teve como objetivo a quantificagcdo do teor de compostos fendlicos totais (CFT) presentes
nas amostras. Estes componentes sdo oxidados formando complexos de cor azul, a qual
absorve a 750nm. Os valores obtidos estdo representados na Tabela 9. Tal como foi
referido no capitulo 2 (materiais e métodos), para a realizacdo da determinagéo do teor
de fendlicos totais e da atividade antioxidante, foi necessario proceder-se a uma extragao
solido-liquido, com uma mistura de solventes (etanol:agua, 50:50).

Tabela 9 — Teor de fendlicos totais das espécies de Quercus estudadas.

Amostra CFT
Fruto inteiro 27,74 £0,13
Q. suber Miolo 30,05 £ 0,08
Casca 26,94 + 0,20
Fruto inteiro 35,03 £ 0,08
Q. faginea Miolo 38,25 +0,54
Casca 22,62+0,13
Fruto inteiro 28,58 £ 0,20
Q. nigra Miolo 25,52 £ 0,08
Casca 41,48 + 0,27
Fruto inteiro 17,81 £ 0,15
Q. ilex Miolo 19,51 + 0,00
Casca 18,22 + 0,07

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao (n=3) em mg EAG/g extrato seco.
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Numa primeira analise observam-se diferencas entre as 4 espécies estudadas. Os
resultados obtidos dos extratos do fruto inteiro demonstraram que a espécie com teores
mais elevados foi a espécie Q. faginea, seguida das espécies Q. nigra, Q. suber e Q. ilex.

Simén et al. (1996) investigou o teor de fendlicos totais nas espécies Q. nigra e Q.
faginea, tendo obtido valores mais elevados (78,5 e 89,2 mg EAG/g de extrato seco
respetivamente). No entanto, este facto pode dever-se ao método usado pelos autores
(analise por HPLC), pois difere do usado nos resultados obtidos. Porém, a relacdo entre
as espécies € igual tanto nos teores obtidos pelos autores como nos representados na
Tabela 9, isto €, a espécie Q. nigra apresenta menor riqueza em compostos fendlicos do
que a espécie Q. faginea.

Os resultados obtidos demonstram que a concentracdo total de polifendis nas
bolotas varia bastante de acordo com a espécie. De uma maneira geral, o miolo
contém maiores teores destes compostos, com a excecao da espécie Q. nigra, cuja
casca apresentou valores superiores. Uma vez mais, a espécie Q. ilex mostrou ser a
espécie com menor concentracdo de bioativos, porém, a distribuicdo dos mesmos,
tanto no miolo como na casca, é mais homogénea. Estas variacdes podem estar
relacionadas com as condi¢cdes ambientais do local de origem e da época de colheita
(Tejerina et al., 2011) além da genética.

Os resultados mostraram-se concordantes com o0s descritos por Custédio et al.

(2015), num estudo realizado em Q. suber. Os elevados valores de compostos fendlicos
principalmente nas espécies Q. suber, Q. faginea e Q. nigra permitem antever uma boa

atividade antioxidante.
3.3.3 Determinacdao da atividade antioxidante

Os compostos bioativos, de natureza antioxidante, naturalmente presentes nos
alimentos e subprodutos, tém despertado interesse devido aos efeitos benéficos na
saude e bem-estar dos seus consumidores. O processo respiratério e diversas reacoes
oxidativas das células aerdbias formam radicais livres, os quais contribuem para o
aparecimento e desenvolvimento de muitas doengas. As células humanas dependem da
sua capacidade antioxidante para fornecer protecdo contra os efeitos prejudiciais dos
radicais livres e das espécies reativas de oxigénio, que sdo consequéncias inevitaveis da
vida aerdbia. Muitos autores apontam para uma relagéo positiva entre o teor de bioativos
e a atividade antioxidante. Foram desenvolvidos varios métodos para medir a capacidade
antioxidante. As suas vantagens e desvantagens tém vindo a ser discutidas em termos

de simplicidade, instrumentacdo necesséaria, mecanismos, método de quantificacdo e
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relevancia biologica (Niki, 2010). Frequentemente recorre-se a espetrofotometria UV/Vis
convencional para avaliar a capacidade dos antioxidantes para a captacdo de radicais
livres (Niki, 2010). Por esse motivo, torna-se evidente realizar a determinagdo da
atividade antioxidante por diferentes metodologias. Neste trabalho foram realizados dois

métodos colorimétricos, DPPH* e FRAP.

Os resultados da andlise da atividade antioxidante estdo apresentados na Tabela
10 e expressos em % de inibicdo do radical DPPH e em equivalentes de sulfato ferroso

(umol/ESF)/g de amostra para o0 método FRAP.

Tabela 10 — Resultados das atividades antioxidantes das espécies de Quercus estudadas.

Amostra % Inibi¢éo do DPPH’ FRAP
Fruto inteiro 68,51 +1,64 585,42 + 3,68
Q. suber Miolo 79,64 £ 2,01 777,08 £6,14
Casca 42,35+1,21 671,25 £ 13,35
Fruto inteiro 74,98 + 0,86 1163,75 + 4,08
Q. faginea Miolo 74,22 £ 2,36 844,58 + 1,42
Casca 57,65 + 1,53 458,75 £ 5,14
Fruto inteiro 69,35 + 0,35 680,42 * 4,45
Q. nigra Miolo 77,14 £ 0,59 717,08 £ 2,70
Casca 73,59 +£0,78 841,25 + 3,12
Fruto inteiro 41,44 +£ 0,30 556,25+ 1,18
Q. ilex Miolo 48,05+ 0,49 1011,25 + 13,59
Casca 34,20 + 0,20 346,25 = 7,07

Os valores séo apresentados como média + desvio padrao (n=3)

Pelos resultados obtidos, verifica-se uma relacéo direta entre a matriz estudada, o
teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante. Os extratos hidroalcodlicos do miolo
das bolotas de todas as espécies apresentaram maior atividade antioxidante em ambos
0s métodos, seguidos do fruto inteiro e casca, respetivamente. No entanto, a espécie Q.
nigra revelou maior atividade antioxidante nos extratos obtidos da casca do que do fruto

inteiro, no ensaior de FRAP.

Pela andlise das atividades antioxidantes baseadas nos resultados obtidos pelo
método de DPPH?®, poucas diferencas foram observadas entre as espécies Q. suber, Q.
faginea e Q. nigra. A espécie Q. ilex apresentou uma atividade antioxidante mais baixa,

embora no miolo os valores se tenham mantido superiores aos da casca (48% e 34%,
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respetivamente). Estes valores foram concordantes a outros previamente descritos por
Santos et al. (2010 e 2013) e Cantos et al. (2003).

A capacidade dos extratos das bolotas para reduzir ides de ferro foi determinado
usando o ensaio de FRAP. Este ensaio mede a reducdo do ido férrico (Fe®*") a ferro
ferroso (Fe?*) na presenga de antioxidantes.

A andlise dos frutos inteiros demonstrou valores de FRAP elevados. A espécie com
valor mais elevado foi a espécie Q. faginea (1163,75 umol/g extrato seco), que se
destacou face as outras espécies. As restantes espécies contém valores compreendidos
entre os 556,25 umol/g extrato seco e os 680,42 umol/g extrato seco, correspondendo o

menor valor, uma vez mais, a espécie Q. ilex.

E possivel encontrar semelhancgas entre os valores obtidos e os valores reportados
por Rubio-Wilhelmi et al. (2008). Estes autores relataram valores entre 572,5 umol/g e
845,0 umol/g para a espécie Q. suber e de 768,7 umol/g a 970,6 umol/g na espécie Q.
ilex.

O miolo da espécie Q. ilex apresentou valores de FRAP superiores a todas as
outras amostras (1011,25 umol/mg extrato seco), seguida do miolo da espécie Q. faginea
(844,58 pmol/mg extrato seco). Contrariamente, nas cascas foi observado um
comportamento diferente, ou seja, menor valor na espécie Q. ilex (346,25 ymol / mg) e
maior valor na espécie Q. nigra (841,25 umol/mg).

Face ao exposto, torna-se evidente o recurso a diferentes métodos para a avaliacao
da atividade antioxidante. Os métodos indiretos, estdo atualmente bem desenvolvidos e
sdo adequados, de facil manipulagcdo e apesar de ndo apresentarem a mesma
especificidade, também permitem uma avaliacdo da atividade antioxidante adequada. No
entanto, pode-se sugerir uma andalise mais exaustiva, através de uma correlacao entre os
resultados obtidos pelos métodos indiretos e os resultados obtidos por métodos diretos,
de forma a garantir uma maior seguranca analitica dos resultados obtidos em ensaios

antioxidantes.

3.4 Correlacao entre os compostos bioativos e a atividade antioxidante

De modo a relacionar os resultados obtidos efetuou-se uma correlacdo de
atividades. As seguintes figuras apresentam os valores da correlagdo de Pearson (R?)
obtidos para os varios ensaios efetuados, analisando todas as amostras (fruto inteiro,

miolo e casca).
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Pela analise da Figura 10 verificou-se uma correlacdo positiva entre as clorofilas e

os carotenoides, sendo que no miolo verifica-se uma maior correlagdo (R?> = 0,999),
seguida do fruto inteiro (R? = 0,9553) e da casca (R? = 0,5824). Relativamente as Figuras

11 e 12, as correlacdes obtidas entre os compostos fendlicos presentes nas diferentes

amostras e a atividade antioxidante (DPPH®e FRAP) foram muito divergentes.

47



Rita Pacheco | Mestrado em Controlo de Qualidade

4. Conclusao
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O trabalho realizado teve como fundamento a valorizacdo do miolo e da casca de
bolotas, visando uma possivel reutilizagdo. Em analise estiveram também quatro
espécies, de modo a determinar diferencas nos seus valores nutricionais e de compostos

bioativos.

O valor nutricional desta matriz alimentar, teor proteico, hidratos de carbono, dos
quais maioritariamente fibra dietética, baixo teor em gordura, bem como o teor de
vitamina E e &cidos gordos, podem contribuir para uma dieta equilibrada, se consumidos
regularmente. Por este motivo é dificil compreender a falta de desenvolvimento na
producéo e utilizacdo das bolotas como alimento. Uma explicacdo pode advir do facto de
estar associada a alimento para animais, nomeadamente suinos, e também por
associacao a situacdes de pobreza. Contudo, a sua introdugéo na dieta alimentar poderia
trazer tantos ou mais beneficios, quando comparado com outros alimentos da mesma

categoria.

A avaliacdo global deste trabalho permitiu ainda concluir que todas as amostras
analisadas contém um elevado teor de compostos bioativos, neste caso compostos
fendlicos, que Ihes conferem uma importante acao antioxidante. Assim, sdo-lhe atribuidos

beneficios para a satde humana e animal.

Apesar de todos as amostras demonstrarem um elevado valor nutricional e um
poder antioxidante também convincente, na maioria dos parametros analisados € a

espécie Quercus suber a que mais se destacou.

Assim, a elevada qualidade desta matriz sugere que estes produtos poderao ser
usados para o desenvolvimento de novos produtos pela indastria alimentar, farmacéutica

e cosmética, tendo sempre como foco os trés pilares da sustentabilidade.

4.1 Perspetivas de trabalho futuro

Considerando os resultados obtidos, € de todo o interesse analisar a composicao
em aminodacidos das espécies. Também os hidratos de carbono sao uma fonte a ser

explorada, de modo a confirmar a presenca de elevado teor de fibra dietética.

Outros estudos sobre as espécies de Quercus deverdo ser efetuados de forma a
aprofundar e refutar as suas possiveis aplicacdes ja referidas, e no intuito de aumentar a

cadeia de valor associada a esta cultura.
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