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RESUMO

Em 2016 celebrou-se o Ano Internacional das Leguminosas. Esta iniciativa da Food and
Agriculture Organization of the United Nations foi uma chamada de atencdo para a
importancia do consumo de leguminosas. O feijao (Phaseolus vulgaris L.), em patrticular,
constitui uma parte importante da dieta em diversas culturas. No entanto, 0 seu consumo
per capita tem vindo a diminuir, bem como, a sua producéo.

Numa amostra seca, o feijdo possui elevada quantidade de amido, fibra dietética, sais
minerais e vitamina, e possui também um conteudo elevado de flavondides, bem como,
alguns nado flavonoides. Estes compostos quando ingeridos numa alimentacao
equilibrada s@o benéficos para a salde com grande potencial como ingrediente
funcional e nutracéutico, possuindo propriedades antioxidantes e anticancerigenas.

A introdugéo de amido, nomeadamente amido resistente em diversos alimentos, tais
como pao, biscoitos, bolachas e massas, para obter produtos comerciais com beneficios
para a saude comecga a surgir, sendo que também véao contribuir para uma melhor
aparéncia e textura desses alimentos na degustacao.

O feijdao, como qualquer alimento, possui caracteristicas sensoriais que podem ser
fatores decis6rios no momento de compra por parte dos consumidores. Logo, a
identificacdo de compostos volateis desempenha um papel essencial na qualidade
sensorial do produto a consumir. Esses compostos na farinha estdo associados a
carateristicas genéticas e vao ser os percursores dos odores que caracterizam amostras
que vao ser consumidas cozidas.

Este trabalho pretende contribuir para um maior conhecimento das variedades nacionais
de feijdo tendo-se procedido a avaliagdo de dois parametros importantes na aceitagéo
do produto pelo consumidor: a qualidade nutricional e a qualidade organolética.

Na primeira fase do trabalho foi determinado o teor em amido resistente em diferentes
variedades nacionais de feijao e desenvolvida uma bolacha em que a farinha de feijao
foi adicionada como ingrediente. Posteriormente, foi feita a avaliacdo da resposta
glicémica e percecdo da saciedade quando o produto foi consumido por um grupo de
voluntarios saudaveis. Numa segunda fase foi avaliada a composicdo volatil de
amostras de farinha de feijao cru através da técnica de microextracdo em fase soélida e
cromatografia em fase gasosa associada a espectrometria de massa.

Os resultados obtidos para os valores de amido resistente na farinha de feijao cru,
comum aos dois anos do projeto (n=48), encontram-se entre os 24,00g/100g e os
43,279/100g expresso em matéria seca. Foi possivel verificar que ndo ha diferencas

significativas entre os teores em amido resistente determinados e as diferentes



variedades analisadas. No entanto, existem diferencas significativas entre os valores de
amido resistente do primeiro e do segundo ano (dois ambientes diferentes), bem como,
uma interacao significativa entre o fator variedade e o fator ambiente. Verificou-se ainda
que o teor em amido resistente ndo € influenciado pela cor e padrdo da semente das
variedades comerciais de feijao.

Quanto as bolachas formuladas, bolacha a base de farinha de feijdo e bolacha a base
de farinha de trigo, estas sdo semelhantes quanto a sua composicao nutricional, e
ambas tiveram uma boa aceitacdo a nivel sensorial. O teor em amido resistente era
vinte vezes superior na bolacha de feijao (11,249/100g) em relacdo a bolacha de trigo
(0,249/100g). A analise dos compostos volateis de ambas as bolachas permitiu
identificar compostos especificos da bolacha de feijdo com descritores aromaticos
associados a cacau, assado, noz, verde, cremoso, gorduroso, sulfuroso e queimado.
Por sua vez, os compostos identificados especificamente na bolacha de trigo estdo
associados aos descritores aromaticos verde, gorduroso, especiarias, floral, queijo.
Estes podem ser alguns dos compostos decisérios na percecdo sensorial. Com o
processo de preparacao das bolachas (180°C) verifica-se que os valores de fendis
totais, atividade antioxidante e inibidores da atividade da tripsina diminuem, a excegao
da massa da bolacha de trigo que teve um valor médio de fendis totais mais elevado
que a bolacha de trigo.

O ensaio in vivo realizado permitiu concluir que a bolacha de feijao revelou uma resposta
glicémica significativamente inferior a bolacha de trigo e que simultaneamente induziu
maior saciedade que esta Ultima. Estes resultados sugerem que o amido resistente
influencia a digestibilidade da fragdo de amido disponivel.

A determinacgéo do indice glicémico das amostras em estudo mostrou que a bolacha de
feijao possui um indice glicémico de 31, associado a alimentos com um baixo indice
glicémico, enquanto que, a bolacha de trigo apresentou um valor de 75, valor associado
a alimentos com um elevado indice glicémico. Logo, o amido resistente pode ser o
responsavel pela diminuig&o do indice glicémico na bolacha de feijao.

Os resultados da composicao volatil da farinha de feijao cru do segundo ano do projeto
(n=91) mostraram que ha uma aparente dispersédo das variedades por quadrantes. As
variedades presentes nos quadrantes 1 e 2 tém descritores aromaticos especificos, o
que pode justificar a projecdo obtida. E ainda possivel inferir que em ambos os

guadrantes é evidente a dominancia de variaveis da familia quimica dos alcoois.
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de feijao; resposta glicémica; saciedade; indice glicémico



ABSTRACT

In 2016 the International Year of Legumes was celebrated. This initiative of the Food and
Agriculture Organisation of the United Nations was a call for attention to the importance
of the consumption of legumes. Beans (Phaseolus vulgaris L.), in particular, are an
important part of the diet in several cultures. However, their per capita consumption has
been declining as well as their production.

In a dry sample, beans have a high amount of starch, dietary fiber, mineral salts and
vitamin, and they also have a high flavonoid content, as well as some non-flavonoids.
These compounds, when ingested in a balanced diet are beneficial to health with great
potential as a functional and nutraceutical ingredient, with antioxidant and anticancer
properties.

The introduction of starch, namely resistant starch, in foods such as bread, biscuits,
cookies and pasta, allows to obtain products with not only an improved appearance and
texture but also with health benefits.

Beans, like any food, have sensory characteristics that can be critical factors in the
moment of purchasing, with the volatile components playing an essential role in the
sensory quality of the products to be consumed. These compounds are associated with
genetic characteristics and will be precursors of the characteristic odours of cooked
beans.

This work aims to contribute to a better knowledge of the national varieties of beans,
evaluating two important parameters in the acceptance of the product by the consumer:
nutritional and organoleptic quality.

Primarily, the aim was to determine the resistant starch values in different national
varieties of beans and develope a cookie in which the bean flour was added as an
ingredient. Subsequently, the evaluation of the glycaemic response and satiety
perception was retrieved when the product was consumed by a group of healthy
volunteers. In a second phase, the aim was to evaluate the volatile composition of raw
bean flour samples which was performed using Solid Phase Microextraction — Gas
Chromatography/Mass Spectrometry.

The results obtained for RS values in raw bean flour, in both years of the project (n=48),
were between 24,009/100g and 43,27g/100g expressed as dry matter. It was possible
to verify that there were no significant differences between the resistant starch values
and the varieties analysed. However, there were significant differences between the

resistant starch values of the first and second year (two different environments), as well



as a significant interaction between the variety factor and the environment factor. It was
also verified that resistant starch values were not influenced by the colour and pattern of
the seeds of commercial bean varieties.

Regarding the cookies, some formulated with bean flour and others with wheat flour, they
were similar in terms of nutritional composition, and both have been well accepted at the
sensory level. The resistant starch values were twenty times higher in the cookie with
bean flour (11,249/100g) than in the one with wheat flour (0,249/100g). The analysis of
the volatile compounds of both cookies allowed to identify specific compounds in the
cookie with bean flour associated with aromatic descriptors like cocoa, roasted, walnut,
green, creamy, greasy, sulfurous and burned. On the other hand, the compounds
specifically identified in the cookie with wheat flour are associated with the aromatic
descriptors of green, greasy, spice, floral, cheese. These may be some of the decision-
making compounds in sensory perception. With the preparation of the cookies (180°C)
it was verified that the values of total phenolic content, antioxidant activity and trypsin
inhibitors activity decreased, except for the dough of the wheat cookie that had a mean
value of total phenolic content higher than the dough of the bean cookie.

The in vivo assay showed that the cookie with bean flour revealed a glycaemic response
significantly lower than the cookie with wheat flour, and simultaneously induced greater
satiety than the cookie with wheat flour. These results suggest that resistant starch
influences the digestibility of the available starch fraction.

The determination of the glycaemic index in the studied samples showed that the cookie
with bean flour has a glycaemic index of 31, associated with low glycaemic index foods,
whereas the cookie with whear flour presented a value of 75, associated with high
glycaemic index foods. Therefore, resistant starch can be the responsible for the
decrease in the glycaemic index in the cookie with bean flour.

The results for the volatile composition of the raw bean flour for the second year of the
project (n=91) showed that there was a dispersion of the varieties by quadrants. The
varieties present in quadrants 1 and 2 have specific aromatic descriptors, which may
justify the projection obtained. It is possible to conclude that in both quadrants the

dominant chemical family of the variables is alcohols.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; volatile compounds; resistant starch; bean cookie;

glycaemic response; satiety; glycaemic index
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1. INTRODUCAO

Cada vez mais a procura por uma alimentacao saudavel, um estilo de vida saudavel, € uma
preocupacédo por parte da populacdo. Uma alimentagdo com base essencialmente em frutas
e legumes frescos e pobre em carne, como a dieta mediterranica, tem sido considerada, a
nivel mundial, como uma das mais saudaveis. Sendo uma dieta pobre em acucar, sal e acidos
gordos saturados, varios estudos realizados confirmam uma relacdo entre o bem-estar, a

longevidade e as caracteristicas da dieta dos paises mediterranicos (Figura 1) (1-6).
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Figura 1 — A piramide da dieta mediterranea (Associacdo Portuguesa de Nutricionistas — APN).

Adaptado de: referéncia (6).

Um grupo alimentar que representa uma parte essencial na alimentagéo, tanto humana como
animal, e que tem vindo a ser negligenciado ao longo dos anos, sdo as leguminosas (7).
Através de dados adquiridos pelo Instituto Nacional de Estatistica (INE) é possivel verificar
que, entre 2005 e 2012, ocorreu de facto uma diminui¢do tanto da produ¢cdo como do consumo
de leguminosas secas por parte da populacdo portuguesa, sendo ainda possivel confirmar
gue a producéo é bastante inferior ao consumo (Tabela 1) (8). No entanto, em 2016 celebrou-
se 0 Ano Internacional das Leguminosas. Esta foi uma das muitas iniciativas que a Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) realizou para chamar a atencao para a

importancia do consumo de leguminosas. O objetivo foi comunicar a riqueza a nivel de



proteinas, aminoécidos e fibra que as leguminosas podem trazer a alimentacéo da populacgéo,
contribuindo para uma dieta mais saudavel e preventiva em doencas, tais como, a diabetes,
doencas cardiovasculares e cancro. Para além disso, as leguminosas tém propriedades
fixadoras de azoto que podem contribuir para o aumento da fertilidade do solo e, como tal,

tém um impacto positivo no ambiente (7,9,10).

Tabela 1 — Balancos de aprovisionamento das leguminosas secas; unidade: 10° t. Adaptado de:
referéncia (8).

mércio inhrnaciunal I.Iillzm;lu interna Grau de auto-
cas Prur.i.u;iu Recursos |Variacio de .Daglal Capltacio mmm;-
utilizével Saida |disponivels |existénclas | Total
animal humano

Total de leguminosa secas

2005/2006 7 2 44 10,9
2006/2007 10 ?1 15 66 -1 ﬁ? 21 45 42 148
2007/2008 8 72 18 62 3 59 12 45 43 13,6
2008/2009 7 75 19 63 2 61 13 47 44 11,8
20092010 6 72 2% 53 -2 55 11 43 40 10,9
201002011 7 74 2 61 5 56 13 42 k1) 12,5
20112012 Po 5 53 14 44 -4 48 1" 36 34 10,4
Feljio seco
20052006 3 41 7 7 1 36 i 36 34 83
2006/2007 4 39 9 34 -1 35 i 35 33 11,4
20072008 4 46 1 39 3 36 H 36 34 11,1
2008/2009 3 46 12 a7 1 36 H 36 34 83
20092010 2 44 14 32 -1 33 i 33 31 6,1
20102011 2 43 1 34 2 32 i 32 30 6,3
20112012 Po 2 31 9 24 -2 26 i 26 25 7.7
Grao-de-bico
2005/2006 1 13 3 11 1 10 i 10 1,0 10,0
2006/2007 1 12 3 10 El 10 i 10 09 10,0
2007/2008 1 12 3 10 el 10 i 10 09 10,0
2008/2009 1 14 3 12 1 11 i 11 1,0 91
200902010 1 13 5 9 -1 10 H 10 09 10,0
201002011 1 16 4 13 3 10 i 10 09 10,0
20112012 Po 1 10 3 8 -2 10 n 10 09 10,0
Outras leguminosas secas
20052006 3 19 4 18 e 18 17 " i 16,7
20062007 5 20 3 22 El 22 21 o i 27
2007/2008 3 14 4 13 El 13 12 o i 231
2008/2009 3 15 4 14 El 14 13 o rr 214
2009/2010 3 15 (] 12 El 12 1" o i 250
201002011 4 15 5 14 el 14 13 o i 286
20112012 Po 2 12 2 12 el 12 11 o i 16,7

Assim, nos ultimos anos, surge um aumento do interesse em investigar este grupo de
alimentos, sendo que a qualidade nutricional, sensorial e a presenca de compostos que
podem contribuir para efeitos benéficos para a saude, sdo aspetos a considerar. A qualidade
nutricional, as suas caracteristicas sensoriais € mais recentemente a evidéncia cientifica
relativamente a contribuicdo de compostos minoritarios para efeitos benéficos para a saude,

sao fatores que influenciam a sua escolha por parte do consumidor.



1.1. Leguminosas

As leguminosas pertencem a familia Leguminosae, também denominada de Fabaceae, sendo
a terceira maior familia de Angiospermas (plantas com flores e sementes protegidas por
frutos) (11). Esta familia é formada por uma grande variedade de plantas, incluindo algumas
espécies destinadas ao uso culinario, agronémico e até mesmo ornamental (9). Uma
caracteristica tipica das leguminosas é a ocorréncia do fruto do tipo legume, também
conhecido como vagem, exclusivo desta familia. A familia das leguminosas compreende cerca
de 727 géneros e 19 325 espécies, dentre elas, espécies herbaceas e arbdreas, distribuidas
em quase todas as regides do mundo (11).

Com a crescente globalizagéo das culturas e das atividades comerciais, comega a surgir um
aumento do consumo de leguminosas, um elemento fundamental dos sistemas alimentares e
das dietas um pouco por todo o mundo (12), uma vez que, sdo essenciais na dieta de uma
grande porgéo da populagdo mundial e muitas vezes complementada com cereais (9).

Outro aspeto relevante a mencionar sobre as leguminosas € o seu conteudo rico em
nutrientes, sendo que sdo uma excelente fonte de proteina, fibra, hidratos de carbono,
vitaminas e sais minerais (Ca, Fe, K, Mg e Zn), acidos gordos essenciais, saponinas,
fitosterois, e em alguns casos isoflavonas (9). E sabido também que alguns dos constituintes
das leguminosas sdo potenciais agentes terapéuticos e preventivos de diversas doengas,
como por exemplo, os hidratos de carbono e fibras alimentares, que contribuem para um baixo
indice glicémico (IG), os oligossacaridos pré-biéticos, que exercem um papel importante na
modelacdo da flora microbiana do colon humano, os minerais, que sdo importantes na
reducédo do risco de hipertenséo e as isoflavonas, que oferecem inumeros beneficios para a

saude, tais como, a reducéo do risco de cancro e osteoporose (9,13).

1.1.1 Relevancia ecoldgica e econdémica

As leguminosas tém como caracteristicas ecoldgicas mais relevantes o facto de terem uma
relacdo de simbiose com bactérias do género Rhizobium, bem como, outras bactérias
semelhantes que fixam o azoto da atmosfera. E nos nddulos radiculares que se concentram
as colonias de bactérias, e sao essas estruturas que tornam o processo de fixacdo de azoto
mais eficiente, possibilitando o aporte de grandes quantidades de azoto ao ecossistema (14).
Por terem uma grande capacidade de fixar azoto, algumas espécies de leguminosas sao
utilizadas para a melhoria de solos agricolas. Assim, as leguminosas tém uma grande
importancia econémica, sendo muito comum a multiplicidade de usos de uma Unica espécie,

como é indicado na Tabela 2 (15).



Tabela 2 - Multiplicidade de utilizacdes de diferentes espécies de leguminosas. Adaptado de:

referéncia (15).

Utilizacdo de leguminosas Espécies

soja (Glycine max)
ervilha (Pisum sativum)
feijdo (Phaseolus spp.)
. . amendoim (Arachis hypogaea)
producéo de gréaos _ _ o
grao-de-bico (Cicer arietinum)
fava (Vicia faba)
tremoco (Lupinus albus)

lentilha (Lens culinaris)

alfafa (Medicago sativa)
o gliricidia (Gliricidia sepium)
producéo de forragem para animais
leucena (Leucaena leucocephala)

tremoc¢o amarelo (Lupinus luteus)

Desmodium spp.
) Stylosanthes spp.
pastagem _ _
siratro (Macroptylium atropurpureum)

trevo das pastagens (Trifolium spp)

flamboyant (Delonix regia)
. pata-de-vaca (Bauhinia variegata)
ornamentacao . S
sombreiro (Clitoria fairchildiana)

ervilha de cheiro (Lathyrus odoratus)

jacaranda (Dalbergia nigra)
cerejeira (Amburana cearensis)
madeira jatoba (Hymenaea spp)
angelim (Hymenolobium spp)

sucupira (Pterodon emarginatus)

extracao de taninos acacia-negra (Acacia decurrens)

Crotalaria spp.
Mucuna spp.
oo Canavalia spp.
adubo verde bioldgico . _
Gliricidia sepium,
Leucaena leucocéfala

Flemingia macrophylla




Mimosa spp.
Acacia spp.
recuperacao de areas degradadas Albizia spp.
Clitoria spp.

Enterolobium contortisiliquum

1.2. O feijéo

As leguminosas, e em particular o feijdo (Phaseolus vulgaris L.), constituem uma parte
importante da dieta em diversas culturas (16). Originaria no Novo Mundo (17), pensa-se que
esta leguminosa tenha sido domesticada algures na América Latina ha aproximadamente
7000 anos atras (18), sendo que atualmente é uma das principais fontes de proteina na dieta
um pouco por toda a América Latina e na Africa Oriental, e fundamental para a dieta
vegetariana (19). No entanto, 0 seu consumo per capita tem vindo a diminuir, bem como, a
sua producao.

Além do seu elevado teor proteico, o feijdo € também um excelente fornecedor de outros
nutrientes essenciais, tais como, ferro, calcio, magnésio, zinco, vitaminas (principalmente do
complexo B), hidratos de carbono e fibras (20). Por ser um alimento tdo completo faz parte da
alimentagdo da populagdo com baixos recursos financeiros, verificando-se que constitui um
produto de grande importancia nutricional, econdmica e social (18,20). No entanto, é relevante
mencionar que o valor nutritivo da proteina do feijao é baixo quando utilizado como Unica fonte
proteica, mas quando combinado com arroz, por exemplo, forma uma mistura de proteinas
mais nutritiva. Tal acontece porque o feijao é pobre em aminoacidos sulfurados, e rico em
lisina e, por sua vez, o arroz é pobre em lisina e relativamente rico em aminoacidos sulfurados.
Quando cru, o feijao possui baixa digestibilidade que é atribuida a atividade dos inibidores da
protease, que diminuem a atividade das enzimas digestivas, podendo causar indisposi¢do ao
consumidor. Durante o tratamento térmico do feijdo, no processo de preparagdo, por exemplo,
ocorre inativacdo dos inibidores da protease, promovendo um efeito benéfico na
digestibilidade (19,21).

Numa amostra seca, o contetdo do feijdo possui elevada quantidade de amido, fibra dietética,
sais minerais e vitaminas (22,23), e possui também um contetdo elevado em flavonadides,
incluindo flavonéis, antocianinas, proantocianidinas e isoflavonas, bem como, alguns nao
flavonoéides, como os acidos fendlicos (24—-26). Estes compostos designados por fitoquimicos
sdo benéficos para a saude por apresentarem um papel ativo na melhoria do estado de

individuos doentes, tendo também grande potencial como ingrediente funcional e



nutracéutico, possuindo propriedades antioxidantes e anticancerigenas (27,28). Um desses
compostos benéficos sdo os compostos fendlicos, que estdo presentes maioritariamente no
revestimento da semente, ou tegumento, sendo que também podem ser encontrados
compostos nutracéuticos, ou seja, compostos que contém um ou mais componentes
biologicamente ativos, tais como, vitaminas, minerais e 4cidos gordos, nos cotilédones, mas
apenas em pequenas quantidades (Figura 2).

O teor de compostos fendlicos totais no feijdo é influenciado por fatores genéticos e
ambientais (18,29), e é responsavel pela cor do revestimento da semente, uma vez que,
possui uma grande diversidade quanto a sua composicao em procianidinas, flavonois e
antocianidinas (26,30-34).

Tegumento

Epicétilo
Hipocétilo

Radicula
Cotilédones

Figura 2 — Estruturas basicas da semente de feijdo. Adaptado de: referéncia (35).

Em 2006, Luthria e Pastor-Corrales observaram diferentes teores de acidos fendlicos em
todas as variedades de feijdo estudadas. O &cido ferulico foi o &cido fendlico predominante
em todas as variedades de feijdo numa quantidade média de 17,8 mg/100 g de amostras de
feijdo seco em comparacédo com 6,3 e 7,0 mg/100 g de &cido p-cumarico e acido sinapico,
respetivamente (36). Dois anos depois, em 2008, Boateng, et al detetou proantocianidinas,
acido galico e flavondides em diferentes amostras de feijdo seco, com teores que variavam
entre 0,51-3,13, 3,42-7,21 e 0,61-0,84 mg/g, respetivamente (37).

O feijdo ao ser introduzido na dieta, meio copo (130g) de feijdo ou outras leguminosas como
recomendado pela Dietary Guidelines for Americans (38), é considerado benéfico para
individuos saudaveis, bem como, para individuos condicionados com sindromes metabdlicos,
uma vez que, diminui os valores de colesterol total sérico e colesterol LDL que em doengas
cardiovasculares estdo em valores elevados (18,39). Num ensaio epidemiolégico, 2941
individuos, homens e mulheres, consumiram leguminosas quatro vezes ou mais por semana,
numa porgdo de aproximadamente 98,69, e o risco de contrairem doenca coronaria e doenca
cardiovascular diminuiu cerca de 22% e 11%, respetivamente, comparando com aqueles que
consumiram leguminosas apenas uma vez por semana (18,40). Outro ensaio epidemiolégico,

realizado em 2008 por Maruyama, et al revelou que a suplementag&o de sumo de feijao azuki



a mulheres jovens resultou na diminuicao significativa de triglicerideos, sem alteracdo nas
concentracdes no colesterol HDL e LDL, prevenindo a hipercolesterolemia (18,41,42).

O consumo de alimentos como o feijdo e outras leguminosas além de possuir um papel
protetor na diabetes, é também considerado benéfico no controlo da populacdo que sofre de
diabetes mellitus tipo 2 (43). Ensaios epidemiolégicos mostraram que o consumo de trés ou
mais refeicdes onde leguminosas estao presentes por semana levam a uma diminuicdo do
risco de diabetes mellitus em 20-35%, em comparagdo com um menor consumo (44). Varios
estudos indicam que o consumo de alimentos com baixo IG, como é o caso do feijdo, é
importante na reducéo da diabetes mellitus e da obesidade (45,46), sendo que foi observado
que uma diminuicao de 10% no IG resulta num aumento de cerca de 30% na sensibilidade a
insulina (46).

E também sabido que a incidéncia de cancro pode ser reduzida através da alteracdo dos
padrbes alimentares (47). O stress oxidativo ao causar modificagcbes extracelulares de
macromoléculas origina espécies reativas de oxigénio (ROS) que, por sua vez, induzem a
desnaturacéo proteica, a peroxidagao lipidica e DNA cross linking, e sdo as principais causas
das doencas crénicas degenerativas, em particular o cancro (48,49). Assim sendo, existem
evidéncias significativas que sugerem uma relacdo entre uma dieta rica em feijdo com a
reducdo do risco de inumeros tipos de cancro (47,50). Ensaios epidemiologicos sugerem que
o consumo de feijao reduz a incidéncia do cancro do célon, da mama e da préstata. Em 1981,
Correa, et al examinou os dados de 41 paises e verificou que os paises com maior utilizagdo
de feijao apresentavam menor incidéncia de cancro da mama, célon e prostata (51). Sing e
Fraser, jA em 1998, concluiram que consumir feijdo mais de 2 vezes por semana esta
associado a uma reducdo de 47% no risco de cancro do célon, em comparagdo com um
consumo de menos de uma vez por semana (52). Do mesmo modo, Kolonel, et al em 2000,
também encontraram uma relagdo inversa entre o consumo de feijdo e o cancro da prostata
(53).

1.2.2. A composi¢cdo em amido resistente do feijao

Como ja foi discutido anteriormente, a preocupacéo por parte do consumidor com a sua saude
é algo inquestionavel nos dias de hoje, e entre os profissionais de salude, ha um consenso
gquanto ao facto de o aumento da ingestao de fibra na alimentacao, alcancado pelo consumo
de frutas, verduras, legumes e cereais integrais, ser uma das formas mais adequadas de
controlar o peso e obter beneficios para a saude. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
refere a diminui¢éo do risco de obesidade e a provavel diminui¢éo do risco de diabetes tipo 2

e doencas cardiovasculares decorrentes do aumento da ingestéo de fibra alimentar e cereais



integrais (54). Um componente dos alimentos que esta descrito como tendo propriedades
semelhantes as das fibras é o amido resistente (AR) (55).

Quimicamente, o amido é um polissacarideo composto por unidades de glicose unidas por
ligacdes a-D-(1-4) e/ou a-D-(1-6). O amido pode organizar-se em dois tipos de estruturas: a
amilose, que consiste em cadeias lineares a-D-(1-4) de aproximadamente 1000 unidades e a
amilopectina, que é constituida por cadeias lineares a-D-(1-4) com ramificagées a-D-(1-6), e
que pode chegar a 4000 unidades de glicose (Figura 3). De uma forma geral, a amilopectina
€ 0 maior componente, enquanto a amilose constitui entre 15 a 30% do teor em amido total,
no entanto, esta proporcao varia nos granulos de amido (56,57).

A) ¢ CH:0H ¢ CH:OH

B) CH.OH

0
H/H H H/H

Figura 3 — Estrutura quimica da amilose (A) e da amilopectina (B) Adaptado de: referéncia (58)

O amido pode ser classificado de duas formas: (i) de acordo com o tamanho da cadeia de
carbonos; e (ii) pela classificacao nutricional, diretamente relacionada com a digestao. Quanto
a classificacao nutricional podemos classificar o amido como:
(1) amido rapidamente digerivel, onde a a¢éo enzimatica que resulta em glicose inicia-
-se na boca, com a amilase salivar, e estende-se até ao inicio do intestino delgado,
num periodo de aproximadamente 20 minutos;
(ii) amido lentamente digerivel, no qual a agdo enzimética ocorre ao longo de todo o
intestino delgado, entre os 20 e os 110 minutos apés ingestao;
(iii) amido resistente a acdo enzimatica, que nao é hidrolisado apés 120 minutos,
sendo, no entanto, fermentado pela microbiota intestinal, dai os alimentos ricos

neste composto terem a designacdo de alimentos pré-biéticos, ou seja, sdo



substancias que nao sdo digeridas mas que tém efeitos benéficos para a salude
(55,56).

Sendo um componente natural da dieta, o AR quando atinge o co6lon forma um substrato

fermentativo para a microbiota intestinal. Os produtos finais desta fermentacdo sao

hidrogénio, diéxido de carbono, metano e 4cidos gordos de cadeia curta (AGCC), sendo que,

estes Ultimos, principalmente o butirato, contribui para a saude do célon, pois inibe o

crescimento de células cancerigenas devido a reducdo do pH no intestino grosso (55).

Diversos estudos mostraram que o AR n&o possui todo 0 mesmo tipo de propriedades, e foi

por isso classificado em cinco categorias (AR1-AR5), de acordo com as diferentes

caracteristicas que lhe permitem resistir a hidrolise:

AR1 - € o amido que resiste a digestao, visto estar inacessivel na matriz do alimento.
E encontrado em estruturas vegetais, parcialmente inteiras ou mal moidas, como
gréos e sementes. Devido a espessura das suas paredes celulares as leguminosas
sdo uma fonte de ARL. Este tipo de amido é relativamente estavel as temperaturas de
confecdo dos alimentos (aproximadamente 100°C), mas 0s processos que conduzem
a rutura das paredes celulares, como a moagem ou a mastigacdo, diminuem a
resisténcia deste tipo de amido (56,57);

AR2 — consiste nos granulos de amido néo gelatinizados que conservaram a estrutura
cristalina, pelo que ndo séo hidrolisados pelas enzimas digestivas. O processamento
e a confecdo dos alimentos reduzem o teor em AR2. A banana verde, visto ser
normalmente consumida crua, € a maior fonte de AR2 da dieta humana. No entanto,
enzimas intrinsecas do fruto, durante o processo de amadurecimento, convertem o
amido em acucares, diminuindo o teor em AR2 (56,57);

AR3 - esta presente na maioria dos alimentos amilaceos que sofreram um tratamento
térmico (gelatinizacdo) e foram arrefecidos e posteriormente conservados durante
algumas horas até varios meses. A medida que a temperatura do amido gelatinizado
vai baixando, as cadeias de amido tendem a interagir mais fortemente, estabelecendo
entre si pontes de hidrogénio e formando duplas hélices. Alimentos processados como
batatas cozinhadas e arrefecidas, leguminosas enlatadas e flocos de milho s&o bons
exemplos de alimentos com teores de AR3 elevados. Por ser tdo estavel pode ser
utilizado como ingrediente numa grande variedade de alimentos (56,57);

AR4 — sdo os amidos modificados obtidos por sintese quimica (ésteres e éteres),
assim como, amidos com ligagBes cruzadas. Estes amidos modificados resistem a
hidrélise enzimatica e a sua composi¢do quimica depende do amido-base e do tipo e
grau de modificagBes produzidas. Um exemplo, é o amido de milho fosfatado, que em

2011, a Comisséo Europeia aprovou como novo ingrediente alimentar para utilizacdo



em diversos produtos (pdo, massas alimenticias, cereais de pequeno-almoco e barras
de cereais) (56,57);

o AR5 — este amido consiste em substancias complexas formadas por amilose e lipidos
polares. O AR5 requer altas temperaturas para gelatinizar e € mais suscetivel de sofrer

retrogradacao, ou seja, de dilatar com 0 aumento da temperatura (56,57).

1.2.2.1. Fontes alimentares de amido resistente

s

Como ja foi mencionado, o AR € um componente natural da dieta, e encontra-se
fundamentalmente em alimentos vegetais ricos em amido, sendo que a sua quantidade varia
com as espécies, ocorrendo também diferencas entre variedades da mesma espécie. O AR
esta presente nas folhas, nos tubérculos, nos frutos e nas sementes das espécies vegetais,
quer na natureza, quer processados. No entanto, a preparagéo e o processamento ao qual os
alimentos séo sujeitos, tanto em casa como industrialmente, vai determinar substancialmente
a proporcao de amido que vai resistir a digestao (57).

A Tabela 3 apresenta o teor em amido total e em AR de algumas leguminosas, cereais e

derivados que constituem importantes fontes deste componente na alimentagdo humana.

Tabela 3 — Contelido de amido total e AR de algumas fontes alimentares (g/100 g de alimento).

Adaptado de: referéncia (57).

Fonte Alimentar Amido Total Amido Resistente

Leguminosas:

Feijao vermelho 42,6 24.6
Lentilhas 53,3 25,4
Feijao-frade 53,9 17,7
Cereais:
Cevada 55,2 18,2
Milho 77,9 25,2
Arroz branco 95,1 14,1
Trigo 50,8 13,6
Aveia 43,4 7,2
Farinhas:
Milho 84,3 111’70
Trigo 68,8 16
Arroz 86,9 1’7
Batata 81,0 '
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Derivados de cereais:

Esparguete 73,0 3,3

Flocos de aveia 56,0 8,5
Tostas 67,4 1,4

P&o branco 46,7 1,9

Flocos de aveia extrudados 57,2 0,2
Cereais de trigo tufado 67,0 1,2
Papas de aveia 9,0 0,3
Esparguete cozido n/a 2,9
Arroz cozido n/a 3,7

Como se pode ver na Tabela 3, os gréos de cereais completos sdo ricos em amido, no entanto,
0 processo de transformacdo dos grédos em farinha origina alteragbes quimicas,
nomeadamente a diminuicdo do teor em AR, provavelmente devido a diminuicdo do AR1. Ja
em relacdo as leguminosas, estas apresentam uma elevada quantidade de AR que se
mantém mesmo apos a confecdo. Por sua vez, nos frutos, o amido funciona como reserva
energética e a sua concentracao diminui com o amadurecimento. S8o bons exemplos a
banana e a manga, visto que no estado imaturo (verdes) apresentam elevados teores de AR,
40-50% e 70-80%, respetivamente. No entanto, durante o processo de amadurecimento o teor
em AR diminui gradualmente enquanto os acucares (glicose, frutose e sacarose) tém um
comportamento em sentido inverso (57).

Além das fontes naturais de AR, existem atualmente produtos comerciais que contém
concentracdes elevadas de AR e que se destinam a enriquecer diversos produtos alimentares
neste componente. Esta utilizacdo torna-se particularmente interessante no contexto
alimentar atual, em que o consumo de fibra proveniente de frutos, horticolas e leguminosas é

baixo e 0 excesso de peso e obesidade tomam propor¢des preocupantes (57,59).

1.2.2.2. Teor de fibras e o indice glicémico: importancia na satde

O indice glicémico (IG) é uma medida da resposta da glicose a ingestdo de uma quantidade
fixa de hidratos de carbono disponiveis no alimento, em comparagéo com igual quantidade do
padrdo (glicose anidra) (60).

O IG de um alimento é influenciado por diversos fatores, nomeadamente, o tipo de acgucar
(frutose ou glucose), o tipo de amido (amilose ou amilopectina), a gelatinizacdo do amido, o
tipo de fibra (soltvel ou insolavel), o processamento do alimento e a presenca de lipidos ou
proteina na refeicao (61).

Hoje em dia é claro na comunidade cientifica que alimentos com um IG baixo ou elevado tém
efeitos significativamente diferentes no metabolismo, sendo que refeicbes com IG elevado

resultam num aumento rapido dos niveis de glicose no sangue e a insulina responde a esse
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comportamento, concentracdes elevadas de acidos gordos livres que consequentemente
podem causar alteracbes nas estruturas celulares, entre outros. Assim sendo, as evidéncias
levam a concluir que uma dieta rica em alimentos com IG baixo beneficia o organismo (62).
Tal como as fibras, o AR contribui para a diminuicdo do IG dos alimentos, proporcionando
uma menor resposta glicémica e, consequentemente, uma menor resposta insulinica,
tornando-se mais adequada, auxiliando no tratamento de diabetes, principalmente do tipo 2.
Quando sdo consumidos alimentos ricos em fibra ocorre uma digestdo lenta, ou seja, a
absorcado da-se no decorrer de todo o intestino delgado, dando origem a uma resposta
glicémica que se traduz numa curva mais atenuada (Figura 4), o que resultara numa menor
libertacdo de insulina no sangue. Além disso, a presenca do AR na alimentag&o diminui o risco
de doencas cardiovasculares e contribui para a perda de peso, visto tratar-se de uma fibra
insoluvel, ou seja, esta liga-se a moléculas de gordura e de aglcar que, posteriormente, sao

eliminadas do organismo, ndo sendo absorvidas pelo mesmo (55).

Intestino delgado

Amilase pancreatica
-

Taxa lenta

Taxa rapida

Reacao de glicose .' \\ "
ou reacao glicémica | \ / \
J
/
/

Tempo, hora

Figura 4 — Representacdo da taxa de controle da digestdo (taxa rapida e taxa lenta) e da respetiva
reacao glicémica. Adaptado de: referéncia (55).

Um estudo realizado em 2011 por Basso, et al pretendia avaliar se o0 aumento do teor em AR
se reflete na resposta glicémia e se o processo de congelamento influéncia esse teor. Ao
avaliar alimentos, como arroz, feijdo e macarrdo, bastante ricos em AR, concluiu que embora
0 congelamento das amostras tenha elevado os teores de AR, esse acréscimo nao foi
suficiente para refletir na resposta glicémica dos individuos. No entanto, também foi possivel

concluir que os alimentos congelados apresentaram aceitabilidade a nivel sensorial apés
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descongelamento e aquecimento, mostrando ser possivel aumentar o teor em AR sem

interferir na qualidade sensorial dos produtos. (63).

1.2.2.3. O amido resistente e a sua utilizagdo comercial

O AR esté presente em diversos alimentos, como ja foi descrito posteriormente, mas sabe-se
que processos, como a esterilizacdo ou a secagem a altas temperaturas, aumentam o nivel
de AR, enquanto que na cozedura ocorre perda de resisténcia do mesmo (55).

Comecgam assim a surgir produtos comerciais que contém concentragoes elevadas de AR, e
gue se destinam a enriquecer diversos produtos alimentares neste componente. Existem
assim férmulas comerciais de AR2 derivadas de amido de milho com elevado teor em amilose
e de AR3 que séo obtidas a partir da gelatinizacao e recristalizacdo do amido de milho ou da
tapioca. O AR4 também ja se encontra disponivel como ingrediente, sendo algumas formulas
obtidas a partir da batata. Existe ainda um AR comercial, que tem a capacidade de resistir a
processamentos que outros amidos nao conseguiriam, designado de Hi-Maize 260. Este AR
quando comparado com as fibras convencionais, apresenta muitas vantagens, por ser branco,
possui um sabor suave, ter um tamanho pequeno, entre 10-15 mm, apresentar um teor
calérico reduzido (1,6 kcal.g?) e poder ser usado como complemento em alimentos/misturas
alimentares com valor reduzido ou sem gordura (59).

Existem diversos estudos que demostram que a presenca de AR proporciona uma melhor
aparéncia, textura, e uma melhor sensagédo na degustacdo do que determinadas fontes de
fiboras convencionais, melhorando também a expansdo e sensacdo de crocancia em
determinados processamentos dos alimentos.

Com a utilizacdo do AR, os biscoitos, por exemplo, tornam-se bastante mais crocantes e a
capacidade de expansao do amido melhora a textura em cereais matinais, por exemplo. Estes
ingredientes podem ser incorporados numa variedade de produtos alimentares, tais como,
pao, biscoitos, bolachas e massas com a vantagem de n&o alterarem o processo de fabrico,
0 aspeto, a textura ou o sabor do alimento, tendo melhor paladar e aceitagdo por parte do

consumidor final (59).
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1.2.1. A composic¢ao volétil do feijao

Além dos beneficios ja descritos para a saude, o feijdo, como qualquer alimento, possui
caracteristicas sensoriais que podem ser fatores decisdrios no momento de compra por parte
dos consumidores. A caracterizacdo organolética é feita recorrendo a painéis de provadores
treinados, o que requer um consideravel dispéndio de tempo e trabalho. Entre as
caracteristicas mais apreciadas esta o aroma, que resulta da libertacdo de compostos volateis
que vao interatuar com recetores ao nivel do 6rgao olfativo.

Os compostos volateis sdo os responsaveis pelo aroma dos alimentos, tendo sido ja
identificados mais de 7000 aromas diferentes. Estes compostos caracterizam-se por ter um
baixo peso molecular (<300 Da) (9,64) e sdo o resultado do metabolismo primario e
secundario das plantas (9,65). Este grupo de compostos subdivide-se em trés classes
principais: i) os compostos terpendides — também designados por isoprendides, onde se
incluem os hemiterpenos, monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos; i) o0s compostos
fenilpropandides e iii) os compostos derivados de acidos gordos (9,64).

Este grupo de compostos desempenha um papel essencial nas plantas: i) na reproducéo,
atraindo polinizadores para garantir o sucesso da mesma; i) na defesa contra fatores
abioticos, através da sua acdo antioxidante, ou seja, protegendo a planta contra o stress
oxidativo induzido pelo ozono; iii) na defesa contra fatores biodticos, afetando direta e
fisiologicamente os herbivoros, repelindo-os devido a sua toxicidade; iv) na defesa
subterranea da planta, atuando como agente antimicrobiano, anti herbivoro ou atraindo
inimigos naturais do agente patogénico e, ainda, pela possibilidade de transporte de
informac&o para plantas vizinhas ou partes distantes de uma mesma planta (9).

Em 1975, Buttery, et al desenvolveram estudos sobre os compostos volateis presentes no
feijdo. No trabalho desenvolvido, estes investigadores realizaram destilacdes atmosféricas e
a vacuo de graos secos e demolhados para determinar os compostos volateis no feijao cru e
no feijdo cozido, tendo sido capazes de detetar como compostos principais o 1-octen-3-ol, o
1-hexanol, a (Z)-5-octeno-2-ona, o (Z)-5-octeno-2-ol, o (Z)-3-hexen-1-ol, a (E,E)-3,5-octadien-
2-0na, a 2,5-dimetil-pirazina, o benzaldeido e o 2-fenilacetaldeido no feijao cru, sendo que, no
feijdo cozido os principais componentes detetados foram a tialdina, o p-vinilguaiacol,
compostos de tiazole, furanos, o 3,5-dimetil-1,2,4-tritiolano e a 2-metil-5-etilpiridina (66).
Também Lovegren, et al em 1979, realizaram um estudo onde o 2-butanol, o 1-pentanol e o
sulfureto de dimetilo foram identificados como os principais compostos volateis do feijdo
vermelho, sendo que estes resultados foram obtidos através de cromatografia em fase gasosa
associada a espectroscopia de massa (GC/MS) (67).

Ja mais recentemente, em 2004, Van Ruth, et al usaram um método de reacdo de

transferéncia de protdes associada a espectroscopia de massa (PTR-MS) para analise in vitro
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e in vivo de composto aromaticos do feijao vermelho em conserva. Os resultados obtidos
indicavam a presenca dos valores de m/z 33, 45, 59 e 73 que caraterizavam 0S compostos
volateis presentes em maior quantidade no feijao. No entanto, foi com a analise por GC/MS
que conseguiram identificar os compostos maioritarios, tal como o metanol (m/z 33), o 2-
metilbutanal (m/z 45), a 2,3-butanodiona (m/z 59), o 2-metil-propanal (m/z 73) e a 2-butanona
(m/z 73) (68). Noutro estudo, levado a cabo por Oomah, et al em 2007, foram identificados na
totalidade 62 compostos a partir de sete variedades de feijdo cru usando extracdo por
headspace com microextragdo em fase sélida (HS-SPME). Neste estudo, os autores, com
base na andlise por componentes principais (ACP) concluiram que a (E, E)-3,5-octadien-2-
ona, o 1-penten-3-ol e o benzaldeido sédo 0s compostos volateis marcadores mais importantes
no feijdo cru. Fazendo uma comparacdo com os estudos anteriores referidos, o numero de
compostos identificados por Oomabh, et al em 2007, utilizando HS-SPME e GC/MS (69), é
bastante superior (Tabela 14).

Tabela 4 — Compostos volateis identificados em amostras de feijdo cru/cozido.

Familia dos Compostos Referéncias
Amostra ] o o .
compostos identificados bibliogréaficas
Feijao cru Alcool 1-Octen-3-ol Buttery, Seifert e Ling (1975)
Feijéo cru Alcool 1-Hexanol Buttery, Seifert e Ling (1975)
Feijéo cru Alcool (2)-5-Octeno-2-ol Buttery, Seifert e Ling (1975)
Feijao cru Alcool (2)-3-Hexen-1-ol Buttery, Seifert e Ling (1975)
- i Lovegren, Fisher, Legendre e
Feijdo cru Alcool 2-Butanol
Schuller (1979)
- i Lovegren, Fisher, Legendre e
Feijdo cru Alcool 1-Pentanol
Schuller (1979)
. . . Van Ruth, Dings, Buhr e
Feijao cozido Alcool Metanol
Posthumus (2004)
. . Oomah, Liang e
Feijdo cru Alcool 1-Penten-3-ol* )
Balasubramanian (2007)
Feijéo cru Aldeido Benzaldeido Buttery, Seifert e Ling (1975)
Feijao cru Aldeido 2-Fenilacetaldeido Buttery, Seifert e Ling (1975)
Feijéo cozido Aldeido Tialdina Buttery, Seifert e Ling (1975)
- ) ) Van Ruth, Dings, Buhr e
Feijao cozido Aldeido 2-Metilbutanal
Posthumus (2004)
- ) . ) Van Ruth, Dings, Buhr e
Feijao cozido Aldeido 2-Metil-propanal
Posthumus (2004)
- . . Oomah, Liang e
Feijdo cru Aldeido Benzaldeido?

Balasubramanian (2007)
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Feijdo cru Cetona (2)-5-Octeno-2-ona Buttery, Seifert e Ling (1975)
- (E,E)-3,5-Octadien-2- ) )
Feijdo cru Cetona Buttery, Seifert e Ling (1975)
ona
- . ) Van Ruth, Dings, Buhr e
Feijao cozido Cetona 2,3-Butanodiona
Posthumus (2004)
. i Van Ruth, Dings, Buhr e
Feijao cozido Cetona 2-Butanona
Posthumus (2004)
- (E, E)-3,5-Octadien-2- Oomah, Liang e
Feijéo cru Cetona ]
ona! Balasubramanian (2007)
. . o Lovegren, Fisher, Legendre e
Feijdo cru Eter Sulfureto de dimetilo

Schuller (1979)

Feijao cozido

Hidrocarboneto

p-Vinilguaiacol

Buttery, Seifert e Ling (1975)

Feijao cru

Pirazina

2,5-Dimetil-pirazina

Buttery, Seifert e Ling (1975)

Feijao cozido

Piridina

2-Metil-5-etilpiridina

Buttery, Seifert e Ling (1975)

Feijao cozido

Tiol

3,5-Dimetil-1,2,4-

tritiolano

Buttery, Seifert e Ling (1975)

1 — compostos volateis mais importantes no feijdo cru dos 62 identificados na totalidade.

Em 2016, Mishra, et al estudaram diversas variedades de feijao cru e cozido. Do estudo

realizado, resultou a identificacdo de 79 compostos volateis, tendo sido observado durante a

cozedura uma reducao significativa no contetdo de aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos com

formacdao de varios compostos de enxofre, pirazinas, cetonas e alcoois. A avaliacdo sensorial

efetuada, permitiu concluir que todas as variedades estudadas tinham diferentes aromas, ou

seja, diferente composicdo em termos de compostos volateis. Os dados resultantes da

avaliacdo sensorial, do perfil volatil e os valores do limite de detecdo revelaram que

compostos, tais como, metanotiol, sulfureto de dietilo, metional e dimetil trissulfeto, podem ser

0s responsaveis pelo odor do feijdo cozido. Neste estudo, concluiu-se essencialmente a

importancia do papel dos compostos volateis gerados durante a cozedura do feijdo e a sua

igual importancia na qualidade sensorial do produto a consumir (70).
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2. OBJETIVOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este trabalho insere-se no &mbito do projeto nacional BEGEQA — Explora¢éo da genética do
feijoeiro para a inovacéo na qualidade e atratividade alimentar, financiado pela Fundacéo para
a Ciéncia e Tecnologia (FCT), PTDC/AGR-TEC/3555/2012.

Em termos gerais, este estudo pretende contribuir para um maior conhecimento das
variedades nacionais de feijdo permitindo desta forma, a par de outras caracteristicas
avaliadas no ambito de outros trabalhos, a avaliacdo de dois parametros que sdo importantes

na aceitacao do produto pelo consumidor: a qualidade nutricional e a qualidade organolética.

Assim os objetivos principais deste trabalho foram:

(i) estudo dos teores em AR em diferentes variedades nacionais de feijao e
desenvolvimento de uma bolacha em que a farinha de feijao foi adicionada como ingrediente,
posteriormente, fazer a avaliacdo da resposta glicémica e percecdo da saciedade quando o
produto foi consumido por um grupo de voluntarios saudaveis;

(i) avaliagdo da composigéo volatil de variedades de farinha de feijao cru.

O trabalho foi delineado de modo a cumprir as seguintes metas:
e Determinar o teor em AR em variedades de farinha de feijdo cru de diferentes

variedades produzidas em condi¢des controladas;

e Estudar in vivo o efeito do consumo de uma bolacha enriquecida em farinha de feijao:

o Desenvolver e formular uma bolacha a base de farinha de feijao;

o Caracterizar a bolacha de feijdo (BF), nomeadamente, quanto a sua
composi¢do nutricional, teor em AR, composi¢do volatil, teor de fendis e
atividade antioxidante, e ainda determinacdo da atividade da tripsina, sempre
em comparagdo com a bolacha de trigo (BT), e amostras de massa das
bolachas cruas (MF e MT), ou no caso da atividade da tripsina, com a farinha
de feijdo crua (FC) utilizada na formulag&o da bolacha;

o Realizar um ensaio in vivo com vista a determinar: (i) o efeito da ingestao da
bolacha & base de farinha de feijdo na resposta glicémica de individuos
voluntérios saudaveis; (ii) avaliar a percecao da saciedade apos a ingestao das

amostras em estudo; e ainda (iii) determinar o IG das bolachas.

e |dentificar de compostos volateis presentes em variedades de farinha de feijdo cru.
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostragem

Foram estudadas 104 variedades de feijao que foram semeadas num campo com design de
blocos incompletos e aleatorizados, com duas repeticdes (blocos), em dois ambientes
diferentes. O primeiro ambiente, referente ao primeiro ano, foi em Sintra, Portugal, ja o
segundo ambiente, referente ao segundo ano, foi em Cérdoba, Espanha. Todas as variedades
provém do Banco de Germoplasma na Unidade de Pesquisa de Biotecnologia e Recursos
Genéticos, INIAV, Oeiras, Portugal.

As sementes foram moidas (Falling n°3100 — Perten, Sweeden) para produzir farinha com
uma granulometria de 0,8 mm e posteriormente foram armazenadas a — 20°C até andlise.
Neste trabalho foram somente estudadas as variedades provenientes do segundo ano de
cultivo, no entanto, na andlise da determinacdo do teor em AR os dados do primeiro ano,
determinados por outro grupo do projeto utilizando a mesma metodologia, foram utilizados
para comparagao.

No Anexo 1 apresenta-se a identificacdo de todas as variedades de farinha de feijdo cru
estudadas no ambito desta tese, bem como, a descricdo da cor e padrdo da semente,
atribuida de acordo com descritores de dados de Phaseolus vulgaris — International Board for
Plant Genetic Resources (IBPGR) (71). A descricdo da cor da semente de feijdo apenas é
atribuida na auséncia de um padréo, sendo que esta descricdo foi realizada por outro grupo

do projeto.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Materiais

Determinacéo do teor em amido resistente:

Cloreto de célcio dihidratado obtido na Riedel-DeHaen, Seelze, Alemanha; acido acético
glacial obtido na SAFC, Missouri, EUA; restantes reagentes obtidos na Sigma-Altrich,
Missouri, EUA; restantes solu¢Bes obtidas no Resistant Starch Assay Kit (K-RSTAR) da

Megazyme International Ireland Ltd. adquirido na Enzymatic (Portugal).
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Preparacéo de extratos para determinacado do teor em amido resistente:

Eter dietilico obtido na Riedel-DeH&en, Seelze, Alemanha; acetato de sédio e o metanol
obtidos na Carlo Erba, Val-de-Reuil, Franca; restantes reagentes obtidos na Sigma-Altrich,
Missouri, EUA.

Determinacao do teor em fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu:
Carbonato de sédio obtido na Panreac, Barcelona, Espanha; restantes reagentes obtidos na
Sigma-Altrich, Missouri, EUA.

Determinacéo da atividade antioxidante pelo método de ORAC:

Cloreto de sddio obtido na May&Baker, Dagenham, Reino Unido; fosfato monopotassico e
fosfato de sodio dihidratado obtidos na Riedel-DeHaen Seelze, Alemanha; restantes
reagentes obtidos na Sigma-Altrich, Missouri, EUA.

Determinacao do teor de inibidores da atividade da tripsina:

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos na Sigma-Altrich, Missouri, EUA.

Determinacao do indice glicémico da bolacha de feijdo e da bolacha de trigo:

Glicose anidra adquirida na Sigma-Altrich, Missouri, EUA.

Identificacdo de compostos volateis em farinha de feijdo cru por microextragdo em fase solida
e cromatografia em fase gasosa associada a espectrometria de massa (SPME-GC/MS):

Solugéo padréo de alcanos C8-C20 obtida na Sigma-Altrich, Missouri, EUA; fibras do tipo
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) para microextragcdo em fase

sélida (SPME) da marca Supelco adquirida na Sigma-Altrich, Missouri, EUA.

A agua utilizada neste trabalho foi purificada num sistema Milli-Q-Millipore, 0,22um, EUA.
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3.2.2 Métodos

3.2.2.1. Determinacao do teor em amido resistente na farinha de feijdo cru

O amido resistente (AR) foi quantificado segundo o método oficial AACC 32-40.01 (126) e
AOAC 2002.02 (127). O método foi realizado utilizando o Resistant Starch Assay Kit (K-
RSTAR). Sumariamente, a amostra foi descongelada, homogeneizada e pesada, em
duplicado, numa toma de amostra de 100 + 5 mg. Foi adicionada solucdo tampao de maleato
de sddio (pH 6,0) contendo as enzimas a-amilase pancreética e amiloglucosidade, e apés
homogeneizacao procedeu-se a incubacéo das amostras num banho de agua com agitacéo
horizontal (100 rpm) a 37°C, durante 16 h. Com este procedimento pretendeu-se simular o
processo digestivo, sendo que o amido néo resistente foi dissolvido e hidrolisado a glicose por
acdo combinada das duas enzimas, ficando dissolvido na fragdo liquida. Apés as 16h de
incubacao, a reacao foi interrompida pela adicdo de etanol (99% v/v) e as duas fases foram
separadas por centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 min, obtendo-se o AR no residuo soélido
(pellet) e o amido néo resistente na fragédo liquida. O residuo sélido foi lavado mais duas vezes
com solucdo de etanol (50% v/v) seguido de centrifugacéo. A fracdo aquosa foi rejeitada e o
residuo sélido (contendo o AR) foi dissolvido em solucdo de hidroxido de potassio (2M) com
agitacdo continua em banho de agua e gelo durante 20 min. Apés este tempo a solucao foi
neutralizada com solucao tampado de acetato de sddio (pH 3,8) e o amido foi hidrolisado a
glicose pela agcédo da enzima amiloglucosidade em banho de 4gua a 50°C durante 30 min.
Todo o AR da amostra foi, nesta fase, transformado em glicose. As amostras foram
novamente centrifugadas e foi retirada uma aliquota de 0,1 mL da fragdo liquida, em
duplicado. Em simulténeo foi preparado um ensaio branco com 0,1 mL de solucdo tamp&o de
acetato de sédio 0,1M (pH=4,5) e quatro padrdes de glicose com 0,1 mL de solucéo de glicose
(1 mg/mL). Para o doseamento da glicose por método espectrofotométrico foram adicionados
3 mL de reagente de glicose oxidase/peroxidase (GOPOD) a todos os tubos, seguido de
incubacédo a 50°C durante 20 min e leitura da absorvancia de cada solugéo a 510 nm contra
0 ensaio branco. A média dos valores do teor de glicose das duas repeticdes de cada amostra
corresponde a concentracdo de AR da amostra ensaiada quando comparada com os valores

dos padrbes de glicose.
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3.2.2.2. Desenvolvimento de uma bolacha a base de farinha de feijao

a) Formulacéo da bolacha

A escolha da variedade de feijdo moleiro para o desenvolvimento das bolachas e
delineamento do ensaio in vivo foi feita por esta ser a Unica, dentro da colecéo de variedades
do projeto BEGEQA, que se encontrava na quantidade necessaria para a formulacdo das
bolachas em questéo.

Os ingredientes para a preparacdo das bolachas confecionadas de acordo com a receita
descrita por Sparvoli, et al em 2016 incluem: 540 g de farinha (240 g de farinha de trigo, 150
g de farinha de milho, 150 g de farinha de feijao), 300 g de cana de agucar, 300 g de manteiga,
2 ovos médios (aproximadamente 110 g), 2 g de sal, 14 g de fermento e extrato de baunilha
(72). Com base neste trabalho e apés vérias tentativas, onde foram testadas diferentes
propor¢des das farinhas utilizadas, adicdo de mais ovos a massa, remocdo do extrato de
baunilha, chegou-se a formulacdo final das bolachas de feijdo. A Tabela 5 apresenta os
ingredientes finais utilizados e as respetivas propor¢oes.

Tabela 5 — Ingredientes e respetivas quantidades, utilizados na formula¢éo da bolacha de feijao (BF) e
na bolacha de trigo (BT).

Quantidade (g)/6bolachas

Ingredientes Bolacha de Feijéao Bolacha de Trigo
Farinha de Trigo tipo 55 30 135
Farinha de Milho tipo 70 30 0

Farinha de Feijao 75 0
Ovo cru 55 55
Acucar Branco 75 75
Manteiga 50 50

Sal 2 2
Fermento 4 4

Para a quantidade de bolachas necesséaria para o0 ensaio foi necessario multiplicar a
quantidade de ingredientes a utilizar. Assim, na formulacdo das bolachas os ingredientes

sélidos foram misturados primeiro (farinha, acucar, sal e fermento) e apds esse processo,
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foram introduzidos os ovos e a manteiga, previamente derretida, e voltou a misturar-se tudo
até a obtencdo da consisténcia desejada. De seguida, a massa foi estendida em forma de
bolacha em diversos tabuleiros que foram ao forno a 180°C durante, aproximadamente, 10-
15 minutos. Todos os ingredientes utilizados foram adquiridos no supermercado Pingo Doce,
sendo todos da prépria marca Pingo Doce, a excecao da farinha de Trigo tipo 55, que foi da

marca Branca de Neve, e da Farinha de Milho, que foi da marca Nacional.

b) Caracterizacdo quimica das bolachas desenvolvidas

Para a caracterizacdo das bolachas em estudo foram realizadas as seguintes analises:
composi¢ao nutricional das bolachas (valor energético, proteinas, hidratos de carbono e
acucares, lipidos incluindo os acidos gordos saturados, acidos gordos monoinsaturados e
acidos gordos polinsaturados, fibra alimentar e sal), quantificacdo do teor em AR?,
identificacdo e quantificacdo relativa de compostos volateis?!, teor em compostos fendlicos
totais?, atividade antioxidante? e determinacéo da atividade dos inibidores da tripsinaZ.

i. Extracdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos presentes nas amostras de bolacha de feijdo e de trigo bem
como nas amostras da massa de ambas as bolachas, foram extraidos de acordo com o
procedimento descrito por Zilic, et al (73). De uma forma resumida, as amostras, previamente
liofilizadas, foram sujeitas a uma hidrdlise alcalina. A amostra foi pesada em duplicado e, as
500 mg de amostra, foram adicionados 10 mL de hidréxido de sddio (4 mol/L). Apos um
periodo de espera de 4 horas, foi ajustado o pH de todas as amostras para 2,0 com cloreto
de hidrogénio (6 mol/L). Posteriormente, 4 mL do hidrolisado foram extraidos com 5 mL de
acetato de etilo e éter dietilo (1:1), sendo repetido o0 processo trés vezes e entre cada extracdo
a amostra foi centrifugada (1000 rpm; 5 min). De seguida, 5 mL do extrato foram evaporados
até a secura no SpeedVac e os residuos redissolvidos em 1,5 mL de metanol. Por fim, as

amostras foram filtradas com filtros PVDF (0,22 pm).

1 Método ja descrito;
2 Método descrito no seguimento da Metodologia.
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il Andlise do teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu

O teor em fendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, seguindo uma
metodologia interna do laboratério e ja descrita em Figueira, et al (74). Sumariamente, numa
placa de 96 pocos foram colocados 230 uL de agua Mili-Q e 10 uL de amostra, ou agua Mili-
Q, no caso do branco, ou ainda padrao de acido géalhico (AG) (solucdo mée 1000 mg/L). De
seguida, foram adicionados 15 uL de reagente de Folin-Ciocalteu e, apés alguns segundos
de espera, foram pipetados 45 pL de carbonato de sédio (35%). Posteriormente, a placa foi
incubada a temperatura ambiente, protegida da luz, durante 1h e ap6s esse periodo foi medida
a absorvancia a 765 nm no leitor de placas Spark™ 10M da Tecan, Suica. As concentracdes
utilizadas na reta de calibragdo de AG foram compreendidas entre os O mg/L e os 240 mg/L
(r2=0,9944).

iii. Andlise da atividade antioxidante pelo método de ORAC

A atividade antioxidante foi determinada através do método de ORAC, seguindo uma
metodologia interna do laboratorio e ja descrita em Figueira, et al (74). Para a realizagdo desta
metodologia foi necessario utilizar uma placa preta de 96 pocos. Primeiramente, adicionou-se
aos 36 pocos externos 175 pL de agua destilada, de forma a prevenir a possivel evaporagao
das amostras existentes nos pocos internos. Nos pocos interiores foi adicionado 25 uL de
amostra ou de padréo de Trolox (no caso da reta de calibra¢éo), sendo que, como controlo foi
utilizada uma solucdo de PBS (75 mM). Posteriormente, foi adicionado a todos os pogos 150
UL de Fluoresceina (3x10“ mM). A solucdo de PBS foi utilizada na diluicdo das amostras e da
solucdo mée de Trolox (5000 pL). De seguida, a placa ficou a incubar a 37°C, sem exposi¢ao
a luz, durante 10 minutos. Apés este periodo, prosseguiu-se a medicdo da placa no
fluorimetro, durante 40 minutos com leituras em intervalos de 1 minuto. As concentracdes
finais utilizadas na reta de calibracdo de Trolox foram compreendidas entre os 0 uM e os 40
MM (r?=0,9843). O software de andlise de dados foi 0 BioTEK Gen5 da Bio-Tek Instruments,
Winooski, VT, EUA.

iv. Determinacao do teor de inibidores da atividade da tripsina

O teor de inibidores da atividade da tripsina (TIA) foi determinado através do método descrito
na 1ISO14902:2001(E) Animal feeding stuffs — Determination of trypsin inhibitor activity of soya
products (75). Foram analisadas amostras de bolacha de feijao (BF) e farinha de feijao cru
(FC). Sumariamente, procedeu-se a extragédo de 1,000 + 0,001g de amostra em hidroxido de

sédio (0,01M), e posteriormente armazenou-se no frigorifico durante a noite (15-24h). Apos
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esse periodo foi necessario reconstituir os extratos com 50 mL de agua e diluir, também com
agua, a temperatura ambiente. Para estimar o valor dos TIA, procedeu-se a 3 diluicbes
diferentes, sendo que, pelo menos uma das diluicbes, deveria estar no intervalo entre 40 —
60% de inibicdo. Na Tabela 6 é indicado como se procedeu em relacdo a preparacdo das

solucBes para a determinacéo do teor de TIA de uma amostra.

Tabela 6 — Esquema de volumes a pipetar para a determinacao do teor de inibidores da atividade da
tripsina (TIA).

Reagentes Branco Tripsina Branco amostra Amostra

L-BAPA 5 5 5 5
Amostra
_ 0 1 1
diluida
H.O 3 3 2 2
Acido
. 1 0 1 0
acético
— » 37 +0,25°C (10min)
Solucédo 1
o 1 1
de tripsina
L » 37 +0,25°C
Acido 1 1
acético 0 (10min £ 5 seQ)
Viinal (ML) 10 10 10 10

Como é possivel verificar na Tabela 6, apos a adicdo do acido acético, as amostras foram
incubadas a 37 + 0,25 °C, durante 10 minutos, sendo que, apos a adi¢do de tripsina foram
incubadas novamente nas mesmas condigfes. Quando a sequéncia de pipetagens foi
terminada procedeu-se a centrifugacdo das solucfes e, de seguida, foi realizada a medicéo
da absorvancia, em relacdo a agua, a 410 nm. De registar que as solu¢cbes sdo estaveis
apenas durante 2h.

Os célculos para a obtencéo do teor de TIA (percentagem de inibi¢cdo) foram feitos utilizando
a Equacéo 1:

Equacdol I (%)= (A’_AZ’)_;AS_AbS) x 100
r~Abr

Na férmula apresentada, A, é a absorvancia da solucéo de tripsina, A, € a absorvancia do
branco com tripsina, As é a absorvancia da amostra e A, € a absorvancia do branco com

amostra.
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Neste método € recomendado que se proceda a medicado da atividade enzimética da tripsina
bovina, para perceber se a sua atividade se mantém estavel durante o tempo em que decorre
0 ensaio. Assim, e realizando o procedimento acima descrito, é aceitavel se os valores de

absorvéancia da tripsina forem de 0,380 + 0,050.

c) Estudo do efeito da ingestdo de bolachas a base de farinha de feijao

Foi realizado um ensaio in vivo com dezasseis individuos voluntarios saudaveis. As amostras
testadas foram a bolacha de feijdo, com elevado teor em AR, e uma bolacha de trigo, com
baixo teor em AR, que representa o controlo. Para avaliagédo do IG das duas bolachas testadas

os voluntarios ingeriram glicose anidra.

Populacdo em estudo

A populacéo alvo de estudo foi selecionada de entre um grupo de voluntérios, sendo que estes
para participarem tiveram que preencher os seguintes requisitos (59):

¢ Idade compreendida entre 18 e 36 anos;

e Peso estavel nos ultimos 3 meses;

e Nao ter diagndstico médico de diabetes ou outras doengas endocrinas;

¢ Nao ter historia clinica de doenca gastrointestinal ou disturbios enddcrinos;

e Na&o estar a tomar medicamentos que interfiram com o metabolismo glicidico ou
lipidico (antidiabéticos orais, insulina, estatinas, fibratos, corticosteroides,
antibiéticos, antiretrovirais, entre outros);

¢ Nao ter estado internado nos ultimos 3 meses;

¢ Nao estar gravida ou a amamentar;

e Nao ser fumador;

e Efetuar regularmente a refeicdo do pequeno-almoco.

Todos os individuos que participaram no ensaio foram informados oralmente e por escrito
(Anexo 2) de todos os procedimentos e assinaram um documento de consentimento
informado (Anexo 3).

A cada voluntario foi também pedido que preenchesse uma ficha individual (Anexo 4) com
contactos pessoais (e-mail, nUmero de telemovel), data de nascimento, peso, altura e se

preenchiam os requisitos para participar no estudo.
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Orientacdes e procedimentos pré-intervencao

Os voluntarios foram orientados para que no dia antes de cada ensaio evitassem exercicio
fisico intenso, ingestdo de alcool e ingestdo de alimentos especialmente ricos em fibra na
refeicdo do jantar (cereais integrais e horticolas em abundancia). Foi também recomendado
que na véspera dos dias dos ensaios a refeicdo do jantar fosse 0 mais semelhante possivel
ao habitual, realizada por volta das 20 horas, e que ndo ingerissem alimentos ou bebidas

desde o jantar até ao momento do ensaio.

Desenho experimental

Na totalidade participaram 16 voluntarios. No dia do ensaio, a chegada dos voluntérios, em
jejum, deu-se entre as 8h00 e as 9h30. De seguida, foi realizada a leitura da glicémia capilar
(tempo O min; jejum), utilizando um glicosimetro (GLUCOCARD™ SM), e logo depois foi
entregue um questionario, tipo Escala Visual Analdgica (VAS) (Anexo 5), para avaliacdo da
percecdo da saciedade. ApoOs o0 seu preenchimento, o questionario foi recolhido, ndo sendo
possivel o voluntério ter de novo acesso ao mesmo. Apés aproximadamente 12 a 15 minutos,
os voluntarios consumiram a amostra a ser testada. Em diferentes tempos (15, 30, 45, 60 e
120 min), e apos o consumo da bolacha, foi feita a determinacdo da glicémia capilar e foi
pedido que fosse preenchido o questionario VAS, tal como se tinha feito no tempo 0 min. Um
esquema do desenho experimental € apresentado na Figura 5 para uma mais facil percecéo

do que foi realizado.
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Voluntarios (n=16)

Ensaio 1:

Ingestao das
bolachas de feijao
1 semana depois

Ensaio 2:
Ingestao das
- bolachas de trigo

1.Leituras da glicémia

2.Questionarios (VAS)

0 (jejum), 15, 30, 45, 60, l

90, 120 min

1 semana depois

Ensaio 3:
Ingestéo da glicose
anidra

Figura 5 — Esquema que sumariza o desenho experimental do ensaio in vivo.

Os voluntérios realizaram trés ensaios:
0] consumo de 2 bolachas (aproximadamente 85 g no total), que contém na sua
composicao farinha de feijdo (bolacha teste) e beberam 250 mL de agua;
(ii) consumo de 2 bolachas (aproximadamente 85 g no total), que contém na sua
composicao farinha de trigo (bolacha controlo) e beberam 250 mL de agua;
(iii) consumo de 50 g de glicose anidra dissolvida em 250 mL de agua.
Cada ensaio foi realizado com uma semana de intervalo. O ensaio (iii) foi realizado com o
objetivo de determinar o IG das duas bolachas em estudo. O IG reflete o potencial de aumento
da glicémia de um alimento em comparag¢do com o padrdo, a glicose anidra. Este indice é
uma propriedade do alimento, ndo devendo ser confundido com resposta glicémica. A

Equacé&o 2 mostra como se calcula o IG (76):

*=1100 X Fy + Gy
n

Equacéo 2 IG =

Na equacdao apresentada, Fx € o incremento da area incremental abaixo da curva da glicémia

(AUC) no sujeito x provocado por uma dose de alimento testado que contenha 50 g de hidratos
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de carbono disponiveis e Gx corresponde a AUC média no sujeito x provocado por 50 g de
glicose. O IG corresponde a média destes valores em n sujeitos, que deve ser de pelo menos

10 participantes.

3.2.2.3. Identificacdo de compostos volateis em farinha de feijdo cru por microextragao
em fase sdlida e cromatografia em fase gasosa associada a espectrometria de massa
(SPME-GC/MS)

a) Preparagédo da amostra

As 91 variedades de farinha de feijao cru foram analisadas por microextracdo em fase sélida
(SPME) em vials de 10 mL. Cada amostra foi pesada, aproximadamente 500 mg, e a farinha
foram adicionados 2 mL de agua Milli-Q, sendo posteriormente agitados no vortex, durante 1

min.

b) Equipamento

O estudo da composic¢éao volatil das variedades foi efetuado por cromatografia em fase gasosa
associada a espectrometria de massa (GC/MS). A analise dos compostos volateis foi
executada utilizando um cromatografo de fase gasosa associado a um espectrémetro de
massa — GC/MS QP 2010 Plus da Shimadzu. Foi utilizada uma coluna polar DB-WAX (60m X
0,25um x 0,25um), J&W Scientific Inc. A este equipamento esta também associado um
amostrador automatico AOC-5000 (Shimadzu). Nas variedades sujeitas a SPME foi utilizada
uma fibra do tipo DVB/CAR/PDMS.

A metodologia utilizada para este método foi a utilizada em trabalhos realizados anteriormente
(77).

C) Condicdes de andlise
Microextracdo em fase soélida (SPME):
As condi¢bes da extracdo foram as seguintes: a temperatura de incubacéo utilizada foi 40°C,

agitacao do vial a uma velocidade de 250 rpm. O tempo de extracdo da amostra foi de 40 min

e o tempo de dessor¢ao no injetor a 250°C foi de 3 min.

29



Cromatografia em fase gasosa associada a espectrometria de massa (GC/MS):

A analise das variedades por cromatografia em fase gasosa associada a espectroscopia de
massa (GC/MS) foi realizada nas seguintes condic¢des: injetor a 250°C, no modo splitless
(1,5min), com uma razéao de split 1/50; os compostos foram analisados numa coluna capilar
DB-WAX (60 m x 0,25 pum x 0,25 um), com o seguinte programa de temperaturas: 40°C
durante 5 min, seguindo-se um aumento gradual de 5°C/min até a temperatura 170 °C e por
fim houve um incremento de 30°C/min até a temperatura final de 230°C, sendo o tempo total
de analise 37 min. O espectrometro de massa foi utilizado no modo de impacto de eletrdes
(El), gerados a 70eV e foi coberta a gama de m/z de 29 a 300. A fonte de ionizacdo estava a
uma temperatura de 245°C.

3.2.3 Tratamento estatistico dos resultados

O tratamento estatistico dos dados foi efetuado utilizando o programa Statistical Package for
Social Sciences (SPSS), versao 24.0.

Os resultados da determinagéo do teor em AR do feijdo e do desenvolvimento de uma bolacha
a base de farinha de feijao foram apresentados como média + desvio padréo.

Para analisar os resultados da determinagdo do teor em AR foi utilizada uma Two-way
ANOVA. Na comparacéo das variedades divididas em grupos de acordo com a cor e padrao
da semente foi utilizado uma One-way ANOVA.

Para analisar os dados da glicémia e percecdo da saciedade foram utilizados testes néo
paramétricos, sendo que nos dados da glicémia foi utilizado o teste de Mann-Whitney, e no
caso da saciedade foi utilizado o teste de Wilcoxon. O célculo da area incremental abaixo da
curva da glicémia (AUC) foi efetuado geometricamente por aplicacdo do método trapezoidal
e ignorando as areas abaixo da linha do jejum. A andlise desses dados em relacdo a glicémia
foi feita através da One-way ANOVA, sendo que em relacdo a percecao da saciedade foi feita
através do teste ndo paramétrico de Wilcoxon.

Os pressupostos para aplicacdo destes tratamentos estatisticos, nomeadamente a
normalidade das distribuicbes e a homogeneidade de variancias foram avaliados,
respetivamente com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de Levene. Foram considerados
estatisticamente significativos os resultados onde o p-value foi inferior ou igual a 0,05.

O software utilizado na identificacdo dos compostos volateis foi 0 GCMSolutions verséo 2.10
— LabSolutions, também da Shimadzu. O espectrémetro de massa dispunha das seguintes
bibliotecas de massas: NIST 12, NIST 27, NIST 62, NIST 107, NIST 147 e WILEY 229.
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De forma a reduzir o nimero de entradas na projecdo da analise por componentes principais

(ACP) foi realizada uma Two-way ANOVA e uma correlacao das variaveis.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao do teor em amido resistente na farinha de feijao cru

A determinacédo do teor em AR foi feita nas 91 variedades de farinha de feijao cru referentes
ao segundo ano do projeto, ou seja, ao bloco 3 e bloco 4, e os resultados obtidos encontram-
-se apresentados no Anexo 6. Os teores correspondentes ao primeiro ano do projeto, bloco 1
e bloco 2, foram determinados por outra equipa do projeto, utilizando a mesma metodologia.
A comparacéao dos resultados teve como objetivo avaliar se haveria influéncia ambiental nos
teores em AR das variedades, uma vez que o primeiro ano foi cultivado em Sintra, Portugal e
o segundo ano em Cdrdoba, Espanha. Para estudar este efeito foram apenas consideradas
as variedades que tinham sido analisadas em ambos 0s anos do projeto (n=48).

Para as 48 variedades cultivadas em ambos os anos, os valores de AR encontram-se entre
0s 24,009/100g e os 43,27g/100g expresso em matéria seca (Anexo 6) e estdo de acordo com
os descritos na literatura (78-80).

Para verificar se existem diferencas estatisticamente significativas entre os dois ensaios de
campo do projeto (dois ambientes testados) foi realizada uma andlise Two-way ANOVA
(Tabela 7). Com este teste foi possivel verificar que ndo existem diferencas significativas entre
os teores em AR determinados e as diferentes variedades analisadas (P=0,149). Foi possivel
confirmar que existem diferengas significativas entre os teores em AR e o0 ambiente onde as
variedades foram cultivadas (P<0,001). Os teores em AR estao assim dependentes do local
onde as variedades de feijdo sdo cultivadas, no primeiro ano do projeto em Sintra, Portugal,
e no segundo ano em Cdérdoba, Espanha.

Utilizando a Two-way ANOVA foi possivel testar se havia interagéo significativa entre o fator
variedade e o fator ambiente, verificando-se com esta andlise que a interagdo acontece
(P<0,001). Os resultados obtidos mostram que as variedades com elevado teor em AR no

primeiro ano ndo sdo necessariamente as mesmas no segundo ano do projeto.
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Tabela 7 — Resultados obtidos no tratamento estatistico (Two-way ANOVA).

p-value
Variedade 0,149
Ambiente 0,000
Variedade x Ambiente 0,000

Posteriormente, as 48 variedades foram divididas em grupos de acordo com a cor e padréao
da semente. Esta divisdo foi feita para perceber, do ponto de vista comercial, se existiria
alguma relagéo entre o teor em AR e as classes comerciais de feijdo estudadas, tendo em
conta apenas a cor e padrdo da semente e ndo o seu tamanho.

As variedades foram agrupadas da seguinte forma: as riscas (n=15), vermelho (n=1), colorido
a volta do hilum (n=1), rosa (n=5), branco (n=5), vermelho arroxeado (n=6), castanho (n=4),
preto (n=1), castanho claro (n=3), manchado com cor marginal (n=4), bicolor as pintas (n=2)
e amarelo (n=1). Na Figura 6 estdo representadas algumas das variedades de feijao

estudadas, sendo possivel observar diferencas quanto a cor e padrao de cada uma.

Figura 6 — Algumas variedades de feijao estudadas, organizadas por cor e padrdo da semente.

Assim, foi realizada uma One-way ANOVA para perceber se de facto existiria alguma relacéo
entre o teor em AR e as classes comerciais de feijdo estudadas (fator cor). Os resultados

obtidos mostram que o teor em AR ndo é influenciado pela cor e padrdo da semente
(P=0,388).
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4.2 Desenvolvimento de uma bolacha a base de farinha de feijao

4.2.1 Caracterizagdo quimica das bolachas desenvolvidas

A bolacha de feijao (BF) e a bolacha de trigo (BT) foram analisadas com vista a sua
caracterizacdo, nomeadamente no que se refere a composi¢éo nutricional (valor energético,
proteina total, hidratos de carbono, acucares, matéria gorda, acidos gordos saturados,
monoinsaturados e polinsaturados, fibra alimentar e sal), quantificacdo do teor em AR,
composicao volatil, teor em fendis totais e determinacdo da atividade antioxidante, e ainda
determinacgéo do teor de inibidores da atividade da tripsina. A Tabela 8 apresenta todas as

andlises realizadas e respetivas amostras.

Tabela 8 — Resumo das andlises efetuadas e amostras em que foram realizadas.

BF BT MF MT FC
Composicao nutricional X x
AR X x
Compostos volateis X X X x
Fendis totais X x x x
Atividade antioxidante X x x x
Inibidores da tripsina X x

BF — bolacha de feijdo; BT — bolacha de trigo;
MF — massa da bolacha de feijdo; MT — massa da bolacha de trigo;
FC — farinha de feijdo crua.

a) Composicao nutricional

Os resultados obtidos na analise nutricional dos dois tipos de bolacha que foram formuladas

no ambito deste trabalho (BF e BT) sdo apresentados na Tabela 9.

35



Tabela 9 — Composicédo nutricional das bolachas em estudo (BF e BT).

Bolacha de feijao Bolacha de trigo
Por dose Por dose
Por 100 Por 100
9 (859) 9 (859)
Valor energético (kJ/kcal) 1751/417 1488/354 | 1881/448  1599/381
Proteinas (g) 10,109 8,599 7,969 6,779
Hidratos de carbono (g) 57,809 49,13¢g 66,90¢g 56,879
dos quais
Aclcares (@) 34,009 28,90g 33,80g 28,739
Lipidos (g) 14,909 12,679 16,109 13,699
dos quais
Acidos gordos saturados () 8,909 7,579 9,609 8,169
Acidos gordos monoinsaturados (g) 3,649 3,099 3,98¢g 3,389
Acidos gordos polinsaturados (g) 1,129 0,95¢g 1,129 0,95¢g
Fibra alimentar (g) 5,709 4,859 1,609 1,369
Sal (9) 1,48¢g 1,269 0,97¢g 0,829

Para uma mais facil perce¢do da percentagem representativa de cada constituinte s&o

apresentadas as representacdes da Figura 7.

Acidos gordos Acidos gordos
monoinsaturados monoinsaturados

Fibra alimentar 4% Fibra alimentar 4%

7% 2%
' sal
‘ Lipidos ‘/ Lipidos
Proteinas Proteinas

1%
11% ) Acidos gordos 9% o Acidos gordos
Acidos gordos poliinsaturados Acidos gordos poliinsaturados
saturados 1% saturados 1%

A) 10% B) 10%

Sal
2%

Figura 7 — Composicdo nutricional da BF (A) e da BT (B).

Os resultados mostram que a composi¢cdo nutricional para as bolachas BF e a BT séo

semelhantes. Verifica-se que:
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(1) a BF tem um valor energético menor que a BT, 1751kJ/417kcal por 100g e
1881kJ/448Kkcal por 100g, respetivamente. Estes valores, em ambas as bolachas,
vao de acordo com os valores encontrados no rétulo nutricional de qualquer
bolacha, sendo que, por exemplo, a bolacha Maria da marca Continente tem um
valor energético de 1871kJ/444kcal por 100g;



(i) a quantidade de proteina presente na BF é cerca de 10,19/100g, ou seja 11% da
sua composicdo, e é superior a BT cerca de 7,969/100g, ou seja 9% da sua
composicao nutricional,

(i) guanto ao teor em hidratos de carbono, na BF, por cada 100g, existem cerca de
57,89 de hidratos de carbono, dos quais 34g sdo acucares, ou seja, cerca de 65%
do total da composicdo da BF, enquanto na BT por cada 100g existem cerca de
66,99 de hidratos de carbono, dos quais 33,89 sao acgUcares, correspondente a
cerca de 73% do total da composigéo da BT;

(iv) os lipidos representam cerca de 15% da composicao nutricional total da BF, cerca
de 14,99 por cada 100g. J& na BT o valor foi de 16,1g/100g, e tal como na BF,
corresponde a 15% da composicéo da bolacha. Ainda, observa-se que na BF os
acidos gordos saturados sdo os compostos maioritarios (8,99/100g, o equivalente
a 10% na BF), logo seguidos dos acidos gordos monoinsaturados (3,64g/100g, o
gue equivale a 4% na BF) e por dltimo os acidos gordos polinsaturados
(1,129/100g, 0 que equivale a 1% na BF). A BT apresenta resultados semelhantes,
assim os teores encontrados sdo 9,6g9/100g de &cidos gordos saturados (10%),
3,989/100g de acidos gordos monoinsaturados (4%) e 1,129/100g de &cidos
gordos polinsaturados (1%). Esta propor¢cdo entre &cidos gordos deve-se
provavelmente a utilizacdo de manteiga na formulagéo das bolachas, uma vez que,
€ sabido que esta € uma gordura maioritariamente saturada (81);

(v) quanto a fibra alimentar, na BF esta corresponde a 5,79/100g, cerca de 7% da
sua composicdo e na BT o valor desce, para cerca de quatro vezes menos,
1,69/100g, ou seja, cerca de 2% da sua composi¢ao;

(vi) também a quantidade de sal das duas bolachas varia ligeiramente. Na BF o valor
de sal é de 1,489/100g, cerca de 2% da sua composi¢cdo, enquanto na BT é de
0,979g/100g, ou seja, cerca de 1% da sua composicao total.

Os 16 voluntarios foram questionados se achavam a BF saborosa, sendo que 7 deles
responderam que concordavam fortemente, outros 8 voluntarios responderam que
concordavam e 1 manteve-se neutro em relacdo a esta questdo. Quando questionados se a
bolacha era agradavel na sua boca, 3 responderam que concordavam fortemente, enquanto
13 responderam que concordavam. Ja em relagdo a BT e se esta era saborosa, 2 voluntarios
responderam que concordavam fortemente,11 responderam que concordavam e 3
mantiveram-se neutros em relacdo a esta questdo. Na questdo se acharam a bolacha
agradavel na sua boca, 1 voluntario respondeu que concordava fortemente, 14 responderam
gue concordavam e 1 manteve-se neutro em relacdo a essa questdo. Na Tabela 10 séo

apresentadas as respostas dadas pelos voluntarios as questdes colocadas.
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Tabela 10 — Resumo das respostas dos voluntarios as questdes colocadas sobre as bolachas testadas
(BF e BT).

Concordo N&o concordo,
Concordo )
fortemente nem discordo
A bolacha é saborosa? 7 8 1
BF
A bolacha é agradavel na boca? 3 13 0
A bolacha é saborosa? 2 11 3
BT
A bolacha agradavel na boca? 1 14 1

Podemos inferir que ambas as bolachas tiveram uma boa aceitagéo a nivel sensorial por parte
dos voluntarios e que a BF teve mais voluntarios a responderem “concordo fortemente”, em

ambas as questdes colocadas, logo obteve uma aceitacéo ligeiramente superior a BT.

b) Determinagdo do teor em amido resistente
O teor em AR foi determinado nas amostras de BF e BT, utilizando a mesma metodologia
referida para as amostras de farinha de feijdo cru. Na Tabela 11 sdo apresentados 0s

resultados obtidos nesta determinagao.

Tabela 11 — Resumo dos resultados da determina¢éo do teor em AR nas bolachas (BF e BT) (n=2).

Feijao(BF) Trigo(BT)

Bolacha 11,24 + 0,36 0,43 £ 0,03

Todos os valores representam a média + desvio padréo.

Os resultados mostram que a BF tem cerca de vinte vezes mais AR do que a BT. Estes valores
vao de encontro com o esperado, ou seja, foi conseguido com sucesso a formulacdo de uma
bolacha com elevado teor em AR. Este tipo de desenvolvimento, ndo é inédito ja que Aparicio-
Saguilan, et al desenvolveram uma bolacha a base de amido proveniente da banana e
obtiveram valores de AR de 8,42 + 0,30% (82). A formulacdo desenvolvida neste trabalho ndo
foi apenas bem-sucedida, como obteve melhores resultados quanto ao teor em AR que a

bolacha criada por Aparicio-Saguilan, et al.
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c) lIdentificacdo de compostos volateis por microextracdo em fase sdlida e
cromatografia em fase gasosa associada a espectrometria de massa (SPME-
GC/MS)

A técnica de SPME-GC/MS foi usada na analise das amostras de BF (bolacha de feijao), BT
(bolacha de trigo), MF (massa da bolacha de feijao) e MT (massa da bolacha de trigo),
seguindo a mesma metodologia que as 91 variedades de farinha de feijdo cru analisadas. No
entanto, na preparacdo da amostra foram utilizados 500 mg de amostra e adicionados 2 mL
de &gua Milli-Q aos vials de 10 mL. Os perfis cromatograficos das amostras referidas sao
apresentados na Figura 8, Figura 9, Figura 10 e Figura 11, estando organizadas de forma a

que seja possivel compara-las.
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Figura 8 — Comparacéo dos perfis cromatograficos obtidos apds anélise das amostras BF (a laranja) e BT (a verde) por SPME-GC-MS.

Legenda: * — Siloxanos; # — N&o Identificado (NI); 1 — tolueno; 3 — 2-metilpropanol; 4 — 2-pentanol; 6 — o-xileno; 8 — 1-butanol; 9 — 1-penten-3-ol;
10 — 2-heptanona; 12 — (E)-2-hexenal; 14 — 2-pentilfurano; 15 — 1-pentanol; 18 — 2-heptanol; 20 — 1-hexanol; 21 — 1-hidroxi-2-butanona; 23 — 2-nonanona;
24 — 3-furaldeido; 25 — 1-octen-3-ol; 26 — 1-heptanol; 28 — 2-etil-1-hexanol; 31 — benzaldeido; 32 — (E)-2-nonenal; 33 — 2-undecanona; 35 — butirolactona;
36 — 1-nonanol; 37 — &cido butanoico; 38 — naftaleno; 39 — acetamida; 40 — 2-undecenal; 41 — tetrahidro-6-metil-2H-piran-2-ona; 43 — 2-tridecanona;
45 — 4lcool benzilico; 46 — dimetilsulfona
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Figura 9 — Comparacao dos perfis cromatogréficos obtidos apds analise das amostras MF (a laranja) e MT (a verde) por SPME-GC/MS.

Legenda: * — Siloxanos; # — Nao Identificado (NI); 1 — tolueno; 2 — hexanal; 5 — 1-metoxi-2-propanol; 6 — o-xileno; 7 — 2-propilfurano; 8 — 1-butanol;
10 — 2-heptanona; 11 — L-limoneno; 13 — 2-etoxibutano; 15 — 1-pentanol; 16 — 1,2,3-trimetilbenzeno; 17 — 3-hidroxi-2-butanona; 20 — 1-hexanol;
21 - 1-hidroxi-2-butanona; 23 - 2-nonanona; 25 - 1l-octen-3-ol; 27 - éter metilico de dipropilenoglicol; 28 — 2-etil-1-hexanol;
30 — 1-(2-metoxipropoxi)-2-propanol; 31 — benzaldeido; 32 — (E)-2-nonenal; 42 — 3,7,11,15-tetrametil-1-hexadecanol.
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Figura 10 — Comparacéo dos perfis cromatogréaficos obtidos apds andlise das amostras BF (a laranja) e MF (a verde) por SPME-GC/MS.

Legenda: * — Siloxanos; # — N&o Identificado (NI); 1 — tolueno; 2 — hexanal; 6 — o-xileno; 7 — 2-propilfurano; 9 — 1-penten-3-ol; 10 — 2-heptanona;
14 — 2-pentilfurano; 15 — 1-pentanol; 16 — 1,2,3-trimetilbenzeno; 19 — 2,5-dimetilpirazina; 20 — 1-hexanol; 21 — 1-hidroxi-2-butanona; 23 — 2-nonanona;
25 — 1-octen-3-0l; 27 — éter metilico de dipropilenoglicol; 28 — 2-etil-1-hexanol; 31 — benzaldeido; 32 — (E)-2-nonenal; 33 — 2-undecanona; 35 — butirolactona;
38 — naftaleno; 39 — acetamida; 41 — tetrahidro-6-metil-2H-piran-2-ona; 43 — 2-tridecanona; 45 — alcool benzilico; 46 — dimetilsulfona; 48 — Tetrahidro-6-propil-
-2H-piran-2-ona.
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Figura 11 — Comparacéo dos perfis cromatogréaficos obtidos ap0s andlise das amostras BT (a laranja) e MT (a verde) por SPME-GC/MS.

Legenda: * — Siloxanos; # — N&o Identificado (NI); 1 — tolueno; 2 — hexanal; 3 — 2-metilpropanol; 4 — 2-pentanol; 5 — 1-metoxi-2-propanol; 8 — 1-butanal;
9 — 1-penten-3-ol; 10 — 2-heptanona; 11 — L-limoneno; 14 — 2-pentilfurano; 15 — 1-pentanol; 18 — 2-heptanol; 20 — 1-hexanol; 23 — 2-nonanona;
24 — 3-furaldeido; 25 — 1-octen-3-ol; 26 — 1-heptanol; 27 — éter metilico de dipropilenoglicol; 28 — 2-etil-1-hexanol; 30 — 1-(2-metoxipropoxi)-2-propanol;
31 — benzaldeido; 32 — (E)-2-nonenal; 34 — dihidro-5-metil-2(3H)-furanona; 35 — butirolactona; 36 — 1-nonanol; 37 — acido butanoico; 40 — 2-undecenal;

45 — alcool benzilico; 47 — alcool feniletilico.
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O Anexo 7 apresenta a compilacdo de todos os resultados referentes aos compostos volateis
identificados nas amostras de bolacha (BF, BT) e respetivas massas (MF e MT). Para além
da identificacdo dos compostos, incluiu-se informacéo acerca da familia quimica a que
pertencem, os indices de semelhanca obtidos através da comparacéo do espectro de massa
com a biblioteca de espectros do software, indices de retencdo linear e os correspondentes
valores na literatura, bem como os descritores aromaticos do composto.

Os resultados mostram que existem algumas diferengas quanto aos compostos identificados
para cada amostra. Assim:

(i) compostos como o tolueno e o hexanal, ambos com um descritor aroméatico verde,
folnagem, floral, estdo presentes em todas as amostras numa percentagem que varia entre
0s 17,39 e os 8,45% para o tolueno, e entre os 6,91 e 0s 1,78% para o hexanal. O 1-pentanol
e 0 1-hexanol, ambos associados a descritores de combustivel, etéreo, oleoso, é&lcool,
também estéo presentes em todas as amostras analisadas, entre os 6,80 e 0s 1,82% no caso
do 1-pentanol, e entre os 35,42 e 0s 0,77% no caso do 1-hexanol. A 2-nonanona, o 1-octen-
3-ol, 0 1-heptanol e o 2-etil-1-hexanol, que possuem um descritor aromatico associado a
verde, ceroso, oleoso, tém percentagens entre 3,62-0,32%, entre 1,59-1,05%, entre 1,84-
0,26% e entre 4,58-0,33%, respetivamente, sendo que, estdo igualmente presentes em todas
as amostras analisadas. O (E)-2-nonenal também esta presente em todas as amostras, numa
percentagem entre 0,66-0,22%, e possui um descritor aromatico a gorduroso, verde, oleoso.
O facto de estes compostos estarem associados a aromas caracteristicos nao significa que
eles estejam a contribuir para o aroma global do produto, dado que essa contribuigédo vai
depender do seu limiar de percecao olfativo e da concentragdo em que se encontra presente
na amostra.

(i) nas amostras onde se utilizou a farinha de feijdo, amostras BF e MF, foram
identificados o o-xileno, que possui um aroma floral, o 2-propilfurano e o 1-hidroxi-2-
butanona, que possui um aroma doce, café, mofo. O o-xileno esta presente nas amostras
numa percentagem de 0,71% na BF e 1,08% na MF, o 2-propilfurano estava numa
percentagem de 2,43% na BF e 2,62% na MF e o 1-hidroxi-2-butanona estava numa
percentagem de 0,35% na BF e 0,20% na MF.

(iif) nas amostras onde se utilizou a farinha de trigo, amostras BT e MT, foram identificados
em comum 0s seguintes compostos volateis: 2-metilpropanol, 2-pentanol, 2-heptanol e 2-
undecenal. No caso do 2-metilpropanol, este possui um descritor aromatico associado a
etéreo, vinico e foi encontrado numa percentagem de 1,05% na BT e 0,54% na MT. Ja o 2-
pentanol, que possui um aroma verde, combustivel, oleoso, fermentado, estava presente
numa percentagem de 0,31% na BT e 0,69% na MT. O 2-heptanol possui um descritor
aromatico associado a mofo, folhagem, violeta, herbal, verde, doce, madeira, floral (pednia) e

encontra-se numa percentagem de 0,45% na BT e 0,34% na MT. Por ultimo, o 2-undecenal,
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que possui um aroma fresco, frutado, casca de laranja, estava presente nestas amostras
numa percentagem de 0,15% na BT e 0,20% na MT.

(iv)nas amostras ndo processadas, ou seja, nha MF e MT, foram identificados o L-
limoneno e o éter metilico de dipropilenoglicol como sendo compostos especificos destas
amostras. O L-limoneno que € um terpeno tem como descritores arométicos, pinho, herbal,
apimentado, e estava presente numa percentagem de 0,70% na MF e 0,50% na MT. Por sua
vez, o éter metilico de dipropilenoglicol encontrava-se presente numa percentagem de 0,81%
na MF e 2,80% na MT.

(v) nas amostras BF e BT, ou seja, nas amostras processadas, o 1-penten-3-ol, o 2-
pentilfurano, o naftaleno e o alcool benzilico foram compostos comumente identificados.
O 1-penten-3-ol estava numa percentagem de 1,12% no caso da BF e de 5,45% no caso da
BT, sendo que este composto volatil tem como descritor aromatico ser picante, verde, frutado.
Por sua vez, o 2-pentilfurano, que possui um aroma frutado, verde, terroso, feijao, vegetal,
metdlico, estava presente numa percentagem de 0,32% na BF e 0,08% na BT. O naftaleno
possui um descritor aromatico associado a picante, seco e resinoso e esta presente numa
percentagem de 0,86% na BF e 0,06% na BT. Ja o alcool benzilico possui um descritor
aromatico associado a floral, rosa, fenélico, balsamico, frutado, quimico, e na amostra BF esta
presente numa percentagem de 1,13% e na BT numa percentagem de 0,57%.

Assim podemos inferir que compostos volateis como o tolueno, o 1-pentanol, 2-nonanona,
1l-octen-3-ol, 1-heptanol, o-xileno, 1-penten-3-ol, 2-pentilfurano, alcool benzilico, 2-
heptanona, (E)-2-hexenal e 3-hidroxi-2-butanona surgem nas amostras analisadas na
sequéncia deste ensaio, como também sao caracteristicos e encontrados na farinha de feijao
cru. Dos compostos encontrados em comum é relevante mencionar que nas amostras
processadas, BF e BT, surgem o 1-penten-3-ol, 2-pentilfurano e o alcool benzilico,
sugerindo assim que estes compostos volateis caracteristicos da farinha de feijao cru
permaneceram nas bolachas mesmo apés o processo de preparacado a 180°C. Ao encontrar
compostos volateis comuns a todas as amostras analisadas, tal como, o tolueno, hexanal,
1-pentanol, 1-hexanol, 2-nonanona, 1-octen-3-ol, 1-heptanol, 2-etil-1-hexanol e (E)-2-
nonenal, pode-se inferir que estes também permanecem nas bolachas apés o processo de
preparacao.
Dos resultados obtidos foram identificados compostos volateis especificos do tipo de bolacha:
0] na BF, compostos como a 2,5-dimetilpirazina, cujo descritor aromatico esta
associado a cacau, assado, noz, bife, madeira, erva, medical, o (Z)-3-hexen-
1-ol, que estd associada a fresco, verde, erva, folhagem, vegetal, herbal,
oleoso, a 2-undecanona, associada a ceroso, frutado, cremoso, gorduroso,
floral (lirio), a 2-tridecanona, associada a gorduroso, ceroso, lacticinios, coco,

noz, herbal, terroso, a dimetilsulfona, a sulfuroso e queimado, e a tetrahidro-
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6-propil-2H-piran-2-ona, que é associada a doce, gorduroso, coco, tropical,
lacticinios.

(i) na BT, compostos como o (E)-2-hexenal, que possui um descritor aromatico
associado a verde, banana, aldeido, gorduroso, queijo, o 3-furaldeido, o 2,4
heptadienal, associado a verde, picante, frutado, especiarias, a dihidro-5-
metil-2(3H)-furanona, o 1-Nonanol, que estd associado a fresco, limpo,
gorduroso, floral, rosa, laranja, poeirento, molhado, oleoso e o &cido
butanoico, que se encontra associado a forte, acético, queijo, amanteigado,
frutado.

Como estes compostos volateis sdo apenas encontrados na BF ou na BT, pode-se concluir
gue estes sao compostos que podem estar a contribuir para o seu contetdo aromatico e para
a distingdo entre as amostras analisadas.

d) Andlise do teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu foi usado para determinar o teor em fendis totais has amostras
de BF, BT, MF e MT (Tabela 12).

Tabela 12 — Resumo dos resultados da determinacdo do teor em fendis totais nas amostras de BF,
BT, MF e MT (n=4).

Feijdo Trigo
Bolacha 83,27 £ 1,62 19,44 + 0,24
Massa 88,50 + 1,28 18,53 + 4,99

Todos os valores representam a média + desvio padrao.

Os resultados mostram que as amostras que contém farinha de feijdo sdo mais ricas em fendéis
totais, cerca de quatro vezes mais, do que as que apenas tém farinha de trigo. Verifica-se
ainda que a MF possui um teor fendlico de 88,50 mg eq AG/100g, enquanto que a BF possui
um valor mais baixo, 83,27 mg eq AG/100g (Tabela 12). Resultados semelhantes foram
obtidos no trabalho desenvolvido em 2015 por Jan, et al, em que foi possivel verificar que
havia uma diferenca no teor de fendis totais entre as diferentes formulagdes de farinhas

testadas e as bolachas processadas a partir dessa farinha (83).
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Assim, os resultados obtidos mostram que o processamento da bolacha afetou o teor de fendis
totais fazendo com que este diminuisse, a excecdo da MT que teve um valor médio de fendis

totais mais elevado que a BT.

e) Andlise da atividade antioxidante pelo método de ORAC

Também foi determinada a atividade antioxidante das bolachas (BF e BT), e das massas
correspondentes (MF e MT), pelo método de ORAC (Tabela 13).

Tabela 13 — Resumo dos resultados da analise da atividade antioxidante na BF, BT, MF e MT (n=4).

Feijao Trigo
Bolacha 3073,45 + 575,06 1158,39 £ 91,16
Massa 3471,42 + 510,33 1318,77 £ 145,00

Todos os valores representam a média + desvio padréo.

Foi observado que as amostras que contém farinha de feijdo sdo aquelas que apresentam
maior atividade oxidante em relagdo as que apenas tém farinha de trigo na sua composicao.
A atividade antioxidante determinada na amostra MF foi de 3471,42 mM CAET/100g,
enquanto que na BF esse valor baixa para 3073,45 mM CAET/100g. Esta diminuicdo também
é verificada entre MT (1318,77 mM CAET/100g) e BT (1154,39 mM CAET/100g).

Em 2009, Anton, et desenvolveu um trabalho onde compara a atividade antioxidante do feijdo
cru e do feijdo cozido, concluindo que esta diminuia com o processamento. Tal como nesse
trabalho, podemos inferir que apds o processamento das amostras testadas ocorreu uma

diminuicdo da atividade antioxidante do produto com ou sem feijao (84).

f) Determinagao do teor de inibidores da atividade da tripsina

A determinacdo do teor de inibidores da atividade da tripsina (TIA) foi realizada com o objetivo
de despistar potenciais indisposi¢cdes que possam ter sido causadas pela ingestdo das
amostras em teste. Neste parametro foi apenas analisada a BF em comparagdo com a farinha
de feijao cru (FC), utilizada na formulacdo da bolacha. Os resultados obtidos sé&o

apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Resumo dos resultados da determinacéo do teor de inibidores da tripsina na FC e na BF
(n=2).

Feijao
Farinha 0,25+ 0,01
Bolacha 0,02 + 0,0004

Todos os valores representam a média + desvio padréao.

Os resultados mostram que os valores determinados séo bastante baixos, tanto na FC, 0,25
+ 0,01 mg/g, como na BF, 0,02 + 0,0004 mg/g, e que o valor de TIA para a FC esta de acordo
com a literatura (85). Assim pode inferir-se que com o processo de preparacao das bolachas
ocorreu uma diminui¢ao do teor de TIA, sendo que, o valor de BF é cerca de dez vezes inferior
ao de FC. Estes resultados estdo de acordo com os resultados de Anton, et al que verificaram
que ao formular tortilhas a partir de farinha de feijao o teor de TIA diminui cerca de duas vezes
em relagdo ao da farinha de feijao (86).

Para a bolacha testada, os teores de TIA determinados estdo bastante abaixo do que seria
necessario para causar efeitos de indisposi¢cdo apds o seu consumo. Normalmente, valores
de 4 mg/g ou superiores vao causar aproximadamente 95% de inibi¢cdo da tripsina (87). No
entanto, é possivel que pessoas que nao estejam habituadas a consumir leguminosas possam

sentir algum desconforto intestinal.

4.2.2 Estudo do efeito da ingestdo de bolachas com farinha de feijdo na

resposta glicémica

a) Caracterizagdo da populacdo do estudo

A populacdo que participou no estudo é constituida por pessoas de ambos os sexos, sendo
na sua maioria voluntarios do sexo feminino (68,8%), e com idades compreendidas entre os
21 e os 36 anos. A Tabela 15 apresenta informacg8es dos voluntarios e ainda detalhes do seu
historial clinico. Nesta tabela, também é possivel verificar com que frequéncia os voluntarios
praticam exercicio fisico e qual é habitualmente o seu consumo de leguminosas. Todos 0s
individuos que participaram no estudo possuem um IMC normal (18,5kg/m? < IMC <
24,9kg/m?).
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Tabela 15 — Caracterizagéo dos voluntarios (n=16) que participaram no ensaio in vivo.

Voluntarios
Sexo (F/M) 11/5
Idade 274+4,2
Peso 64,4+1,7
Altura 1,67 +0,1
Pratica de exercicio fisico 2+ 1 vezes por

semana

Peso estavel nos dltimos 3 meses v
N&o ter diagndstico médico de diabetes ou outras v
doencas enddécrinas
Nao ter histdria clinica de doenca gastrointestinal ou v
distarbios endécrinos
N&o estar a tomar medicamentos que interfiram com o v
metabolismo glicidico ou lipidico
Nao ter estado internado nos ultimos 3 meses v
N&o estar gravida ou a amamentar v
N&o ser fumador v
Efetuar regularmente a refeicdo do pequeno-almoco v

1+ 1 vezes por

nsum [ min
Consumo de leguminosas semana

v" _todos os voluntérios cumprem a condicao.

b) Resposta glicémica

A avaliagédo da glicémia capilar foi efetuada em jejum (0O min) e aos 15, 30, 45, 60, 90 e 120
min apos a ingestdo das duas bolachas em estudo (BT, BF). Para o conjunto dos individuos
do estudo, a Tabela 16 representa os valores médios da glicémia e o Figura 12 representa a

variagado da glicose capilar ao longo do tempo, até aos 120 min.

49



Tabela 16 — Valores médios da glicémia (mmol/l) em jejum (Omin) e apds ingestdo das amostras (BF e

BT).
Tempo (min) BF BT

0 4,82 +0,35 4,60 + 0,32
15 6,24 £ 0,40 6,26 + 0,67
30 5,67 £0,52 6,47 £0,71
45 5,49 £ 0,58 6,06 + 0,89
60 5,07 £0,41 5,75+ 0,69
90 4,73 +0,35 538 +0,77
120 4,92 + 0,36 5,29 £ 0,44

BF — bolacha de feijdo; BT — bolacha de trigo;
Todos os valores representam a média + desvio padréo; n =16.

1,90

= 1,40
o
£
E
2 ——BF
£ 0,90
3 BT
>
g
0,40
-15-0,10 ¢ 45 60

Tempo (min)

Figura 12 — Variacéo do valor de glicémia apés a ingestéo da bolacha de feijdo (BF) e da bolacha de
trigo (BT) para o conjunto de voluntarios do estudo; média + desvio padrdo da média, n=16; para cada
tempo, letras diferentes significam que as amostras sao significativamente diferentes.

Para o total dos participantes (n=16) observou-se que o valor maximo alcancado € superior
no caso da BT (2,05) e ocorreu aos 30 min, a partir deste momento diminuiu de forma rapida
e acentuada. No caso da BF, o valor méximo foi atingido aos 15 min (1,73) e depois tem um
comportamento semelhante ao de BT, no entanto com uma intensidade muito menor. Aos 90
min o valor verificado (-0,90) € inferior ao inicial, sendo este valor geralmente explicado pelo
facto de alimentos ricos em agUcar serem mais suscetiveis a que a curva de glicémia decres¢a
mais rapidamente (60 e 75 min), uma vez que, na sua constituicdo os agucares simples, como

a sacarose, lactose e frutose, contribuem com menos unidades de glucose do que a mesma
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guantidade de amido (88). No entanto, ndo é o que acontece nas amostras testadas, visto
terem, aproximadamente, a mesma quantidade de acucares, podendo a resposta para estes
valores estar na quantidade total de hidratos de carbono que é menor na BF do que na BT.
Na literatura ndo foram encontrados estudos sobre o facto do feijao puder ser um alimento
excecao quanto a resposta glicémica, como é o caso da batata no trabalho desenvolvido por
Brand-Miller, et al (88).

A comparacao das médias entre as duas amostras em cada um dos tempos de avaliacdo da
glicémia capilar foi feita utilizando o teste ndo paramétricos de Mann-Whitney. Foi possivel
observar diferencgas estatisticamente significativas nos momentos 30 min (P<0,001), 45 min
(P=0,004), 60 min (P<0,001) e 90 min (P=0,001), sendo que nos restantes tempos as
diferengas observadas ndo foram estatisticamente significativas (Figura 12).

Foi calculada a AUC para cada individuo. Os valores médios obtidos apds a ingestao das
amostras testadas (BF e BT) estéo representados na Tabela 17.

Tabela 17 — Valores médios da AUC da glicémia (mmol*min/l) apds ingest@o da bolacha de feijdo e da

bolacha de trigo para o conjunto dos individuos do estudo, n=16.

BF BT

AUC (mmol*min/l) 47,21 £ 9,02 112,60 £ 11,58

BF — bolacha de feijao; BT — bolacha de trigo (controlo);
Todos os valores representam a média + desvio padréo, n=16.

Para cada uma das amostras, as diferencas observadas pelo teste One-way ANOVA
confirmam que o valor médio da AUC determinado para a BF (47,21 + 9,02 mmol*min/l) é
significativamente inferior ao valor médio da AUC determinado para a BT (112,60 + 11,58
mmol*min/l); p<0,05 (One-Way ANOVA test - F(1;30)=26,54; p<0,001; p<0,05).

Em suma, apds a ingestdo da BF e até aos 120 min, observa-se uma resposta glicémica
menor e as diferencas observadas sdo estatisticamente significativas, comparativamente aos

resultados obtidos apds a ingestédo da BT pelos mesmos individuos.

c) Percecéo da saciedade
A capacidade de determinado alimento ou refeicdo induzir saciedade tem uma importancia
determinante na quantidade que se ingere e no intervalo de tempo até a refeicdo seguinte.

Este efeito, de maior saciedade, é caracteristico dos alimentos ricos em fibra alimentar, sendo

0 AR um componente deste grupo.
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No entanto, a avaliacdo da percecdo de saciedade € um processo que se reveste de uma
grande subjetividade. O fator “individuo” na sua complexidade e variedade é fundamental
guando se pretende quantificar sensacdes fisicas, psicolégicas e ambientais, que influenciam
o individuo e consequentemente a sua percec¢ao dessas mesmas sensacdes (59). Flint, et al
publicaram escalas visuais analdgicas (VAS) validadas para avaliacdo da sensacédo de apetite
gque foram adotadas neste trabalho (89).

Os dados obtidos da aplicacéo da VAS em jejum (0) e aos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min, apos
a ingestdo da BF e da BT pelo grupo de voluntérios, foram expressos em milimetros (mm),
numa escala que vai de zero (0) a cem (100). A Figura 13 representa os valores médios que
exprimem a percecao da saciedade, para cada um dos parametros de avaliacdo, no conjunto
de individuos que participaram no estudo.

Questio 1: Quio satisfeito se sente? Questdo 2: Quanta fome sente agora?

100 &
75 —&—BF

15 30 45 60 75 90 105 120

= 60 BT 90
£ E
= 45 E_ 80
8 -
<§ 30 g 70
a Z 60
(7]
15 B
0 £ 50
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0
Tempo (min) Tempo (min)
Questao 3: Quao cheio se sente? Questao 4: Quanto acha que conseguiria
ainda comer?
75 ——
BF 100
£ 60 BT 9% 0, 15 30 45 60 75 90 105 120
£ _
£ a a a
= 45 E 30 a
g =
‘g 30 S 70
a S b
15 £ e0 | b &
0 50 b b BT
0 15 30 45 60 75 90 105 120 20
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 13 — Percecéo da saciedade relativamente aos 4 pardmetros avaliados para as duas amostras
(BF e BT), n=16; para cada tempo, letras diferentes significam que as amostras séo significativamente
diferentes.

De um modo geral, a BF indicou uma maior saciedade relativamente a BT, com valores de
médias em cada tempo sempre superiores, exceto raras exce¢des. Das quatro questdes

apresentadas no questionario, as questdes “Quao satisfeito se sente?” e “Quao cheio se
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sente?” apresentaram um comportamento semelhante, ou seja, em jejum (0O min) apresentam
valores baixos (preenchimento préximo do extremo esquerdo) e 15 min apds a ingestao foram
observados valores mais elevados que foram diminuindo até aos 120 min. Relativamente as
outras duas questdes, “Quanta fome sente agora?” e “Quanto acha que conseguiria ainda
comer?”, observou-se 0 comportamento oposto, valores elevados em jejum (0 min) seguindo-
se valores mais baixos aos 15 min que foram aumentando até aos 120 min.

A comparacdo das médias entre as duas amostras em cada um dos tempos de avaliagdo
permite afirmar que em todas as questdes realizadas foram observadas diferencas
estatisticamente significativas. Na questdo “Quéo satisfeito se sente?” foram observadas
diferencas significativas nos momentos 60, 90 e 120 (P<0,05), enquanto nas restantes
questdes, “Quéo cheio se sente agora?”’, “Quanto acha que conseguiria ainda comer?” e
“Quanta fome sente agora?”, essas diferencas significativas foram observadas nos momentos
45, 60, 90 e 120 (P<0,05).

Os resultados foram convertidos em AUC para cada uma das questdes da VAS e para cada
um dos voluntarios. A média dos valores obtidos € apresentada na Tabela 18.

Tabela 18 — Valores médios da AUC (mm*min) dos parametros de avaliacao da percec¢édo de saciedade

apos ingestdo das amostras (BF e BT).

Parametros BF BT
Quanta fome sente agora? 3076,73 + 352,352 3902,72 + 348,47°
Quao cheio se sente? 5454,14 + 346,612 4809,27 + 345,18

Quanto acha que conseguiria ainda
3754,69 * 391,377 4308,84 + 334,702
comer?

BF — bolacha de feijao; BT — bolacha de trigo (controlo);
Todos os valores representam a média + desvio padrédo, n=16;

Em cada linha, letras diferentes significam valores significativamente diferentes.

A comparacao entre as médias da AUC da BF e da BT para cada um dos parametros foi
avaliada pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras emparelhadas. Foram
observadas diferencas significativas para os parametros “Quanta fome sente agora?”
(P=0,015) e “Quéao cheio se sente?” (P=0,034). Para os parametros “Quao satisfeito se
sente?” e “Quanto acha que conseguiria ainda comer?” foram observados valores de p-value
de respetivamente 0,056 e 0,148, ou seja, nesses parametros as diferencas ndo séo
significativas. No entanto, € de realcar que todos os parametros revelam um aumento da

saciedade associada a BF.
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Existem varias menc¢fes na literatura que explicam o aumento da saciedade associado a
alimentos com incremento do teor de fibra pelo atraso do esvaziamento gastrico e da absor¢éo
dos macronutrientes. O aumento das hormonas gastrointestinais colecistoquinina, GLP-1 e
peptideo tirosina-tirosina, que atuam como indutores da saciedade, também podera explicar
este efeito apds a ingestado de alimentos ricos em fibra (85—-87). Sendo o teor em AR 0 Unico
composto que difere em maior proporcdo nas duas bolachas analisadas poderemos afirmar
que o efeito indutor da saciedade observado se deve muito provavelmente a este
componente, 0 que podera ser importante numa situacéo de perda de peso, manutencéo de

peso ou mesmo ha diabetes.

d) Determinagéo do indice glicémico da bolacha de feijao e da bolacha de trigo

O ensaio para a determinacédo do IG das amostras em estudo (BF e BT) foi realizado nos
mesmos moldes que os restantes, com 0s 16 voluntarios a consumirem o alimento de
referéncia (50 g de glicose anidra dissolvida em 250 mL de agua). Para o célculo do IG das
duas bolachas testadas foi aplicada a Equacao 2 referida no Desenho experimental (ver em
Métodos).

Assim, a BF apresentou um IG de 31 enquanto a BT apresentou um valor de 75. Os alimentos
sao classificados como tendo um |G baixo (£55), médio (56-69) ou elevado (=70), e, de acordo
com esta classificagdo, a BF apresenta-se como um alimento de baixo IG e a BT como um
alimento de IG elevado (76,90).

Podemos inferir que o IG inferior da BF se traduz na resposta glicémica menor que essa
amostra desencadeou. Uma vez que as duas amostras em estudo tém como diferenca
principal o teor em AR podemos afirmar que este contribuiu, muito provavelmente, para a

diminui¢do do IG das bolachas.
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4.3 Identificacdo de compostos volateis em farinha de feijdo cru por
microextracdo em fase soélida e cromatografia em fase gasosa associada a
espectrometria de massa (SPME-GC/MS)

Utilizando a técnica de SPME-GC/MS foram analisadas 91 variedades, referentes ao segundo
ano do projeto, ou seja, as variedades do bloco 3 e do bloco 4, cultivadas em Cordoba,
Espanha.

Na Figura 14 é apresentado um cromatograma tipo correspondente a andlise de uma
variedade de feijdo cru, identificada como 654, utilizando as condicBes anteriormente
descritas (ver Métodos).

A identificagdo dos compostos foi efetuada com base na comparacdo do espectro de massa
dos compostos com o espectro obtido na biblioteca de espectros (GCMSolutions versao 2.10
— LabSolutions). De forma a evitar identificagbes incorretas apenas foram considerados
aqueles compostos com um indice de semelhanga igual ou superior a 88%. De formar a
garantir uma maior confianga nas identificagcdes foi também utilizado outro método, tendo
como base a determinacdo do indice de retencdo dos compostos, comparando o indice de
retencdo fornecido no cromatograma com o calculado utilizando uma solucdo de padrdes de
alcanos C8-C20 (Anexo 9), analisada nas mesmas condi¢bes que as variedades.

De entre os indices de retencdo encontrados na literatura podemos citar o indice de retencao
de Kovats e o indice de retencao linear (91). Este ultimo diferencia-se do primeiro apenas nas
condicBes nao-isotérmicas de temperatura, ou seja, o indice de retencao linear é sempre
calculado quando se utilizam temperaturas programadas de coluna (92), como € o caso do
trabalho realizado no ambito desta tese. As formulas dos indices de retencdo sé&o

apresentadas de seguida (91,92):

a. Indice de retencéo de Kovats

N log(t,)—1og(ty)
Equacéo 3 I, =100, + 100 [%]

b. Indice de retencéo linear

Equagcéo 4 I = 100,, + 100 [ |

n+1~tn

De forma a agilizar o calculo dos indices de retencao linear, foi utilizada uma calculadora
online (https://www.pherobase.com/). Os valores obtidos foram comparados com valores
encontrados na literatura (https://www.nist.gov/) para colunas da mesma polaridade,

atendendo que foi utilizada uma coluna polar DB-WAX.
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Figura 14 — Cromatograma tipo referente ao perfil cromatografico da amostra 654 do bloco 3 (segundo ano do projeto).

Legenda: * — Siloxanos; 1 — 1-Penten-3-ona; 2 — Tolueno; 3 — NI; 4 — 2,3-Pentanodiona; 6 — N&o Identificado (NI); 9 — NI; 11 — Etilbenzeno;
14 — o-Xileno; 16 — NI; 17 — NI; 19 — 1-Penten-3-ol; 20 — NI; 25 — Eucaliptol; 28 — NI; 29 — (E)-2-Hexenal; 30 — NI; 31 — Acido hexandico, éster etilico;
36 — 1-Pentanol; 40 — NI; 43 — 2-Octanona; 46 — NI, 47 — 1-Octen-3-ona; 52 — Ciclopentanol; 54 — (Z)-2-Pentenol; 57 — (Z)- 6-Octen-2-one; 58 — NI;
61 — NI; 62 — Formiato de hexila; 64 — NI; 68 — NI; 70 — 3-Octanol; 72 — NI; 77 — NI; 80 — NI; 81 — NI; 82 — 1-Octen-3-ol; 83 — 1-Heptanol; 86 — NI;
90 — NI; 94 — 2-Decanona; 95 — NI; 98 — NI; 99 — NI; 100 — NI; 103 — NI; 106 — 2,3-Butanediol, 108 — NI; 109 — NI; 110 — NI; 112 — NI; 114 — Mentol;
115 — NI; 117 — 3-Furanometanol; 119 — (E,E)-2,4-Nonadienal; 124 — NI; 127 — NI; 131 — Alcool benzilico; 132 — Alcool feniletilico; 133 — NI.



Os cromatogramas das variedades analisadas mostram que estas apresentam na sua
composicdo um numero elevado de compostos, de diferentes familias quimicas e que as
variacbes observadas entre as variedades, tal como seria de esperar, referem-se, na sua
maioria, a area dos picos detetados e ndo ao aparecimento de novos compostos.

O Anexo 8 apresenta a compilacdo de todos os compostos identificados, a que familia
pertencem, os indices de semelhanca, os indices de reten¢éo linear e respetivos valores na
literatura, bem como, os descritores aromaticos do composto identificado. Dos compostos
identificados neste trabalho alguns encontram mencionados na literatura, como é o caso do
1-octen-3-ol e do 3,5-octadien-2-ona identificados por Buttery, et al em 1975 (66), e do 1-
pentanol identificado por Lovegren, et al em 1979 (67). Também foram identificados
compostos detetados por Oomah, et al em 2007, tais como o tolueno, o etilbenzeno, o o-
xileno, o 1,2,3-trimetilbenzeno, o benzaldeido, o 1-penten-3-ol, o 1-pentanol, o 1-hexanol, o
1-octen-3-ol, o alcool benzilico, a 3,5-octadien-2-ona e o 2-propilfurano (69). Todos estes
compostos volateis foram identificados em amostras de feijéo cru.

Para perceber a relacéo entre as varias variedades aqui estudadas e os compostos volateis
identificados, foi realizada uma andlise por componentes principais (ACP). Esta ferramenta
estatistica permite comparar um grande nimero de variedades quando um grande nimero de
variaveis estd a ser avaliado. Neste trabalho o niUmero de variedades a comparar era 91 e o
namero de variaveis considerado inicialmente para o tratamento de resultados era 138.
Numa primeira abordagem foram utilizados os valores da area dos picos de todos os
compostos identificados (n=138) das 91 variedades estudadas, e respetivas réplicas
biolégicas e réplicas técnicas.

Realizando uma Two-way ANOVA foi possivel verificar que o fator réplica técnica nédo é
estatisticamente significativo (P=0,546). Assim sendo, pode ser utilizado o valor médio destes
resultados na ACP, confirmando assim que o equipamento ndo tem influéncia nos resultados
obtidos. A mesma Two-way ANOVA também permitiu determinar que o fator bloco, ou seja, a
réplica biolégica das variedades estudadas, néo é estatisticamente significativo (P=0,887),
logo pode-se concluir que o campo era uniforme. Assim, é possivel utilizar os valores médios
do bloco na ACP, reduzindo o nimero de entradas o que facilita a comparacao e avaliacéo

dos resultados obtidos (Tabela 19).
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Tabela 19 — Resultados obtidos no tratamento estatistico (Two-way ANOVA).

p-value
Bloco (réplica biolégica) 0,887
Replica técnica 0,546

Posteriormente, procedeu-se a uma andlise de correlacdo para verificar quais as variaveis
que poderiam ser retiradas, diminuindo assim o seu himero o0 que, mais uma vez, facilitava a
analise dos resultados. Assim sendo, foram retiradas as varidveis com valores de correlacao
superiores a 0,75, ou seja, as variaveis A3, A24, A39, A40, A0, A2, A60, A62, A65, A66,
A79, A94, A96, A108, A109, A110, A117, A118, A122, A123, A129, A130, A133, A134 e A137.
Com as variaveis selecionadas (n=113), foi realizada a ACP. No entanto, como a variancia
total explicada era baixa foram retiradas da matriz de resultados as variaveis com uma
contribuicdo para a componente inferior a 0,5 (93), permanecendo assim na matriz de dados
24 variaveis que estao identificadas a negrito no Anexo 8. A matriz de resultados foi sujeita a
nova analise por ACP e a projecdo das variedades e respetivas variaveis, no plano explicado
pelas componentes 1 e 2 é apresentada na Figura 15, e justifica 49,04% da variancia total

acumulada.
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Figura 15 — Projecéo das variedades de feijdo (n=91) e variaveis medidas (n=24) no plano definido
pelas componentes principais 1 e 2. As variaveis estao identificadas como: A4, A8, ..., A132.

A partir da analise da Figura 15 € possivel inferir que ha uma aparente distribuicdo das
variedades por quadrantes diferentes. Esta distribuicdo é mais centralizada nos quadrantes 3
e 4, e estas variedades séo discriminadas por apresentarem teores inferiores relativamente
as variaveis discriminantes nos quadrantes 1 e 2.

Relativamente ao quadrante 1, as variedades 5249, 5286, 5287 e 5300 apresentam na sua
composicdo uma quantidade superior de (Z)-2-pentenol (A54), 2,3-pentanodiona (A4), A92,
1-heptanol (A83), (Z)-2-heptenal (A55) e formiato de hexila (A61). Para a discriminag&o das
restantes variedades neste quadrante 1 estéo a contribuir teores mais elevados das variaveis
A98, (E)-2-hexenal (A29), l-pentanol (A36), (Z)-3-hexenol (A68) e A58. Em relacdo ao
gquadrante 2, a variedade Tarrestre parece discriminar-se por apresentar teores mais elevados

de A77, alcool feniletilico (A132) e A93. Para as restantes variedades presentes no quadrante
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2 estdo a contribuir teores mais elevados das variaveis 2-metilpropanol (A8), mentol (A114),
Al7 e A33.

Os compostos volateis de relevancia nas variedades 5249, 5286, 5287 e 5300 tem um
descritor aromatico associado a verde, plastico, etéreo, frutado, no caso do (Z)-2-pentenol, a
picante, doce, amanteigado, cremoso, caramelo, noz, queijo, no caso da 2,3-pentanodiona,
a mofado, folhagem, violeta, herbal, verde, doce, madeira, floral (pebnia), no caso do 1-
heptanol e a magé, ameixa, banana, doce, no caso do formiato de hexila. Por sua vez, os
compostos de relevancia na variedade Tarrestre tem um descritor aromatico associado a
doce, floral, fresco, péo, rosa, mel, no caso do &lcool feniletilico. Os restantes compostos
volateis que discriminam a variedade Tarrestre ndo foram identificados pelas bibliotecas de
massas utilizadas.

Assim, podemos inferir que as variedades presentes no quadrante 1 tem em um descritor
aromatico especifico, e que no caso do quadrante 2 acontece o mesmo. Em ambos os casos
€ possivel que seja este o fator de distincdo entre as variedades analisadas e que justifica o
resultado da projecdo obtida. Observa-se ainda uma discriminacdo das variedades nos
gquadrantes 1 e 2 por familia de composto, neste caso, alcoois, uma vez, que sado a familia

dominante em ambos os quadrantes.
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5. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Com o trabalho desenvolvido no &mbito desta tese podemos concluir que, no que se refere a

analise do teor do amido resistente (AR):

0s resultados obtidos para as variedades de farinha de feijdo cru estdo dentro dos
valores médios descritos na literatura;

nao ha diferencas significativas entre os teores em AR determinados e as diferentes
variedades analisadas;

h& diferencas significativas entre os valores de AR do primeiro e do segundo ano do
projeto (dois ambientes diferentes) e ha interacdo significativa entre o fator variedade
e o fator ambiente;

o0 teor em AR ndo ¢ influenciado pela cor e padrdo da semente das variedades

comerciais de feijao.

No que se refere ao estudo comparativo realizado entre a bolacha a base de farinha de feijao

(BF) e bolacha a base de farinha de trigo (BT), conclui-se que:

as bolachas BF e BT sao semelhantes quanto a sua composic¢ao nutricional, e ambas
tiveram uma boa aceitacéo a nivel sensorial por parte dos voluntarios, sendo que a BF
obteve uma aceitacao ligeiramente superior a BT;

0 teor em AR mostrou ser cerca de vinte vezes superior na BF (11,24g/100g) em
relagéo a BT (0,249/100g);

nos resultados obtidos para o teor em fendbis totais, atividade antioxidante e inibidores
da atividade da tripsina (TIA), ocorre uma diminuicdo do teor com o processo de
preparacgdo das bolachas (180°C), a excecdo da MT que teve um valor médio de fenois
totais mais elevado que a BT,;

a andlise dos compostos volateis de ambas as bolachas mostrou que era possivel
identificar compostos especificos da BF com um descritor aromatico associado a
cacau, assado, noz, verde, cremoso, gorduroso, sulfuroso e queimado. Por sua vez,
0s compostos identificados preferencialmente na BT estdo associados a descritores
verde, gorduroso, especiarias, floral, queijo. Embora semelhantes ha claramente
descritores aromaticos que caracterizam cada amostra, tal como, o cacau, a noz, o
sulfuroso/queimado na BF e as especiarias, o floral e o queijo na BT, sendo possivel
gue estes sejam compostos decisorios na perce¢do sensorial;

a medicdo da glicémia mostra que a BF revelou uma resposta glicémica

significativamente inferior a BT, e que simultaneamente induziu maior saciedade que
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esta Ultima. Estes resultados sugerem que o AR influencia a digestibilidade da fragcéao
de amido disponivel;

o adeterminacao do IG das amostras em estudo mostrou que a BF possui um IG de 31,
valor este associado a alimentos com um baixo IG, enquanto que, a BT apresentou
um valor de 75, valor associado a alimentos com um elevado IG. O IG inferior da BF é
o resultado da resposta glicémica menor que essa amostra desencadeou e, uma vez
gue, as duas amostras em estudo tém como diferenca principal o teor em AR,
podemos afirmar que este componente do feijdo pode ser o responsavel pela
diminuicdo do IG na bolacha a base de farinha de feijéo, a BF;

Dos resultados obtidos na identificagdo da composicao volatil da farinha de feijao cru foi
possivel perceber que:
e a ACP realizada mostra uma aparente dispersdo das variedades por quadrantes, em
especial no quadrante 1 e 2;
e asvariedades presentes nos quadrantes 1 e 2 tém descritores aromaticos especificos,
e esta pode ser a justificacdo da projegéo obtida;
e ha uma discriminacdo das variedades nos quadrantes 1 e 2 por familia de composto,

neste caso, alcoois.

Dado que a industria alimentar esta constantemente a procura de novos alimentos, seja por
serem mais equilibrados a nivel nutricional ou por serem mais apreciados pelos consumidores
do ponto de vista sensorial, 0 desenvolvimento de uma bolacha a base de farinha de feijao
apresenta-se como uma possibilidade interessante. Entre os diferentes componentes da fibra
alimentar, o AR apresenta-se como um componente muito interessante conferindo diversos
beneficios para a saude. Desta forma, seria interessante, no futuro, e em colaboragdo com
uma inddstria nacional, tentar proceder a colocacéo no mercado de uma bolacha com elevado
teor em AR, como é o caso da bolacha formulada no &mbito desta tese.

Na literatura ndo € comum encontrar trabalhos desenvolvidos que relacionam a composicao
volatil com o feijao. No entanto, existem alguns trabalhos desenvolvidos no que toca ao feijao
cru, tal como o realizado aqui. Futuramente, seria interessante proceder a andlise da
composigao volatil de feijdo cozido e assim poder associar o conteudo sensorial do feijdo ao

consumidor, e ao que este procura na altura de compra.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Identificacdo das amostras de feijdo analisadas

Identificacdo

da amostra Padréao Cor (na auséncia de padrao)
579 Ausente branco
583 Ausente branco
584 Ausente branco
587 Ausente branco
592 ausente castanho
600 ausente amarelo
601 ausente rosa
602 ausente branco
620 manchas; bicolor -
621 ausente branco
632 ausente branco
633 manchas; bicolor -
635 ausente castanho claro
639 ausente branco
642 ausente branco
644 ausente rosa
645 ausente castanho
648 ausente branco
654 riscas -
667 ausente rosa
670 ausente vermelho
671 riscas -
675 ausente branco
695 riscas -
698 avermelhado a volta do i

hilum

700 manchas; bicolor -
706 ausente rosa
735 ausente branco
736 ausente branco
737 riscas -
747 ausente rosa
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748 ausente castanho
1631 manchado -
1636 ausente branco
1644 ausente branco
1651 ausente branco
1653 manchado -
1654 ausente vermelho arroxeado
1662 ausente vermelho
1663 ausente castanho
1867 ausente castanho
1871 riscas largas -
1877 ausente castanho
1883 ausente castanho claro
1884 riscas -
1889 riscas -
1892 riscas -
1897 riscas -
1911 ausente castanho
1917 ausente branco
1918 ausente branco
1926 ausente castanho
1927 riscas -
1932 ausente branco
1933 ausente rosa
1937 ausente branco
1938 riscas -
1943 ausente branco
1944 ausente branco
1948 ausente branco
1952 ausente branco
1955 riscas -
1956 riscas -
1961 riscas largas -
1964 ausente castanho
1966 ausente vermelho
1975 ausente vermelho
1976 riscas -
1979 Ausente branco
1984 Ausente rosa




2081 Riscas -
2126 Riscas -
2155 Riscas -
2159 manchado -
2179 Ausente preto
2189 Ausente vermelho
2192 Riscas -
4038 Riscas -
4044 Riscas -
4048 Ausente castanho
4049 Ausente vermelho
4050 Ausente castanho
4051 Riscas -
ey meneratecam o -
4070 Ausente vermelho
4071 Riscas -
4072 Ausente castanho claro
4081 Ausente castanho claro
4085 Ausente branco
4088 Ausente branco
4097 Riscas -
4100 Riscas -
ace  Tenchadecom o -
4110 Ausente rosa
4119 Riscas -
4120 Ausente vermelho
4127 Ausente branco
4133 manchas; bicolor -
4135 Riscas -
4144 Ausente branco
4149 Ausente vermelho
4150 Riscas -
4162 Ausente vermelho
4164 Ausente rosa
4179 Ausente rosa
4182 Riscas -
ass e son o -
4189 manchas; bicolor -
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4290 Riscas -
4295 Riscas -
4300 Ausente vermelho
4306 Ausente rosa
5249 Ausente branco
5285 Ausente amarelo
5286 Ausente castanho claro
5287 Ausente castanho
5288 Riscas -
5290 Ausente vermelho arroxeado
5291 Riscas -
5292 riscas largas -
5295 manchado -
5296 riscas largas -
5297 Riscas -
5298 Ausente castanho
5300 Riscas -
5302 Ausente amarelo
5363 manchas; bicolor -
5365 Riscas -
5366 Ausente rosa
5367 Riscas -
5368 Ausente rosa
5369 Ausente vermelho arroxeado
5370 Ausente rosa
5371 Ausente rosa
5372 Riscas -
5376 Ausente castanho
5377 Ausente rosa
sara__ menchade o o -
5379 Riscas -
5380 Riscas -
5381 Riscas -

Tarrestre-1 mancrf;aatzgiﬁglm cor -

Tarrestre-a ~ 2vermelhado a volta do i

hilum




Anexo 2. Documento de informacao ao participante do ensaio in vivo

Titulo do estudo: EFEITO DA INGESTAO DE BOLACHAS COM FARINHA DE FEIJAO NA RESPOSTA
GLICEMICA

Embora a importancia das leguminosas na alimentacéo tenha vindo a ser mencionada pelos
media, e comunidade cientifica, servindo como evidéncia o facto de 2016 ter sido nomeado o
Ano Internacional das Leguminosas pela Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO), estudos relativos a caracterizacdo nutricional (ex. teor em amido resistente)
de variedades Portuguesas de feijdo sdo ainda escassos.

Os beneficios do amido resistente, tais como, aumento da saciedade, diminuicdo dos niveis
de glucose no sangue, prevencdo do cancro colo-rectal, entre outros, sdo ja conhecidos e
descritos na literatura, através de metodologias como 0s ensaios in vivo em humanos. Com
vista a compreender o impacto do processamento no teor em amido resistente do feijao e seu
efeito na saude humana procedeu-se ao processamento de bolachas de feijao usando uma
variedade Portuguesa de feijao e ir4 avaliar-se o efeito do amido resistente no indice glicémico

e saciedade de voluntarios sem doenca diagnosticada.

Para que possa participar neste estudo devera preencher os seguintes requisitos:

¢ Idade compreendida entre 18 e 35 anos;

e Peso estavel nos ultimos 3 meses;

e Nao ter diagnéstico médico de diabetes ou outras doencas enddcrinas;

¢ Nao ter historia clinica de doenca gastrointestinal ou disturbios enddcrinos;

e Na&o estar a tomar medicamentos que interfiram com o metabolismo glicidico ou
lipidico (antidiabéticos orais, insulina, estatinas, fibratos, corticosteroides,
antibidticos, antiretrovirais, entre outros);

e Na3ao ter estado internado nos Ultimos 3 meses;

¢ Nao estar gravida ou a amamentar;

e Nao ser fumador;

o Efetuar regularmente a refeicdo do pequeno-almoco.
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Caso preencha os requisitos definidos é um candidato a participar neste estudo. A sua

participacao é voluntaria e podera abandona-lo a qualquer momento.

Como patrticipante no estudo ser-lhe-a pedido que compareca em jejum, ao inicio da manha,
em cada sessao que terd a duracdo aproximada de 2 horas. No total serdo trés sessbes
com um intervalo de uma semana entre si, sendo que no caso de alguma indisponibilidade
por parte do participante estas podem ser reagendadas. Também ser-lhe-a pedido que no dia
antes de cada ensaio evite exercicio fisico intenso, ingestéo de élcool e ingestao de alimentos
especialmente ricos em fibra na refeicdo do jantar (cereais integrais e horticolas em
abundancia). E-lhe também recomendado que na véspera dos dias dos ensaios a refei¢éo do
jantar seja o mais semelhante possivel ao habitual, realizada por volta das 20 horas, e que

ndo ingira alimentos ou bebidas desde o jantar até ao momento do ensaio.

As sessdes terao inicio entre as 8h00 e as 9h30, e teriam a duragdo de 120 minutos
aproximadamente. O inicio do ensaio comeca com a realizacdo de duas leituras da glicémia
capilar, seguido do preenchimento de um questionario sobre a avaliagdo da saciedade, tipo
Escala Visual Analogica (VAS). Posteriormente, num periodo de 12 a 15 minutos, procede-
se ao consumo da amostra teste. As restantes leituras e a VAS, ap0s a ingestdo da amostra
teste, séo repetidas aos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos.

Seréo realizados 3 ensaios:

- 1° Ensaio: consumir 2 bolachas, que contém na sua composicao farinha de feijao, com 250
mL de agua,

- 2° Ensaio: consumir 2 bolachas, de farinha de trigo, com 250 mL de agua

- 3° Ensaio: consumir uma amostra referéncia de 50g de glicose anidra dissolvida em 250 mL
de agua,

Os 3 ensaios serdo realizados com intervalos de uma semana.

Os dados pessoais dos participantes serdo confidenciais e tratados em anonimato sendo o
seu registo efetuado sob a forma de um cédigo que Ihe sera atribuido. Os investigadores que
tém acesso aos seus dados pessoais estao sujeitos a sigilo profissional. Caso pretenda, os
seus dados ser-lhe-do disponibilizados no final de cada sessdo. Nao havera qualquer custo

ou pagamento inerentes a participacao neste estudo.
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Este trabalho insere-se no trabalho de investigacdo no ambito da minha Tese de Mestrado
em Controlo de Qualidade e Toxicologia dos Alimentos. Antes de participar no estudo devera

assinar o Termo de Consentimento Informado.

Agradeco desde ja a atencdo dada a este documento.

Verdnica Correia

Estudante de Mestrado em Controlo de Qualidade e Toxicologia dos Alimentos - FFUL
Licenciada em Bioquimica - FCUP e ICBAS

Tim.: 913625934

E-mail: vero_correi@hotmail.com

Estefania - Lisboa
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Anexo 3. Consentimento informado

CONSENTIMENTO INFORMADO

Titulo do estudo: EFEITO DA INGESTAO DE BOLACHAS COM FARINHA DE

FEIJAO NA RESPOSTA GLICEMICA

Assegura-se a anonimizagdo dos dados pessoais bem como a
confidencialidade dos resultados obtidos.
Podera, a qualquer momento, retirar a sua permissao para participar no

estudo, sem quaisquer consequéncias.

Fui informado dos objetivos do estudo, compreendi o que me foi explicado

e aceito participar no estudo.

Data: / /

Assinatura do participante

Data: / /

Assinatura do responsavel
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Anexo 4. Ficha individual do participante do ensaio in vivo

FICHA INDIVIDUAL

NOME:

DATA:

E-MAIL: TELEFONE:

DATA DE NASCIMENTO:

PESO: ALTURA:

CODIGO (A PREENCHER PELO RESPONSAVEL):

Requisitos:

Idade compreendida entre 18 e 36 anos

indice de massa corporal igual ou superior a 18,5Kgm

Peso estavel nos ultimos 3 meses

N&o ter diagnostico médico de diabetes ou outras doencas
enddcrinas

Nao ter histdria clinica de doenca gastrointestinal ou
distarbios endécrinos

N&o estar a tomar medicamentos que interfiram com o
metabolismo glicidico ou lipidico

Nao ter estado internado nos Ultimos 3 meses

N&o estar gravida ou a amamentar

Nao ser fumador

Efetuar regularmente a refeigcdo do pequeno-almoco

Obrigada pela sua participacéo!
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Anexo 5. Questionario sobre a avaliacdo da sensacao de apetite

QUESTIONARIO SOBRE A AVALIACAO DA SENSACAO DE APETITE
ESCALA VISUAL ANALOGICA (VAS)

NOME/CODIGO: DATA: __ |/
()OMIN () 15MIN () 45mIN () 60mIN ()90 MIN () 120mIN

~ o 5
Nada Quado satisfeito se sente?

Totalmente

satisfeito satisfeito

Quanta fome sente agora?
N3do tenho Nunca tive
fome nenhuma tanta fome
Qudo cheio se sente?

Completamente Totalmente

vazio satisfeito

Quanto acha que conseguiria ainda comer?
Absolutamente Muito

mais nada

Obrigada pela sua participacao!
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Anexo 6. Teores de amido resistente em feijao cru (matéria seca)

Amostra Origem; Ano AR (g/100 g) Média Desvio padréo
Bloco 3 ) 71,86 71,70
579 ——  Cordoba; 2015 74,32 2,55
Bloco 4 77,17 76,54
Bloco 3 ; 43,33 43,62
583 ———  Cordoba; 2015 49,40 6,5183
Bloco 4 51,48 59,16
584 Bloco4 Coérdoba; 2015 55,23 57,89 56,56 1,33
587 Bloco3 Coérdoba; 2015 51,18 48,73 49,96 1,22
Bloco 3 ) 71,23 75,35
592 ———  Cordoba; 2015 70,89 2,8040
Bloco 4 68,51 68,49
Bloco 1 ) 33,42 35,04
600 ——  Sintra; 2014 35,42 1,5444
Bloco 2 35,45 37,74
Bloco 3 ) 61,08 63,84
601 ———  Cordoba; 2015 57,95 4,62
Bloco 4 53,66 53,31
602 Bloco 2 Sintra; 2014 33,74 33,73 33,74 0,00
620 Bloco4 Coérdoba; 2015 58,32 55,50 56,91 1,41
Bloco 3 ) 66,73 78,77
632 ——— Co6rdoba; 2015 59,73 13,89
Bloco 4 4351 49,90
Bloco 3 i 50,89 53,06
635 —— Cordoba; 2015 54,55 2,71
Bloco 4 56,60 57,63
Bloco 3 i 56,48 56,57
638 ———  Cordoba; 2015 58,88 2,79
Bloco 4 63,35 59,11
Bloco 3 ) 60,26 59,18
639 ———  Co6rdoba; 2015 58,60 1,19
Bloco 4 57,55 57,39
Bloco 1 . 30,92 32,53
TBlocoz | oA 20l e 3041
645 0co ’ ’ 32,73 3,71

Bloco4 Coérdoba; 2015 39,28 35,41

Bloco 1 ) 31,16 29,12
—— Sintra; 2014
Bloco 2 34,55 33,44
654 36,24 4,53
Bloco 3 i 38,25 40,90
——— Cordoba; 2015
Bloco 4 41,80 40,73
Bloco 1 . 30,20 31,19
667 ———— Sintra; 2014 31,27 1,21
Bloco 2 30,41 33,26

670 Bloco 1 Sintra; 2014 28,50 28,31 31,94 4,82




Bloco 2 25,60 27,32
Bloco 3 ) 32,80 38,07
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 37,14 37,76
Bloco 3 ; 29,78 29,93
671 ———  Cordoba; 2015 28,36 2,16
Bloco 4 24,67 29,08
Bloco 1 ) 31,76 32,43
— Sintra; 2014
Bloco 2 31,49 29,53
698 34,13 4,33
Bloco 3 ) 31,09 34,21
—— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 42,22 40,34
Bloco 1 . 30,15 29,31
— Sintra; 2014
Bloco 2 27,31 28,03
706 34,14 5,62
Bloco 3 ) 39,40 39,60
— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 38,62 40,73
735 Bloco4 Cordoba; 2015 67,57 70,92 69,25 1,67
Bloco 1 . 24,47 30,74
——— Sintra; 2014
Bloco 2 29,49 29,24
737 29,09 1,99
Bloco 3 3 28,29 28,83
——  Cobrdoba; 2015
Bloco 4 30,22 31,40
Bloco 1 ) 31,74 32,21
Blocoz a0 o 3280
1631 0co i ’ 40,10 10,83
Bloco4 Coérdoba; 2015 55,12 55,67
Bloco 1 ) 35,68 33,00
—— Sintra; 2014
Bloco 2 31,17 28,53
1636 39,87 8,30
Bloco 3 ) 48,42 51,79
—— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 4751 42,85
Bloco 1 ) 23,30 28,26
——— Sintra; 2014
Bloco 2 23,56 25,18
1644 24,00 2,20
Bloco 3 ; 24,48 23,54
——  Cobrdoba; 2015
Bloco 4 19,75 23,94
Bloco 1 . 32,23 33,90
TBlocoz | oman 20l e 2832
1653 0co i ’ 39,22 11,30
Bloco4 Coérdoba; 2015 55,69 54,35
Bloco 1 . 31,88 30,20
——— Sintra; 2014
Bloco 2 26,10 25,83
1654 29,50 2,16
Bloco 3 } 30,21 31,34
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 30,96 29,50
Bloco 1 . 27,09 23,61
1662 —  Sintra; 2014 25,52 1,80
Bloco 2 23,85 27,53
1663 Bloco 1 Sintra; 2014 35,31 35,00 32,62 3,16
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Bloco 2 35,21 34,82
Bloco 3 ) 29,92 29,77
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 34,37 26,56
1867 Bloco4 Cordoba; 2015 41,63 43,52 42,57 0,94
Bloco 3 ) 31,00 33,03
1871 —— Coérdoba; 2015 32,35 0,85
Bloco 4 32,25 33,12
Bloco 3 ; 39,99 37,20
1889 ——  Coérdoba; 2015 38,12 2,26
Bloco 4 40,43 34,85
Bloco 3 ) 64,82 63,14
1926 —— Cordoba; 2015 61,81 2,36
Bloco 4 58,64 60,63
1932 Bloco3 Coérdoba; 2015 51,49 51,03 51,26 0,23
Bloco 3 ) 64,36 65,15
1933 ——— Cobrdoba; 2015 59,80 5,34
Bloco 4 57,62 52,06
Bloco 3 3 63,60 63,54
1938 —  Codrdoba; 2015 64,50 1,61
Bloco 4 67,29 63,57
Bloco 3 ) 34,04 37,26
1943 — Coérdoba; 2015 38,40 2,98
Bloco 4 41,23 41,06
Bloco 3 3 29,35 29,15
1952 ——  Cordoba; 2015 48,17 18,94
Bloco 4 66,12 68,07
Bloco 1 ) 20,94 23,89
————  Sintra; 2014
Bloco 2 31,48 32,07
1955 34,10 7,99
Bloco 3 i 42,40 41,56
—— Cordoba; 2015
Bloco 4 36,92 43,55
Bloco 1 . 36,03 36,55
——  Sintra; 2014
Bloco 2 34,45 34,89
1966 30,18 5,50
Bloco 3 i 27,59 25,42
——— Coérdoba; 2015
Bloco 4 22,45 24,08
Bloco 1 . 33,09 32,89
—  Sintra; 2014
Bloco 2 29,26 28,36
1975 28,03 3,45
Bloco 3 i 25,58 22,27
—— Cordoba; 2015
Bloco 4 26,16 26,62
Bloco 1 ) 31,59 29,80
———  Sintra; 2014
Bloco 2 34,35 32,90
1976 38,90 9,75
Bloco 3 } 36,17 36,48
——  Co0rdoba; 2015
Bloco 4 59,31 50,63
Bloco 1 ) 30,05 29,86
—— Sintra; 2014
Bloco 2 34,21 34,23
1984 29,80 3,10
Bloco 3 } 26,34 27,23
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 30,92 25,57
2081 Bloco 1 Sintra; 2014 27,12 28,86 27,79 0,68
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Bloco 2 27,31 27,88
Bloco 1 ) 31,82 33,63
2126 ———  Sintra; 2014 32,00 0,98
Bloco 2 31,04 31,52
Bloco 1 . 27,19 30,25
2155 —  Sintra; 2014 30,91 2,44
Bloco 2 33,04 33,15
Bloco 3 3 59,78 58,75
2159 —— Cobrdoba; 2015 59,41 2,85
Bloco 4 63,55 55,57
Bloco 1 ) 21,86 22,45
—— Sintra; 2014
Bloco 2 30,73 31,55
2179 30,71 5,29
Bloco 3 ) 33,30 33,45
—  Cobrdoba; 2015
Bloco 4 37,34 34,98
Bloco 1 ) 26,82 25,61
2192 — Sintra; 2014 26,49 0,55
Bloco 2 27,08 26,46
Bloco 1 . 29,64 31,62
——— Sintra; 2014
Bloco 2 28,53 30,03
4048 40,01 10,11
Bloco 3 3 48,47 50,52
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 50,43 50,83
Bloco 1 . 21,63 23,57
——— Sintra; 2014
Bloco 2 25,51 25,04
4049 34,00 10,46
Bloco 3 ) 45,49 39,69
— Cordoba; 2015
Bloco 4 41,67 49,42
Bloco 1 ) 21,53 25,44
———  Sintra; 2014
Bloco 2 28,93 24,23
4050 31,29 6,74
Bloco 3 i 37,21 33,84
—— Cordoba; 2015
Bloco 4 39,36 39,78
Bloco 1 . 34,87 33,75
—  Sintra; 2014
Bloco 2 31,52 33,46
4051 36,55 5,06
Bloco 3 i 33,12 35,43
—— Cordoba; 2015
Bloco 4 4486 45,34
Bloco 1 . 21,23 21,19
—  Sintra; 2014
Bloco 2 24,42 23,20
4070 29,50 7,94
Bloco 3 ; 4477 30,74
— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 34,71 35,78
Bloco 1 ) 35,61 35,80
—— Sintra; 2014
Bloco 2 34,93 34,09
4071 41,60 6,85
Bloco 3 } 4491 53,10
——  Co0rdoba; 2015
Bloco 4 46,96 47,37
Bloco 1 ) 37,28 37,94
—— Sintra; 2014
Bloco 2 38,97 39,39
4072 39,01 0,87
Bloco 3 ; 39,83 39,95
———  Cordoba; 2015
Bloco 4 39,48 39,21
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Bloco 3

30,59

30,66

4073 Cordoba; 2015 34,42 4,35
Bloco 4 35,21 41,23
Bloco 2 Sintra; 2014 29,76 31,49
4081 37,88 5,19
Bloco 3 ) 42,48 40,43
—— Cordoba; 2015
Bloco 4 41,96 41,16
Bloco 1 . 31,20 31,96
Bl 2 Sintra; 2014 32,14 32,20
0oco , ,
4085 35,17 4,68
Bloco3 Cérdoba; 2015 42,19 41,35
Bloco 1 ) 25,19 27,59
— Sintra; 2014
Bloco 2 33,49 31,97
4088 33,46 5,65
Bloco 3 ) 32,66 32,88
—— Codrdoba; 2015
Bloco 4 43,45 40,49
Bloco 1 . 27,50 30,74
—— Sintra; 2014
Bloco 2 30,82 30,79
4097 41,12 11,22
Bloco 3 3 52,02 53,56
—— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 52,37 51,18
Bloco 1 . 34,35 31,37
——— Sintra; 2014
Bloco 2 30,33 29,28
4100 37,30 6,25
Bloco 3 3 43,97 45,35
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 40,40 43,33
Bloco 1 ) 32,51 31,96
——— Sintra; 2014
Bloco 2 32,25 33,11
4108 40,63 8,21
Bloco 3 ; 48,29 47,81
——  Cobrdoba; 2015
Bloco 4 50,60 48,51
Bloco 1 . 30,82 26,91
—— Sintra; 2014
Bloco 2 20,79 17,87
4119 28,76 6,10
Bloco 3 i 30,02 35,19
—— Cordoba; 2015
Bloco 4 35,79 32,68
Bloco 2 Sintra; 2014 21,31 22,24
4120 33,10 8,24
Bloco 3 ; 37,67 38,93
—— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 35,98 42,47
Bloco 1 ) 43,19 41,60
—— Sintra; 2014
Bloco 2 27,97 30,12
4127 40,97 7,99
Bloco 3 ) 4506 52,05
———  Cordoba; 2015
Bloco 4 38,28 49,47
Bloco 1 ) 4421 38,29
—— Sintra; 2014
Bloco 2 39,03 39,04
4133 39,86 2,16
Bloco 3 i 42,78 38,53
———  Cordoba; 2015
Bloco 4 37,97 39,05
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Bloco 1 . 32,26 32,55
— Sintra; 2014
Bloco 2 33,45 35,33
4150 34,64 1,65
Bloco 3 ) 3495 36,98
— Cordoba; 2015
Bloco 4 36,68 34,92
Bloco 3 ) 44,46 44,45
4164 ———— Chobrdoba; 2015 45,12 0,80
Bloco 4 46,42 45,16
Bloco 1 ) 31,89 32,81
—  Sintra; 2014
Bloco 2 30,08 31,14
4182 36,67 5,49
Bloco 3 ) 44,28 39,13
—— Coérdoba; 2015
Bloco 4 44,04 40,02
Bloco 1 Sintra; 2014 30,04 29,36
4185 49,24 13,84
Bloco 3 } 59,65 57,23
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 59,57 59,57
Bloco 1 . 36,89 36,22
—— Sintra; 2014
Bloco 2 36,85 39,09
4189 42,19 6,52
Bloco 3 ) 48,58 56,13
—— Cordoba; 2015
Bloco 4 43,10 40,67
Bloco 3 3 48,81 47,00
4195 ——— — Cordoba; 2015 45,88 3,006
Bloco 4 46,87 40,84
Bloco 1 . 26,98 22,59
——— Sintra; 2014
Bloco 2 25,95 28,65
4295 35,88 9,97
Bloco 3 } 46,31 45,15
——  Cobrdoba; 2015
Bloco 4 4566 45,74
Bloco 3 . 36,74 35,79
4300 ——— — Cordoba; 2015 35,90 0,96
Bloco 4 34,37 36,69
Bloco 1 . 29,57 29,90
—— Sintra; 2014
Bloco 2 29,88 30,70
5249 32,10 2,92
Bloco 3 ; 31,26 31,89
—— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 38,49 35,06
Bloco 1 . 23,64 28,56
——— Sintra; 2014
Bloco 2 25,36 27,98
5285 31,15 5,75
Bloco 3 } 33,01 31,03
—  Cobrdoba; 2015
Bloco 4 38,31 41,32
Bloco 1 ) 30,75 30,97
——— Sintra; 2014
Bloco 2 25,01 28,19
5286 35,09 6,99
Bloco 3 ) 46,62 42,20
—  Cobrdoba; 2015
Bloco 4 38,25 38,69
Bloco 1 . 27,29 29,95
—  Sintra; 2014
5287 Bloco 2 30,83 31,89 29,68 3,82
Bloco3 Coérdoba; 2015 33,51 35,34
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Bloco 4 24,65 23,96
Bloco 1 Sintra; 2014 34,46 31,35
5288 Bloco 3 ) 55,22 54,84 45,91 9,51
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 48,51 51,09
5289 Bloco3 Cérdoba; 2015 63,46 61,62 62,54 0,92
5290 Bloco 2 Sintra; 2014 32,30 34,60 33,45 1,15
Bloco 1 Sintra; 2014 25,88 25,97
5291 Bloco 3 ) 43,44 48,37 40,21 10,28
——— Cordoba; 2015
Bloco 4 48,28 49,35
Bloco 1 . 35,01 31,23
——— Sintra; 2014
Bloco 2 35,73 34,43
5292 37,50 3,78
Bloco 3 ) 40,94 38,36
—— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 4248 41,81
Bloco 1 . 28,26 29,67
Blocoz a0 3070
5295 0co ’ ’ 38,87 12,97
Bloco4 Coérdoba; 2015 58,13 56,20
Bloco 1 . 28,51 28,69
Bl 2 Sintra; 2014 33,34 33,19
5296 0co J ’ 4215 15,99
Bloco3 Coérdoba; 2015 65,51 63,66
Bloco 3 ) 4994 44,72
5297 ——— Cbérdoba; 2015 48,20 3,65
Bloco 4 53,34 44,79
Bloco 1 ) 35,37 35,60
——— Sintra; 2014
Bloco 2 27,84 29,38
5298 41,72 10,26
Bloco 3 ) 48,75 48,82
—— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 51,07 56,95
Bloco 1 ) 30,85 30,47
———— Sintra; 2014
Bloco 2 31,35 28,84
5300 38,08 8,25
Bloco 3 } 4431 41,13
———  Cordoba; 2015
Bloco 4 52,23 45,45
Bloco 1 ) 31,51 30,00
TBlocoz | oA 20l g e 31,27
5302 oco ’ ' 31,73 1,93
Bloco4 Coérdoba; 2015 35,19 33,02
Bloco 1 . 29,87 32,08
5307 —  Sintra; 2014 31,03 0,87
Bloco 2 31,60 30,55
Bloco 1 ) 32,60 34,22
5363 ———  Sintra; 2014 35,60 2,08
Bloco 2 37,19 33,87
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Bloco 3 ; 37,72 38,78
—  Cbrdoba; 2015
Bloco 4 33,91 36,49
5365 Bloco 2 Sintra; 2014 33,70 - 33,70 0,00
Bloco 1 ) 29,48 30,24
—— Sintra; 2014
Bloco 2 32,59 30,42
5366 32,06 2,75
Bloco 3 ) 33,13 37,27
—  Codrdoba; 2015
Bloco 4 34,78 28,60
Bloco 1 Sintra; 2014 34,46 25,87
5367 Bloco 3 ) 38,82 42,97 42,19 10,75
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 56,27 54,73
5368 Bloco4 Cordoba; 2015 64,10 57,30 60,70 3,40
Bloco 1 . 2437 32,56
——— Sintra; 2014
Bloco 2 31,94 32,35
5369 31,60 3,53
Bloco 3 ) 3460 37,18
— Cordoba; 2015
Bloco 4 30,00 29,79
Bloco 1 ) 29,75 33,77
———  Sintra; 2014
Bloco 2 30,87 33,11
5370 36,91 7,43
Bloco 3 ) 48,44 50,23
——  Cordoba; 2015
Bloco 4 36,54 32,56
Bloco 1 ) 31,21 36,19
Bl 2 Sintra; 2014 35,74 32,10
5371 0co J ’ 44,56 15,33
Bloco4 Coérdoba; 2015 67,30 64,83
Bloco 1 Sintra; 2014 27,79 31,52
5376 Bloco 3 i 63,94 64,67 52,56 16,27
—— Cordoba; 2015
Bloco 4 65,49 61,95
Bloco 1 ) 30,42 30,39
—— Sintra; 2014
Bloco 2 32,44 27,94
5377 43,27 13,14
Bloco 3 ; 56,36 58,82
—— Cobrdoba; 2015
Bloco 4 57,69 52,08
Bloco 1 ) 31,08 30,40
—— Sintra; 2014
Bloco 2 33,93 33,97
5378 37,87 9,78
Bloco 3 } 54,17 55,08
———  Cordoba; 2015
Bloco 4 33,63 30,66
Bloco 1 ) 34,84 34,51
—— Sintra; 2014
Bloco 2 31,78 31,69
5379 43,25 10,40
Bloco 3 ; 55,72 55,11
———  Cordoba; 2015
Bloco 4 55,11 47,20
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Bloco 1

32,07

31,20

5380 Sintra; 2014 30,11 1,57
Bloco 2 28,96 28,23
Bloco 1 ) 33,27 32,40
5381 —  Sintra; 2014 31,89 1,02
Bloco 2 31,30 30,60
Bloco 1 . 32,40 -
— Sintra; 2014
Bloco 2 34,83 -
Tarrestre 41,33 8,11
Bloco 3 ) 38,72 37,55
———  Cordoba; 2015
Bloco 4 54,85 49,63
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Anexo 7. Identificacdo de compostos voléateis nas bolachas e massas desenvolvidas analisadas por SPME-GC/MS

TR: Tempo de Retencéo (min); IS: indice de Semelhanca; min: minutos; IRL: indice de Retenco Linear; (x): presente na amostra; (-): ndo encontrado/n&o se

aplica.
#pico TR (min) Nome do composto IS IRL? (Iite:thra)z BF BT MF MT Descritor aromatico®
1 8,385 Tolueno 97 1036 1043.09 x x x x Doce
fresco, verde, gorduroso, aldeido,
2 9,789 Hexanal 94 1081 1078 x x x x erva, folhagem, frutado, adocicado
3 10,399 2-Metilpropanol 96 1100 1116 X X etéreo, vinho
4 11,182 2-Pentanol 97 1125 1112 x x verde, combustivel, oleoso,
fermentado
5 11,365 1-Metoxi-2-propanol 97 1131 1160 X -
6 11,692 o-Xileno 96 1141 1185 X X floral (geranio)
7 11,817 2-Propilfurano 97 1145 1011 X X -
8 11,818 1-Butanol 95 1045 1150 x x combustivel, oleoso, doce,
balsamico, whiskey

9 12,335 1-Penten-3-ol 95 1161 1157 X x picante, rabano, verde, legume,

' frutado, tropical
10 13.061 2-Heptanona 9 1184 1184 « « 9 frutado, picante, d0(_:e, herbal, coco,

madeira

11 13,551 L-Limoneno 92 1200 1189 X x  terpeno, pinho, herbal, apimentado
12 14,234 (E)-2-Hexenal 95 1222 1216 x verde, ba”a”aafj"edifo"do' gorduroso,

! http://www.pherobase.com/
2 http://webbook.nist.gov/
3 http://lwww.thegoodscentscompany.com/
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13 14,411 2-Etoxibutano 91 1227 734 -
14 14677 2-Pentilfurano 92 1236 1235 frutado, verde, terroso, feijdo,
vegetal, metalico
combustivel, oleoso, doce,
15 15,171 1-Pentanol 95 1251 1255 balsamico
16 16,190 1,2,3-Trimetilbenzeno 97 1284 1329 -
17 16,259 3-Hidroxi-2-butanona 96 1286 1280 doce, amanteigado, cremoso,
leitoso, gorduroso
18 17 289 2-Heptanol 9 1319 1468 mofado, folhagem, violeta, herbal,
' verde, doce, madeira, floral (pednia)
S cacau, assado, noz, bife, madeira,
19 17,323 2,5-Dimetilpirazina 93 1320 1323 erva, medical
etéreo, combustivel, oleoso,
20 18,231 1-Hexanol 96 1349 1359 frutado, alcodlico, doce. verde
21 18,873 1-Hidroxi-2-butanona 95 1370 1395 doce, café, mofado, cereais, malte,
caramelo
22 19,121 (2)-3-Hexen-1-ol 97 1378 1258 fresco, verde, erva, folhagem,
vegetal, herbal, oleoso
23 19,368 2-Nonanona 97 1386 1386 frutado, doce, ceroso, ensaboado,
gueijo, verde, herbal, coco
24 20,438 3-Furaldeido 94 1424 1455 -
25 20,943 1-Octen-3-ol 94 1443 1442 cogumelo, terroso, verde, oleoso,
' fungo, cru, frango
26 21,073 1-Heptanol 95 1448 1468 mofado, folhagem, violeta, herbal,
' ) verde, doce, madeira, floral (pednia)
27 21570 Eter metilico de 96 1466 1479 :
dipropilenoglicol
28 22,002 2-Etil-1-hexanol 98 1482 1484 citrino, fresco, floral, oleoso, doce
29 22,245 2,4 Heptadienal 91 1491 1468 verde, picante, frutado, especiarias
30 22,874 1-(2-Metoxipropoxi)-2-propanol 90 1515 1532 -
31 23,002 Benzaldeido 94 1520 1508 forte, doce, acrggjgo amendoa,
32 23,325 (E)-2-Nonenal 92 1532 1542 gorduroso, verde, pepino, aldeido,

citrino
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ceroso, frutado, cremoso,

33 24,888 2-Undecanona 96 1592 1296.35 x .
gorduroso, floral (lirio)
34 25,162 Dihidro-5-metil-2(3H)-furanona 91 1603 1619 -
. cremoso, oleoso, gorduroso,
35 25,598 Butirolactona 97 1624 1635 X X caramelo
fresco, limpo, gorduroso, floral,
36 26,241 1-Nonanol 94 1654 1666 rosa, laranja, poeirento, molhado,
oleoso
37 26,488 Acido butanoico 97 1666 1641 forte, acetico, usio, amanteigado,
38 28,315 Naftaleno 96 1753 1712 X picante, seco, resinoso
39 28,458 Acetamida 90 1748 1764 X X suave
40 28,546 2-Undecenal 92 1751 1755 X fresco, frutado, casca da laranja
41 29,448 Tetrahldro—6—21ne;|I—ZH-p|ran—2— 94 1786 1792 x cremoso, frutado, coco
3,7,11,15-Tetrametil-1-
42 29,470 hexadecanol 91 1786 2537 X -
43 29,809 2-Tridecanona 95 1799 1814 x gorduroso, ceroso, lacticinios, coco,
' noz, herbal, terroso
44 20,868 (E,E)-2,4-Decadienal 92 1803 1819 x oleoso, pepino, meldo, citrino,
abobora, noz
45 31,143 Alcool benzilico 96 1884 1820 x floral, rosa, fendlico, baisamico,
rutado, quimico
46 31,591 Dimetilsulfona 90 1912 1912 X sulfuroso, queimado
47 31,759 Alcool feniletilico 92 1923 1901 X X doce, floral, fresco, pao, rosa, mel
48 39 576 Tetrahidro-6-propil-2H-piran-2- 93 1975 1977 « doce, gorduroso, coco, tropical,

ona

lacticinios
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Anexo 8. Identificacdo de compostos volateis em amostras de farinha de feijdo cru analisadas por SPME-GC/MS

TR: Tempo de Retencédo (min); IS: indice de Semelhanca; min: minutos; IRL: indice de Retencao Linear; NI: N&o Identificado; (-): ndo encontrado/n&o se

aplica.
#pico TR (min) Familia do Nome do composto IS (%) LRI : LRI 5 Descritor aromatico®
composto (literatura)
1 7,980 Cetona 1-Penten-3-ona 92 1023 1056 -
2 8,527 Hidrocarboneto Tolueno 90 1041 1037 doce
3 9,000 - NI - - - -
4 9,335 i 2,3-Pentanodiona 96 1066 1062 picante, ggrz%g;gazgggsgugremoso
5 9,352 - NI - - - -
6 9,602 - NI - - - -
7 10,259 - NI - - - -
8 10,625 Alcool 3-Metilpropanol 88 1107 1092 etéreo, vinico
9 10,749 - NI - - - -
10 11,046 - NI - - - -
11 11,095 Hidrocarboneto Etilbenzeno 93 1122 1126 -
12 11,350 - NI - - - -
13 11,507 Hidrocarboneto NI - - - -
14 11,528 Hidrocarboneto o-Xileno 94 1138 1189 floral (geranio)
15 12,165 - NI - - - -
16 12,294 - NI - - - -
17 12,571 - NI - - - -

! http://www.pherobase.com/
2 http://webbook.nist.gov/

©  http://lwww.thegoodscentscompany.com/
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18 12,639 - NI - - - -
19 12,800 Alcool 1-Penten-3-ol 96 1173 1157 picante, rabano, t¥§;?§é|legume’ frutado,
20 13,000 - NI - - - -
21 13,170 Cetona 2-Heptanona 97 1188 1184 frutado, picante, doce, herbal, coco,
madeira
22 13,208 - NI - - - -
23 13,522 - NI - - - -
24 13,602 - NI - - - -
25 13,727 Alcool Eucaliptol 96 1205 1211 eucalipto, herbal, madeira (canfora)
26 13,844 - NI - - - -
27 14,026 - NI - - - -
28 14,185 - NI - - - -
20 14,339 Aldeido (E)-2-Hexenal 05 1225 1216 verde, ba”a”a'q ?J'gi?(')do’ gorduroso,
30 14,523 Furano 2-Pentilfurano 92 1231 1235 frutado, verde, terroso, feijdo, vegetal,
] metalico
31 14,691 Ester Acido hexanoico, ester g5 1535 1246 -
etilico
32 14,823 - NI - - - -
33 15,277 - NI - - - -
34 15,318 Cetona 3-Octanona 96 1256 1261 fresco, herbal, lavanda, doce, cogumelo
35 15,360 - NI - - - -
36 15,445 Alcool 1-Pentanol 90 1262 1250 -
37 15,502 Alcool 3-Metil-3-buten-1-ol 93 1260 1255 combustivel, oleoso, doce, balsamico
38 15,735 - NI - - - -
39 15,875 - NI - - - -
40 15,936 - NI - - - -
. Acido acético, éster
41 16,168 Ester hexilico 97 1276 1276 -
42 16,223 - NI - - - -




TOT

43 16,360 Cetona 2-Octanona 93 1291 1296.35 terroso, erva, natural, madeira, herbal
44 16,450 Cetona 3-Hidroxi-2-butanona

45 16,538 Aldeido 3-Hidroxibutanal

46 16,657 - NI - - - -

47 16,885 Cetona 1-Octen-3-ona 93 1306 1317 herbal, cogumelo, terroso, mofo, sujo
48 16,925 - NI - - - -

49 16,977 - NI - - - -

50 17,068 - NI - - - -

51 17,121 - NI - - - -

52 17,275 Alcool Ciclopentanol 93 1319 1300 -

53 17,377 Alcool (E)-2-Penten-1-ol 90 1322 1301 cogumelo

54 17,512 Alcool (2)-2-Pentenol 93 1326 1322 verde, plastico, etéreo, frutado
55 17,593 Aldeido (2)-2-Heptenal 94 1329 1319 -

56 17,601 - NI - - -

57 17,722 Cetona (2)-6-Octen-2-ona 89 - - -

58 17,883 - NI - - - -

59 17,969 - NI - - - -

60 18,121 - NI - - - -

61 18,252 Ester Formiato de hexila 95 1354 1382 maca, ameixa, banana, doce

62 18,480 - NI - - - -

63 18,622 - NI - - - -

64 18,733 - NI - - - -

65 18,882 - NI - - - -

66 19,067 - NI - - - -

67 19,176 - NI - - - -

68 19,320 - NI - - - -

69 19,422 Cetona 2-Nonanona 89 1388 1386 frutado, doce, ceroso, ensaboado, queijo,

verde, herbal, coco




[40))

terroso, cogumelo, lacticinios, mofado,

70 19,543 Alcool 3-Octanol 91 1392 1396 cremoso, ceroso, fermentado, verde,
menta

71 19,704 - NI - - - -

72 19,829 - NI - - - -

73 20,062 Alcool (Z2)-4-Hexen-1-ol 95 1410 1422 verde, cozinhado, vegetal, tomate, gasoso

74 20,162 Alcool (2)-2-Hexen-1-ol 93 1414 1410 mais freSC(chﬂE:g%EE,)}rzdPaedX:mI’ verde,

75 20,246 - NI - - - -

76 20,338 - NI - - - -

77 20,495 - NI - - - -

78 20,615 Aldeido (E)-2-Octenal 95 1430 1434 ;reeri‘:;: Ezﬁglnoé,gcc:?oigs%lg:;i?ﬁ

79 20,703 Hidrocarboneto 1,2,3,4-Tetrametilbenzeno 93 1435 1430 -

80 20,807 - NI - - - -

81 20,922 - NI - - - -

82 21,099 Alcool 1-Octen-3-ol 91 1449 1442 cogumelo, te”%srfj: xgrr]dgeé oleoso, fungo,

83 21,215 Alcool 1-Heptanol 97 1453 1468 V’;‘rodf:d doéggfhn?ggg;;'gf:; (T)eergr?ilé)

84 21,388 Pirazina 2-Etil-3,5-dimetilpirazina 91 1459 1464 noz

85 21,484 - NI - - - -

86 21,515 - NI - - - -

87 21,700 - NI - - - -

88 21,809 - NI - - - -

89 21,928 - NI - - - -

90 22,050 - NI - - - -

91 22,134 - NI - - - -

92 22,362 - NI - - - -

93 22,504 - NI - - - -

94 22,594 Cetona 2-Decanona 91 1482 1493 laranja, floral, gorduroso, péssego




€oT

95 22,649 - NI - - - -
96 22,815 - NI - - - i,
97 22,999 - NI - - - -
98 23,005 - NI - - - i,
99 23,286 - NI - - - -
100 23,420 - NI - - - B
. . citrino, floral, doce, pau-rosa, madeira,
101 23,640 Alcool Linalol 91 1545 1552 verde. mirtilo
102 23,756 Acido organico Acido acético - - - -
103 23,869 - NI - - - -
104 24,084 - NI - - R .
105 24,268 Cetona 3,5-Octadien-2-ona - - - -
106 24,360 Alcool Butano-2,3-diol 97 1572 1580 frutado, cremoso, amanteigado
107 24,875 - NI - - - B
108 25,079 - NI - - - .
109 25,173 - NI - - - B
110 25,255 - NI - - - B
111 25,447 - NI - - - -
112 25,853 - NI - - - -
113 25,956 - NI - - - -
114 26,112 Alcool Mentol 92 1641 1653 mentol, mofado, madeira, floral
(canfora)
115 26,553 - NI - - - B
116 26,710  Hidrocarboneto  Metilsulfaniimetilbenzeno 93 1679 1665 assado, quelmadf?éggg, porco, cordeiro,
117 26,946 Alcool 3-Furanometanol 93 1687 1684 -
118 26,954 Alcool (2)-3-Nonen-1-ol 80 1689 1682 fresco, ceroso, verde, casca de meldo,
tropical, cogumelo
119 27,257 Aldeido (E,E)-2,4-Nonadienal 88 1712 1797 gorduroso, noz, t‘:g’gfégl folhagem, fruta
120 27,405 - NI - - - B
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121 27,599 - NI - - - -

122 27,595 - NI - - - -

123 28,014 Hidrocarboneto 1,2-Dimetoxibenzeno 91 1731 1706 -

124 28,689 - NI - - - -

125 28,981 - NI - - - -

126 29,720 - NI - - - -

127 29,907 - NI - - - -

128 30,220 - NI - - - -

129 30,881 - NI - - - -

130 31,173 - NI - - - -

131 31,379 Alcool Alcool benzilico 92 1894 1820 floral, rosa, fe”égﬁ?r}]?;'samico’ frutado,
132 31,927 Alcool Alcool feniletilico 97 1933 1901 doce, floral, fresco, péo, rosa, mel
133 32,139 - NI - - - -

134 32,236 - NI - - - -

135 32,648 - NI - - - -

136 33,041 - NI - - - -

137 33,227 - NI - - - -

138 33,292 - NI - - - -

Negrito: variaveis utilizadas na ACP.
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Legenda: 1. C10, 2. C11, 3. C12, 4. C13, 5. C14, 6. C15, 7. C16, 8. C17, 9. C18, 10. C19 e 11. C20.
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