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Resumo

A bolota ¢ um fruto silvestre amplamente distribuido e usado como ragdo animal em
muitos paises. Este fruto surgiu como uma fonte alternativa de farinha para consumo
humano devido ao seu valor nutricional, compostos bioativos e auséncia de gluten, sendo
vantajosa para a dieta de doentes celiacos. Contudo, contém taninos, que conferem sabor
adstringente e dificultam a digestdo e a absor¢cdo de nutrientes. Este estudo teve como
objetivo caracterizar farinhas de bolota de Quercus pyrenaica Willd. submetidas a
diferentes tratamentos para remog¢ao de taninos, incluindo escaldagem, demolhagem e
torragem, além de uma amostra sem tratamento. Cada farinha foi analisada quanto a
humidade, teor de cinzas, proteinas, lipidos, fibras, amido, acidos gordos, agucares e
compostos fenolicos. Os resultados mostraram que a farinha escaldada destacou-se como
a mais adequada para consumo humano, devido ao menor teor de compostos fenolicos.
Posto isto, também se avaliou o uso desta farinha em panquecas sem glaten, preparadas
com percentagens variadas de farinha de bolota (0%, 50%, 75% e 100%) e farinha de
arroz (100%, 50%, 25%, 0%). Foram analisadas quanto ao valor nutricional, textura, cor
e biodisponibilidade. As panquecas com maior percentagem de farinha de bolota
mostraram maior teor de fibras e proteinas ¢ uma melhor digestibilidade proteica,
especialmente nas formula¢des com 100% de bolota, enquanto apresentavam menor teor
em hidratos de carbono e valor energético. A farinha de bolota Q. pyrenaica apresenta um
perfil nutricional rico e propriedades favordveis, como o facto de ser naturalmente isenta
de gluten, demonstrando um grande potencial para aplicagdo em produtos inovadores e

sustentaveis na induastria alimentar.

Palavras-chave: Farinha de bolota, remog¢do de taninos, composi¢do nutricional,

compostos fendlicos, panquecas sem gliten



Abstract

Acorn is a wild fruit widely distributed and used as animal feed in many countries. This
fruit emerged as an alternative source of flour for human consumption due to its
nutritional value, bioactive compounds and gluten-free, being advantageous for the diet
of coeliac patients. However, it contains tannins, which give astringent flavor and make
digestion and absorption of nutrients difficult. This study aimed to characterize acorn
flour from Quercus pyrenaica submitted to different treatments for removal of tannins,
including scalding, demolding and roasting, as well as a sample without treatment. Each
flour was analyzed for moisture, ash content, protein, fat, fiber, starch, fatty acids, sugars
and phenolic compounds. The results showed that the scalded flour stood out as the most
suitable for human consumption, due to the lower content of phenolic compounds. This
said, the use of this flour in gluten-free pancakes was also evaluated, prepared with
varying percentages of acorn flour (0%, 50%, 75% and 100%) and analyzed for
nutritional value, texture, color and bioavailability. Pancakes with higher percentage of
acorn flour showed higher fiber and protein content and better protein digestibility,
especially in formulations with 100% acorn, while reducing carbohydrates and energy
value. Acorn flour Q. pyrenaica has a rich nutritional profile and favorable properties,
such as being naturally gluten-free, demonstrating great potential for application in

innovative and sustainable products in the food industry.

Keywords: Acorn flour, removal of tannins, nutritional composition, phenolic

compounds, gluten-free pancakes
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1. Introducio

A inovagdo alimentar € crucial para enfrentar os desafios da seguranca alimentar
e sustentabilidade (Herrero et al., 2021). Os ingredientes alternativos como a farinha de
bolota, de insetos e de algas sdo novos alimentos na alimentagdo humana que estdo a
ganhar popularidade como opg¢des sustentaveis e nutritivas (M. Li et al., 2023). No caso
dos doentes celiacos, que ndo podem consumir gluten, a introdu¢ao de novos alimentos
sem gluten ¢ fundamental (Aljada et al., 2021). A farinha de bolota ¢ um exemplo de um
possivel alimento tradicional ou subutilizado, com potencial para ser redescoberto e
introduzido na alimentacdo humana, de modo a atender as necessidades alimentares

atuais, promovendo assim uma economia circular e sustentavel (Barros et al., 2022).

A doenga celiaca, também conhecida como enteropatia sensivel ao gliten, ¢ uma
doenga autoimune do intestino delgado. Faz com que o sistema imunoldgico responda ao
gliten inadequadamente, causando assim, inflamag¢do e danos no intestino delgado
(Posner & Haseeb, 2023). Uma dieta ausente de gliten ao longo da vida ¢ o Unico
tratamento para esta doenga e outros distirbios relacionados ao gliten (Mazzola et al.,
2024). A isencdo de gluten é um grande desafio para a industria alimentar, pois 0 numero
de pessoas com doengas celiacas tem vindo a aumentar nos ultimos anos. Em busca de
melhorar a satide destas pessoas, o0 mercado tem vindo a aumentar a oferta de produtos

sem gluten (Houben et al., 2012).

Ao longo dos anos tem havido um grande crescimento populacional humano. Este
fenémeno tem sido tipicamente visto como o principal fator de vérios fendomenos
ecologicamente e biologicamente destrutivos (Hopfenberg & Pimentel, 2001). De acordo
com a Organizacao das Nagdes Unidas (ONU) € previsto que a populagdo dos paises em
desenvolvimento suba para cerca de oito bilhdes até 2025 e nove bilhdes até 2050 (ONU
News Perspectiva Global Reportagens Humanas, n.d.). O esgotamento dos recursos e
as mudangas climaticas causadas pelo crescimento populacional, implementou a
economia circular (Pomoni et al., 2024), que visa uma abordagem transformadora para a
industria de alimentos, promovendo saide ambiental bem-estar humano e prosperidade
economica, fornecendo assim uma diminui¢do das alteragdes climaticas e a
sustentabilidade ambiental (Rabbi & Amin, 2024). A economia circular também visa a
minimizag¢ao do desperdicio e maximizacdo do uso de diferentes recursos, contrariamente
a economia linear que segue tradicionalmente o lema “extrair, produzir e descartar”

(Macarthur, n.d.; Nunes & Oliveira, 2019).
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O carvalho Quercus pertence a familia Fagaceae (Korus et al., 2015), os seus
frutos, bolotas, foram utilizados como alimento ha milhares de anos, quase em todos os
lugares com arvores de carvalho. A bolota era um alimento basico encontrados na Europa,
Asia, Africa, o Médio Oriente e América do Norte (Bainbridge, 2006). O pio de bolota
costumava ser cozido na Italia, enquanto, que atualmente, o café de bolota, ainda ¢
produzido em alguns paises, como o Japao (Korus et al., 2015). Os fatores que fizeram
das bolotas potenciais fonte de alimento ¢ o facto de geralmente amadurecem de uma sé
vez, de serem de facil de colheita e de terem uma grande durabilidade com um simples
armazenamento. Além do mais, elas também t€ém uma simples preparacao, mesmo para
as variedades que precisam ser lixiviadas (Bainbridge, 1987). As sementes de
bolota Quercus possuem um sabor amargo que estd principalmente relacionado ao seu
alto teor de taninos (Oracz et al., 2023). O tratamento térmico das bolotas reduz o nivel
de taninos e aumenta o teor de antioxidantes que sao produzidos por sua decomposi¢ao
(principalmente 4cido galico), o que, por sua vez, melhora significativamente a atividade
antioxidante do produto resultante (Korus et al., 2015). A utilizagdo de farinha de bolota
para produzir pdo sem gliten tem véarias vantagens como um produto de panificacdo com
melhor qualidade, rico em compostos bioativos, valorizando a bolota como matéria-prima
sub-explorada (Martins et al., 2020). A Organizagao de Alimentagdo e Agricultura (FAO)
sublinha a importancia de alterar os sistemas de producao de alimentos com base na
economia circular, tendo o objetivo de melhorar a utiliza¢do eficiente dos recursos, dando
novos usos aos recursos subexplorados (FAO, n.d.; Martins et al., 2020). Portanto, devido
as suas caracteristicas Unicas, a incorporacdo da farinha de bolota nos produtos de
panificacdo sem gliten pode ser considerada como um ingrediente alternativo realista na
producdo destes alimentos e como uma boa fonte de compostos bioativos e antioxidantes,

melhorando o perfil nutricional do produto final (Levent & Aktas, 2024).

Posto isto, este estudo visa a utilizagao da bolota Quercus pyrenaica no seu estado
maduro, para a transforma¢do em farinha com finalidade de utilizagdo como principal
ingrediente em panquecas instantdneas, sem gluten. Para o desenvolvimento destas
panquecas sem glaten, as bolotas primeiramente foram divididas em 4 grupos para um
posterior tratamento térmico ou lixiviacao, 3 grupos sofreram tratamento para a remog¢ao
de taninos (escaldagem, demolhagem e torragem) e o quarto grupo ndo teve tratamento.
Ap0s isso as farinhas foram analisadas quimica e nutricionalmente de modo a determinar

qual a melhor para ser utlizada em um produto de panificacao. Seguidamente foram feitas
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panquecas com vdrias percentagens de farinha de bolota a 0%, 50%, 75% e 100% e
farinha de arroz, nas seguintes percentagens 100%, 50%, 25% e 0%, estas panquecas
foram avaliadas do ponto de vista quimico, nutricional e sensorial. Com o presente
trabalho, pretende-se incorporar os principios de economia circular, sustentabilidade e
inovagdo alimentar, explorando um alimento sustentdvel e nutritivo, que pode ajudar a
atender as necessidades de uma populacdo crescente com novas alternativas alimentares,
pois a bolota encontra-se em abundancia no carvalho-negral e ndo ¢ aproveitado para a
alimentacdo humana. Tendo como vantagem o fato do cultivo deste fruto nao requerer
grandes quantidades de agua ou solo cultivavel, este pode representar uma solugado viavel
para incorporar o plano alimentar de uma populagao crescente de forma sustentavel (Food

and agriculture organization of the United Nations, 2014).

1.1. Quercus pyrenaica Willd

No mundo, existem cerca de 450 espécies de Quercus (Sanchez-Burgos et al.,
2013). A Quercus pyrenaica Willd, ¢ um tipo de Quercus popularmente conhecido como
carvalho-negral, sendo uma arvore perene que cresce num ambiente mediterranico,
pertencente a familia Fagaceae (Akcan et al., 2024; Shahamati et al., 2024). A espécie
Quercus pyrenaica Willd é encontrada em areas com um regime de precipitagdo sub-
hiimidas a humidas, no entanto, também suporta um défice hidrico consideravel no verao
(Souto-Herrero et al., 2018). Esta arvore cobre aproximadamente 95% da sua area de
distribui¢@o natural, o que a torna uma das espécies de carvalho mais comuns na Peninsula
Ibérica. Em Portugal, ocupa cerca de 62.000 hectares, sendo especialmente encontrada na
regido de Braganga, onde representa cerca de 40% da area total de pastagem (Loureiro et
al., 2022). Os ecossistemas de carvalho-negral sdo fundamentais para a manutengdo e
melhoria sustentavel dos recursos naturais, sendo assim, considerados estratégicos para a

conservagao da natureza (Loureiro et al., 2022).

O fruto colhido da Quercus pyrenaica Willd, figura 1, é comestivel sendo este
denominado de bolota Quercus pyrenaica. Geralmente, a bolota ¢ classificada como um
fruto para alimentagdo animal, porém, no passado foi um alimento importante na
gastronomia e medicina das regides onde essas espécies sao encontradas, como indica a
riqueza de evidéncias etnobotanicas e historicas (Vinha, Barreira, et al., 2016; Zocchi et

al., 2022). As populagdes rurais costumavam recolher e comer bolotas de diferentes
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Quercus. Enquanto as bolotas doces, tais como Quercus pubescens Willd
subsp. Pubescens, podem ser colhidas e comidas diretamente, as bolotas adstringentes e
amargas, ou seja, com alto teor de taninos, como Quercus pyrenaica, t€m de ser
processadas através de aquecimento, lixiviagdo ou técnicas complexas de desintoxicagao
envolvendo o uso de argila (Papoti et al., 2018). Além do consumo de bolotas assadas e
cozidas, seja em puré ou como ingrediente em uma variedade de pratos, as sementes eram
frequentemente moidas em farinha e usadas na preparacao de diferentes tipos de pao,

especialmente no Mediterraneo, Asia Central e Oriente Médio (Zocchi et al., 2022).

Figura 1. Quercus pyrenaica: Arvore de porte robusto comum em regides
montanhosas (a esquerda)
Folhas lobadas caracteristicas e as suas bolotas produzidas por esta espécie (a
direita)
(Muthreich et al., 2020; Wilder, n.d.).
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1.2. Bolota

1.2.1. Caracterizaciao da bolota

Geralmente, as bolotas sao classificadas como um fruto para alimentagao animal,
no entanto, no passado este fruto, foi um alimento importante na gastronomia ¢ medicina
das regides onde estas espécies se encontravam como indicado pela riqueza de evidéncias

etnobotanicas e historicas (Vinha, Barreira, et al., 2016; Zocchi et al., 2022).

A bolota, também conhecida por glande, ¢ composta pelo pericarpo (casca), que
corresponde a camada externa lignificada responsavel por proteger a semente, que se situa
na parte interna, figura 2. A semente, por sua vez, ¢ formada pela testa, uma espécie de

membrana com textura aveludada, e pelo embrido (Pacheco, 2015).

2 1.Vestigios de estilete
; 2.Radicula
e 3.Gémula Embridao
; 4.Cotilédones
3 5.Pericarpo (casca)
6.Testa
7.Invélucro

Figura 2. Constituigdo morfologica dos frutos do género Quercus (Pacheco, 2015).

O tamanho da semente ¢ um parametro de grande relevancia ecoldgica, pois
influencia tanto o estabelecimento da planta numa éarea geografica especifica quanto a sua
capacidade de propagacgdo. Além disso, diversos estudos associam a morfometria da
bolota (incluindo o tamanho e a forma) as condi¢cdes edafoclimaticas do ambiente. O
tamanho das bolotas maduras ¢ geralmente determinado pelo nimero de sementes e pela

disponibilidade de recursos (Pacheco, 2015).
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1.2.2. Caracteriza¢ao quimica e nutricional da bolota

O fruto da bolota apresenta uma riqueza nutricional notavel, embora as

caracteristicas variem de acordo com a espécie, tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do nutricional da bolota, incluindo os principais constituintes, respetivos teores e
caracteristicas, conforme descrito na literatura.

Constituintes Teor/Caracteristicas Referencias

48-50% Amido principal

composto '
(Bento et al., 2020; Vinha,

Barreira, et al., 2016)

Hidratos de carbono Acgucares soluveis
(sacarose e glicose) em

concentracdes mais baixas.

2-30% (acido oleico, acido

Lipidos palmitico e acido (Bento et al., 2020)
linoleico)

(Bento et al., 2020;

Proteinas 2-11%

Fernandez et al., 2005)
Fibras 10-20% (Bento et al., 2020)
Vitaminas Vitaminas A ¢ E (Bento et al., 2020)
) ] F, Cu, Zn, Mn, Ca, Mg, Pe

Minerais K (Bento et al., 2020)

Clorofila, carotenoides e
(Bento et al., 2020;

Martins et al., 2020)

Outros compostos polifendis com elevada

capacidade antioxidante.

(Beltrao Martins et al.,
2022)

Glaten Naturalmente isento

Os hidratos de carbono constituem o principal componente, com o amido como
composto predominante, representando 48% a 50% da composi¢do do fruto, além de
acUcares soluveis, como sacarose e glicose, presentes em concentracdes mais baixas
(Bento et al., 2020; Vinha, Barreira, et al., 2016). Os lipidos também s@o um componente

significativo, variando entre 2% e 30%, sendo dominados pelos &acidos gordos
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insaturados, como oleico, palmitico e linoleico (Bento et al., 2020). O teor de proteinas,
embora modesto, situa-se entre 2% ¢ 11% (Bento et al., 2020; Fernandez et al., 2005).
Além disso, a bolota contém fibras, minerais, vitaminas A e E, clorofila, carotenoides e
varios polifendis, reconhecidos pela elevada capacidade antioxidante (Bento et al., 2020;
Martins et al., 2020). Esses atributos nutricionais diferenciados posicionam a bolota como
um alimento funcional (Bento et al., 2020; Fernandez et al., 2005). Além disso a bolota é

um fruto naturalmente sem de gluten (Beltrdo Martins et al., 2022).

1.3. Produtos inovadores a partir da farinha de bolota

1.3.1. Farinha de bolota

Diversas partes das plantas, como sementes, tubérculos e o miolo de vérios frutos,
tém sido aproveitadas como matéria-prima para a produgdo de farinhas, tanto como
alternativa as op¢des mais comuns quanto como ingrediente em novos produtos
alimentares. A aplicagdo de farinhas provenientes de diferentes fontes alimentares
depende das caracteristicas reologicas, fisico-quimicas e funcionais das matérias-primas

utilizadas.

Segundo Kaur e Singh (2007), o termo "funcional" refere-se a qualquer
propriedade de um ingrediente alimentar que, além do seu valor nutritivo, influéncia
positivamente a sua aplicagdo (Kaur & Singh, 2007). A funcionalidade das farinhas esta
ligada a compostos quimicos especificos que dependem do material genético (espécie),
das condi¢des de pos-colheita e dos fatores edafo-climaticos (Pacheco, 2015).
Recentemente, tém surgido mais estudos sobre matrizes vegetais ricas em amido devido
a sua biodegradabilidade e ao custo reduzido. O amido constitui mais de 50% do miolo
das bolotas, ele € o principal componente dessas sementes. Além disso, a farinha de bolota
apresenta um elevado teor de fibras e propriedades bioldgicas notdveis, superando as da

farinha de trigo, como relatado em varios estudos (Pacheco, 2015).

Outra caracteristica desta farinha, ¢ a auséncia de gliten, oferece outras
alternativas para dietas isentas de gluten e doentes celiacos, tendo como fim, a utilizagdo
em produtos de panificagdo sem gliten (Martins et al., 2022). Uma dieta sem gluten pode
ser benéfica porque melhora os sintomas gastrointestinais. Estudos cientificos mostram
que evitar o gluten pode ser benéfico para pacientes com sintomas gastrointestinais, como

a sindrome do intestino irritavel (Niland & Cash, 2018), pois a sua ingestdo pode levar
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aos seguintes sintomas: inchaco, desconforto e dor abdominal, alteragdo dos habitos
intestinais, flatuléncia, erup¢do cutinea, fadiga, dores de cabeca, disturbios mentais,
irritabilidade, depressdo, dores nos 0ssos e nas articulacdes e até mesmo disturbio de

défice de atencao (Niland & Cash, 2018).

Cerca de 1% da populagao mundial que ingere gliten tem uma doenga celiaca
autoimune (Poshadri et al., 2023). A utilizagdo da bolota no consumo humano revela-se
vantajosa tanto do ponto de vista econdémico como sustentdvel (Martins et al., 2022).
Dada a tendéncia predominante de aumento da populacdo, a diversificagdo das fontes
alimentares ¢ importante para evitar a escassez de recursos (Martins et al., 2022). A
bolota, um subproduto valioso das florestas, continua a ser subestimada, apesar da sua

potencial importancia, figura 3.

Figura 3. Bolotas inteiras ¢ farinha de bolota: Bolota (a esquerda)
Bolota transformada em farinha (a direita)
(Volkan Aylanc).

O desenvolvimento de novos produtos a base de farinha de bolota permite
classifica-los como alimentos funcionais, devido a riqueza deste ingrediente em
compostos biologicamente ativos com propriedades cientificamente comprovadas
(Pacheco, 2015). Apesar de se reconhecerem as propriedades funcionais, sensoriais € a
boa aceitacdo da farinha de bolota, a informagdo disponivel sobre a sua composi¢ao
nutricional e quimica ainda ¢ limitada. S3o necessarios mais estudos para aprofundar o
conhecimento sobre este ingrediente e explorar novas potencialidades deste fruto

(Pacheco, 2015).
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1.3.1.1. Remocao de taninos

De acordo com a literatura, a farinha de bolota ¢ obtida a partir do embrido,
descartando o pericarpo ¢ a cupula. O embrido ¢ submetido a um processo de secagem e
trituragdo para remover a humidade, oferecendo assim maior estabilidade ao produto
(Szabtowska & Tanska, 2021). Posto isto, como a bolota tém um elevado teor de taninos,
que para além de introduzirem um sabor adstringente na farinha, possui também
propriedades anti-nutricionais, dificultando a digestao e podendo causar danos no epitélio
intestinal, nos tecidos do figado e dos rins (Martins et al., 2020). Assim sendo, a remog¢ao
destes compostos da farinha ¢ essencial para a obtencdo de uma farinha de bolota rica em

minerais e fibras (Martins et al., 2020).

HO 0]

HO OH

o)

Figura 4. Estrutura quimica do acido tanico.

Atualmente o consumo de bolota e dos seus produtos derivados ndo sdo muito
aceites devido ao seu sabor amargo e adstringente, ndo sendo consumidas diretamente e

por isso sujeitas a tratamentos térmicos/lixiviagdo (Vieira et al., 2023).

Posto isto, as sementes de bolota ndo sdo comumente consumidas diretamente.
Primeiramente ha um processamento térmico, que pode incluir assar, ferver ou fritar.
Geralmente, a torragem ¢ um dos métodos mais utilizados para a remog¢ao de taninos
(Oracz et al., 2023). As reacdes quimicas durante o processamento térmico para essa
remocado incluem caramelizacgdo, reacdes de Maillard e oxidagdo lipidica. Estas reacdes
resultam das diferentes composigdes quimicas e caracteristicas sensoriais, dependendo

das condi¢des de processamento. Além disso, os compostos fendlicos podem-se
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decompor, transformar e interagir com outros componentes da matriz alimentar,

influenciando as propriedades biologicas dos produtos finais (Oracz et al., 2023).

Devido as diversas propriedades bioldgicas derivadas das propriedades
nutricionais ¢ da composi¢ao quimica da bolota e a falta de estudos sobre a farinha de
bolota de Quercus pyrenaica, este trabalho tem como objetivo obter e caraterizar a farinha
deste tipo de bolota com diferentes tratamentos de remog¢do de taninos para posterior

aplicacdo na alimentagdo humana.

1.3.1.2. Produtos de panificacio a partir da bolota

Nos ultimos anos, as panquecas instantdneas tém ganho popularidade,
especialmente nos mercados de alimentos instantaneos, onde a conveniéncia e a rapidez
na preparagdo de alimentos sdo altamente valorizadas (Fortune Business Inisights, n.d.;
Park & Kim, 2023). Esses produtos sao feitos de modo a oferecer uma solugdo pratica e
rapida na preparacao de refeigdes, utilizando apenas a adicdo de agua, leite ou bebida

vegetal antes de serem cozinhadas (Park & Kim, 2023).

O desenvolvimento destes alimentos envolve a criagdo de uma mistura seca que
possa ser facilmente hidratada e cozinhada num breve periodo de tempo (Park & Kim,
2023). Geralmente a composi¢ao das panquecas instantneas inclui farinhas como a de
trigo, agentes de crescimento como o fermento em po, agucar, sal e leite em p6. Além
destes ingredientes, a industria alimentar adiciona alguns aditivos de modo a melhorar a

textura, a cor e a conservagao dos alimentos (Yemmireddy et al., 2013).

A escolha da farinha para o desenvolvimento das panquecas instantaneas ¢ de
grande importancia pois ela vai determinar o sabor e a textura do produto final
(Bordenave et al., 2014; Yemmireddy et al., 2013). As farinhas de trigo sdo as mais
utilizadas para produtos de panificagdo devido ao seu teor de gluten, obtendo assim um
produto de estrutura mais macia (Bordenave et al., 2014; El Khoury et al., 2018). No
entanto, com o passar do tempo, os consumidores procuram alimentos sem glaten e
atualmente as farinhas sem gluten utilizadas sdo farinha de arroz, farinha de milho e
farinha de améndoa (El Khoury et al., 2018; Smidova & Rysova, 2022). Os produtos
alimentares “gluten free” muitas das vezes necessitam de gomas, como goma xantana ou

guar, para obterem uma elasticidade semelhante ao gluten (El Khoury et al., 2018; Rai et
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al., 2018). Devido as caracteristicas nutricionais da bolota esta torna-se uma excelente

alternativa para produtos de panificagdo nomeadamente para panquecas.

1.3.1.3. Farinha de arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € essencial para a alimenta¢ao humana, pois fornecem
minerais, vitaminas essenciais, de amido e proteinas essenciais para o ao consumidor
(Heberle et al., 2022). Este alimento ¢ essencialmente constituido por amido e ¢ um
alimento amplamente utilizada na induastria alimenticia, particularmente em produtos
destinados a pessoas com restrigdes dietéticas, como doentes celiacos (El Khoury et al.,
2018; Yun et al., 2014). Ela ¢ obtida através da moagem dos graos de arroz, ¢ é uma
farinha naturalmente isenta de gliten, o que se torna numa opg¢ao ideal para a formulagao
de alimentos sem gluten (Park & Kim, 2023; Yun et al., 2014). Além disso, a farinha de
arroz possui um sabor neutro ¢ uma textura fina, o que contribui para a sua versatilidade
em varias preparagoes culinarias, desde paes e bolos a massas e panquecas (Jabco Foods,

n.d.).

A farinha de arroz branco ¢ a farinha sem gliten mais comumente usada na
industria, bem como para fins de pesquisa (Patil & Arya, 2017). Nutricionalmente ¢ rica
em hidratos de carbono complexos, fornecendo energia de forma sustentavel (Orthoefer
& Eastman, 2004; Rosell & Marco, 2008). No entanto, ¢ relativamente pobre em proteinas
e fibras, especialmente quando comparada com outras farinhas integrais (Omana et al.,

2010; Orthoefer & Eastman, 2004; Rosell & Marco, 2008).

Esta farinha apresenta conter 1,42% de lipidos totais em que 0,4% sdo acidos
gordos insaturados, predominando o acido linoleico, 2,4% de fibra dietética, 80,1% da
sua composi¢do sdo hidratos de carbono e 5,95% teores de proteina. Também contém

minerais, vitaminas E e do complexo B. (U.S. Department of Agriculture, 2019).

1.4. Doenca celiaca

A doenga celiaca ¢ uma doenga cronica autoimune devido a intolerancia ao gluten,
mais precisamente causada pela proteina prolamina (encontrada no trigo, aveia, cevada e
centeio), que causa atrofia das vilosidades intestinais, mé absor¢ao e sintomas clinicos

que podem aparecer tanto na infancia quanto na idade adulta (Osella et al., 2014).
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Este problema, afeta cerca de 1% da populacdo mundial, embora muitos casos
permane¢am com um diagnostico incompleto (Kurppa et al., 2024; Rubio-Tapia et al.,
2012). Quando um doente celiaco consome gluten, o sistema imunologico responde de
forma inadequada, causando danos no revestimento do intestino delgado, afetando a
absor¢ao de nutrientes essenciais, levando assim a problemas gastrointestinais, como
diarreia, inchago, e até manifestagdes extraintestinais, incluindo anemia, fadiga e
problemas neurologicos (Fasano & Catassi, 2012; Lebwohl et al., 2017; Posner & Haseeb,
2023).

Atualmente, ndo existe nenhum tratamento eficaz para a doenga celiaca, a inica
alternativa ¢ uma dieta estritamente isenta de gluten ao longo de toda a vida (Ludvigsson
et al., 2014; Zingone et al., 2010). Isso ndo requer apenas a eliminacdo de alimentos que
contenham gluten, mas também ¢ necessario ter uma especial atencdo a contaminagdo
cruzada durante a prepara¢do e a manipulacao de alimentos (Thompson et al., 2005;
Zingone et al., 2010). Seguir uma dieta sem glaten pode ser desafiador, nao s6 devido a
necessidade de evitar uma ampla gama de produtos alimentares, e de haver poucos
produtos para essas pessoas, mas também porque muitos alimentos sem glaten
disponiveis comercialmente sdo nutricionalmente desequilibrados, com altos niveis de
agucares, gorduras e baixos teores de fibras, vitaminas e minerais (Melini & Melini, 2019;

Missbach et al., 2015).

A isengdo de gluten € um grande desafio na industria alimentar, pois o nimero de
pessoas com doencgas celiacas tem vindo a aumentar nos ultimos anos. Em busca de
melhorar a satide destas pessoas, o0 mercado tem vindo a aumentar a oferta de produtos
sem glaten (Houben et al., 2012). Uma dieta sem gliten pode proporcionar desequilibrios
nutricionais significativos, afetando tanto macronutrientes quanto os micronutrientes
(Abdi et al., 2023). Estes desequilibrios incluem défices ou excessos de nutrientes, o que
pode ter implica¢des na satde (Abdi et al., 2023). As pessoas com uma dieta com auséncia
de gluten, tendem a consumir menos hidratos de carbono complexos e proteinas,
enquanto, que a ingestao de gorduras e hidratos de carbono simples aumenta (Abdi et al.,
2023). Os hidratos de carbono complexos, fornecem mais nutrientes e fibras do que os
simples, sendo assim fundamentais para a satde intestinal, controlo glicémico e lipidico
(Abdi et al., 2023). Os alimentos sem gluten também costumam ter um maior teor
calorico, sendo ricos em amidos refinados, gorduras saturadas e pobres em fibras, levando

a alta ingestao de agucares o que leva a ganho de peso e risco de doencas cardiovasculares
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mesmo sem alteracdes na quantidade de alimentos consumidos (Abdi et al., 2023). Além
disso, estes produtos, contem baixo teor de proteinas, sendo um problema, uma vez que
a proteina ajuda na saciedade, na termogénese e na manuten¢do muscular (Abdi et al.,
2023). A mé absor¢do de nutrientes ¢ comum nestes doentes mesmo com dietas
apropriadas, levando a deficiéncias de ferro, vitamina B12, fosfato e vitaminas
lipossoluveis (A, D, E, K) (Caruso et al., 2013). Apenas 6% dos pacientes apresentam

desnutricdo, enquanto 20% estao acima do peso ou obesos (Abdi et al., 2023).

25



o

Capitulo 2

Je



2. Materiais e métodos

As amostras de farinha de bolota foram analisadas para determinar os teores de
lipidos, amido, fibras, cinzas, proteinas, humidade, hidratos de carbono, valor energético,
acidos gordos, aglicares soluveis, compostos bioativos e fenolicos totais. Essas analises
visaram avaliar o impacto dos diferentes tratamentos de remog¢ao de taninos (escaldagem,
demolhagem, torragem ou sem tratamento) no valor nutricional da farinha e identificar o
tratamento com menor teor de taninos. Apods a selegao do melhor método de remocao de
taninos, procedeu-se a preparacao das panquecas com varias percentagens de farinha de

bolota.

Para garantir a integridade dos compostos bioativos e nutricionais das panquecas
formuladas com diferentes percentagens de farinha de bolota (0%, 50%, 75% ¢ 100%),
as amostras foram liofilizadas no liofilizador (Lyoquest -55 Plus, Telstar, Barcelona,
Espanha) e triturada, eliminando assim a sua humidade. Esse processo também foi
aplicado aos ovos utilizados na receita, pois eram frescos, permitindo uma amostra
homogenia para a padronizagdo das andlises, facilitando a comparagdo das panquecas

com os ingredientes.

As panquecas nas diferentes formulagcdes foram submetidas a uma série de
analises nutricionais e funcionais. Quantificaram-se os teores de cinzas, lipidos, proteinas,
fibras, hidratos de carbono e valor energético. Também foram avaliados os agtlicares e
acidos gordos, sendo essas mesmas analises estendidas a matriz base das panquecas (sem

cozimento), as amostras utilizadas estavam previamente liofilizadas.

A textura e a cor, foram realizadas exclusivamente nas panquecas finalizadas, ja a
analise de digestdo in vitro foi com as panquecas liofilizadas, sem avaliagdo desses
parametros na matriz. A digestdo in vitro permitiu avaliar a libertagdo de acucares e
proteinas durante o processo de digestdo simulado, enquanto a analise de textura e cor

identificou alteragdes sensoriais nas diferentes formulagdes.

Essas andlises proporcionam uma caracterizacdo completa das amostras,
permitindo avaliar o impacto nutricional e sensorial da adi¢do de farinha de bolota em
varias concentracdes, bem como as propriedades resultantes dos diferentes tratamentos

aplicados a farinha.
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2.1. Recolha e preparacio das amostras

As amostras de bolota foram recolhidas no seu estado maduro, na aldeia de Prada,
Vinhais (Parque Natural de Montesinho), Portugal, em outubro de 2021. Estas foram
congeladas a -20 °C até ao dia da sua utilizagdo. Seguidamente foi retirado o pericarpo e
a cupula, e foram separadas em quatro grupos, um dos grupo foi sem tratamento e os
restantes foram divididos em trés grupos sujeitos a diferentes tipos de processos de
tratamento, nomeadamente demolhagem, escaldagem e torragem para posteriormente

serem avaliados a nivel nutricional, figura 5.

Congelar a -20 °'C

/_\ Descascar

Colheita das bolotas maduras \
a ® (i)

Sem tratamento

L
89
p. )

/‘\ (iii)
4 /\

Demolhada em agua

> | === ! < fria por 20h

Triturar por | Secar durante 3

Armazenar .
| (iv)
min a vel. 10 dias a 40 °C

Escaldada com dgua a 100 °C,

Dividir as bolotas

K mudada a cada 1h por 2x em grupos

/—\ tratamentos de

_ remoc¢ao de taninos

Triturar por 1 Torragem 200°C por
Armazenar
min a vel. 10 15 min

Figura 5. Preparacdo das farinhas de bolota: (i) colheita de bolotas em estado maduro;
(i1) processo de obtengdo da farinha de bolota sem tratamento; (iii) processo de obtengdo
da farinha de bolota demolhada; (iv) processo de obtengao da farinha de bolota
escaldada; (v) processo de obtengdo da farinha de bolota.
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2.1.1. Tratamentos da bolota

No tratamento por imersao (demolhagem), as bolotas foram colocadas em agua a
temperatura ambiente durante 20 horas. No tratamento de escaldaguem, as bolotas foram
imersas em agua a ferver a 100 °C durante 1 hora, este procedimento foi repetido 2 vezes.
Para o tratamento de torragem, as bolotas foram submetidas a um forno (Becken, Worten

Equipamentos, Portugal) pré-aquecido a 200 °C durante 15 minutos, figura 5.

Posteriormente, as amostras de bolota, foram secas coletivamente numa estufa
(Memmert UNE400, Schwabach, Alemanha) a 40 °C durante 3 dias excluindo as amostras
com tratamento torragem. ApoOs a secagem, todas as amostras, incluindo as torradas,
foram submetidas a trituracdo durante 1 minuto a velocidade 10, utilizando um
processador de cozinha (Bimby, Thermomix Company, Alemanha) e, posteriormente,

armazenadas a temperatura ambiente para posterior analise, figura 5.

2.2, Preparacio das panquecas

A preparagdo das panquecas foi feita com diferentes percentagens de farinha de
bolota escaldada. Estas foram congeladas a -20 °C até ao dia da sua utilizacdo. As
panquecas foram feitas com diferentes percentagens de farinha de bolota as quais foram
a 0%, 50%, 75% e 100%, fazendo um total de 4 diferentes amostras em varias

concentragdes de farinha de bolota, foi realizada de acordo com as seguintes etapas, figura

6.
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Panquecas Panquccas‘ Panquecas »

50% farinha de bolota 75% farinha de bolota 100% farinha de bolota
50% farinha de arroz 25% farinha dc arroz 0% farinha de arroz

Panquecas
0% farinha de bolota
100% farinha de arroz

Figura 6. Preparacdo das panquecas de bolota em varias percentagens.

As panquecas foram formuladas com diferentes percentagens de farinha de bolota
(0%, 50%, 75% e 100%), sendo ajustada proporcionalmente a quantidade de farinha de
arroz para completar os 100 g de farinha total, tabela 2. Para a formulagdo a 0%, utilizou-
se 100 g de farinha de arroz; para a 50%, 50 g de farinha de bolota e 50 g de farinha de
arroz; para a 75%, 75 g de farinha de bolota e 25 g de farinha de arroz; e para a 100%,
apenas 100 g de farinha de bolota. Os restantes ingredientes foram mantidos constantes
em todas as formulacdes: 21 g de leite em po, 85,7 g de 4agua, 15 g de acucar, 71 g de
ovos, 2 g de sal e 4,3 g de fermento quimico. Os ingredientes secos (farinha, leite em po,
acucar, sal e fermento) foram pesados com precisdo, enquanto os liquidos (agua e ovos)
foram medidos separadamente. A mistura foi realizada numa misturadora (Bimby,
Thermomix Company, Alemanha) durante um minuto no programa "amassar", resultando

numa massa homogénea e pronta para a confecao das panquecas, figura 7.
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Tabela 2. Composicdo das panquecas de farinha de bolota, expressa em gramas.

Leite
Farinha Farinha , Fermento
em Agua Acucar Sal Ovos
de bolota de arroz quimico
po
Panquecas
0 100 21 85,7 15 2 4,3 71
0%
Panquecas
50 50 21 85,7 15 2 4,3 71
50%
Panquecas
75 25 21 85,7 15 2 4,3 71
75%
Panquecas
100 0 21 85,7 15 2 4,3 71
100%

Figura 7. Preparacdo de panquecas com diferentes formula¢des de farinha de bolota.

2.3. Analise da composicdo quimica e do valor nutricional

As analises as cinzas, humidade, lipidos, proteinas, fibra alimentar e amido foram
realizadas de acordo com o procedimento proposto pela Association of Official Analytical

Chemists (AOAC, 2016).
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2.3.1. Teor em cinzas e humidade

Para o teor de cinzas, seguiu-se o método AOAC 923.05. Para isso, foram pesados
cadinhos de porcelana previamente secos e adicionou-se 0,25 g de amostra. Estes, foram
colocados numa mufla (Optic Ivymen System) a 550 £ 5 °C, durante 5h apoés isso, os
cadinhos foram colocados num exsicador, de modo a arrefecerem e para evitar o ganho
de massa por humidade. O cadinho com a amostra seca foi pesada e registada a sua massa
para efetuar o célculo de cinzas. O teor de humidade foi determinado com um analisador
de humidade (ADAM, PMB 163, Reino Unido), segundo o método AOAC 925.45. Para
isso pesou-se 2 g de amostra diretamente no equipamento, fez-se a leitura e registou-se o

valor obtido.

2.3.2. Determinaciao dos lipidos

O teor de lipidos totais das 4 amostras correspondentes aos tratamentos efetuados
para a obteng¢do da farinha de bolota foi analisado pelo método de extragdo soxhlet com
o solvente hexano a 99,8%, segundo o método AOAC 985.29. Para efetuar a anélise,
pesaram-se 5 g de amostra, estas foram colocados num cartucho de extragdo e levados ao
soxhlet durante 5 horas apos o solvente atingir o ponto de ebulicdo. Seguidamente, o
extrato obtido foi levado para o rota-evaporador (Heidolph, Hei-VAP Silver 4, Heidolph
Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Alemanha) com uma agitacdo de 150 rpm a

30 °C, até se obterem as amostras isentas de hexano.

2.3.3. Determinacio das proteinas

Para a determinacdo das proteinas, utilizou-se o método de digestdo proteica
segundo a técnica de macro-Kjeldahl. Para isso, pesou-se 0,25 g de amostra para tubos de
Kjeldahl, adicionou-se duas pastilhas de catalisador, 15 mL de 4cido sulftrico e levou-se
ao bloco de digestor a 400°C durante 70 minutos, ap6s isto, adicionou-se 25 mL de dgua
e levou-se o tubo ao equipamento de destilacdo, obtendo a massa de azoto necessaria para
efetuar o calculo das proteinas. Para a conversdo dos teores de azoto em proteina foi
utilizado o fator de correcdo de 6,25, calculado segundo a técnica de macro-Kjeldahl,
utilizando a unidade automatica de destilagdo por arrastamento com vapor de Kjeldahl

(Pro-Nitro A, JP Seleta, Barcelona, Espanha), de acordo com o método AOAC 920.87.
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Teor de proteinas = ((Nitrogénio (mg) * 6,25) / massa amostra (mg)) * 100

2.3.4. Determinacio das fibras

A fibra foi determinada através de um kit enzimatico comercial Megazyme (K-
TDFR-100) (Megazyme, 2017), com quatro repeticdes por amostra. Pesou-se 0,25 g de
amostra num tubo de falcon, seguidamente colocou-se 12,5 mL de tampao fosfato e 12,5
pL da enzima comercial amilase, apos isto, foi colocado em banho-maria a uma
temperatura de 98 °C por 15 minutos. Deixou-se arrefecer e ajustou-se o pH para 7,5,
adicionou-se 25 pL de enzima protéase, depois levou-se novamente ao banho-maria a 60
°C com agitagdo, durante 30 minutos. Arrefeceu-se a temperatura ambiente, ajustou-se
novamente o pH para 4,5 e adicionou-se a enzima amiloglucosidase, depois agitou-se
novamente no banho-maria a 60 °C, durante 30 minutos. Adicionaram-se 100 mL de
etanol a 95%, aquecido a 60 °C e ficou a repousar, cerca de 1h, até se obter um precipitado.
Adicionou-se 0,1 g de celite num cadinho filtrante de placa porosa (crisol), previamente
calcinado a 105 °C. A celite foi entdo uniformizada com etanol a 78% utilizando uma
bomba de vacuo, depois da solucdo estar precipitada, esta foi filtrada e adicionaram-se
trés proporgdes de 20 mL de etanol a 78%, duas proporcdes de etanol a 95% e duas vezes
10 mL de acetona a 95%. O cadinho filtrante com o residuo obtido foi levado para uma
estufa a 105 °C, durante a noite, e posteriormente pesado. Duas das repeti¢des de residuo
seco obtido foi colocado em cadinhos de porcelana previamente secos e pesados numa
mufla a 600 °C, seguidamente foram pesados para determinar as cinzas obtidas. Para as
proteinas, utilizou-se também o residuo seco obtido da secagem em estufa dos restantes
cadinhos, pesaram-se e introduziram-se nos tubos de Kjeldahl, adicionaram-se duas
pastilhas de catalisador, 15 mL de 4cido sulfurico e levou-se ao bloco de aquecimento a
400 °C durante 70 minutos, apos o que se adicionou 25 mL de dgua e elevou-se o tubo ao
equipamento de destilacdo, obtendo-se a massa de azoto necessaria para a determinacgdo

das proteinas.
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2.3.5. Determinacido do amido

Para a determinacao do amido, foi utilizado um kit comercial Megazyme com
enzimas digestivas (Megazyme, 2017), pesou-se 0,5 g de amostra, adicionou-se 0,5 mL
de etanol a 95% e 17,5 mL de solugdo tampao maleato, foram adicionados e colocados
num banho de dgua a 37 °C com agitacao durante 5 minutos. De seguida, adicionou-se
2,5 mL de solu¢ao de amilase pancreatica/amiloglucosidase (PAA/AMG) previamente
preparada e incubou-se a 37 °C no banho-maria com agitagdo durante 20 minutos para a
determinagao do amido resistente digerivel, a 120 minutos para a determina¢ao do amido
resistente ¢ a 240 minutos para a determinagdo do amido digerivel total. Ap6s o banho,
1,0 mL da solugdo de amostra foi adicionado a 20 mL de acido acético 50 mM. 2 mL de
cada solu¢do foram transferidos para 2,0 mL de polipropileno e centrifugados a 13000
rpm durante 5 minutos. 0,1 mL de aliquotas foram transferidos em duplicado para tubos
e 0,1 mL de amiloglucosidase diluida foi adicionado e incubado a 50 °C durante 30 min.
Em seguida, foram adicionados 3,0 mL de solu¢do GOPOD (4cido p-hidroxibenzdico e
azida de sodio (0,09% p/v)) e incubados a 50 °C durante 20 minutos. Depois disso, a
absorvancia da amostra e dos padrdes de glicose (0,1 mL de D-glicose, 0,1 mL de acido

acético 100 mM e 3,0 mL de reagente GOPOD) foi medida a 510 nm.

2.3.6. Determinacao do teor de hidratos de carbono

Os teores de hidratos de carbono (THC) totais foram determinados a partir da
diferenca entre 100 g das amostras correspondentes em base seca € a soma parcial dos
teores de proteinas, cinzas, lipidos. As amostras foram calculadas utilizando as seguintes

equacdes (Aylanc et al., 2023):

Eq.(1) THC = 100 — (cinzas (g) + proteinas (g) + lipidos (g)
+ fibras (g))

2.3.7. Determinacio do valor energético

O valor energético dos alimentos tem com base o conteido de macronutrientes e

fibras. O célculo do valor energético, considera que as proteinas e os hidratos de carbono
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fornecem 4 kcal por grama, enquanto as fibras contribuem com 2 kcal por grama, devido
ao seu menor impacto energético. Assim, a formula para determinar o valor energético
total (em quilocalorias) de um alimento ¢ dada pelas seguintes equagdes (Aylanc et al.,

2023):
Eq.(2) Valor energetico (Kcal) =

= 4 X (proteinas (g) + hidratos de carbono (g)) + 2 X (fibras (g))

2.4. Perfil dos acidos gordos

Os 4acidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com detetor de
ionizagdo de chama (GC-FID). Para esta analise, utilizou-se a gordura obtida da extragao
soxhlet, que teve de ser submetida a um processo de derivatizagdo, modificando assim os
compostos presentes no oleo para obter carateristicas cromatograficas como o aumento
da volatilidade e da estabilidade térmica de modo a melhorar as propriedades
cromatograficas dos compostos de interesse para a analise cromatografica (Rodrigues De

Albuquerque, 2023).

Para derivatizar a amostra, o reagente A (2:1:1 metanol: acido sulfurico: tolueno)
foi adicionado ao extrato no tubo de ensaio e colocado em banho-maria, com agitagao
160 rpm a uma temperatura de 50 °C durante a noite. De seguida, adicionaram-se 3 mL
de 4gua destilada a amostra e agitou-se com o vortex. Seguidamente, adicionaram-se 3
mL de éter etilico e agitou-se novamente no vortex. Deixou-se repousar até se obterem
duas fases, e retirou-se o sobrenadante para um frasco onde se adicionou previamente 1
colher de sulfato de sédio anidro. Em seguida, com uma seringa e um filtro, filtrou-se o
sobrenadante para um vial e guardou-se no congelador até a analise. O perfil de 4cidos
gordos foi determinado por Cromatografia Gasosa (GC) com Dete¢do de Ionizagao de
Chama (FID), utilizando um instrumento YOUNG IN Chromass 6500 GC System
equipado com injetor split/splitless a 250°C e inje¢ao split a 1:80, FID a 260°C e coluna
Zebron-Fame (20 m x 0,18 mm x 0,15 um df). A programagdo de temperatura do forno
obedeceu a seguinte configuragdo: a temperatura inicial da coluna foi de 80 °C, durante
1,5 min; em seguida, a temperatura foi aumentada a 40°C/min até 160°C, 5°C/min até
185°C, 30°C/min até 260°C durante 4 min. O hidrogénio (gas transportador) tinha um
fluxo de 0,6 mL/min (0,61 bar), medido a 250°C. Para cada anélise foi injetado 1 pL da
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amostra. A identificacdo e quantificacdo foram realizadas comparando os tempos de
retengdo relativos dos picos de FAMEs das amostras com padroes e os resultados foram
registados e processados usando o software Clarity 4.0.1.7 (DataApex, Praga, Republica

Tcheca) e expressos em percentagem relativa de cada acido gordo.

2.5. Perfil dos acucares soluveis

Para a extragdo dos agucares, pesou-se 1 g da amostra deslipidada, ou seja,
utilizou-se o residuo do soxhlet para um tubo de falcon. Adicionaram-se 40 ml de etanol
a 80% e colocou-se num banho de 4gua a 80 °C durante 90 minutos, com agitag¢do de 15
em 15 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 5000 rpm durante 10 minutos, recolheu-se
o sobrenadante, filtrou-se e levou-se para o rota-evaporador (Heidolph, Hei-VAP Silver
4, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Alemanha). O extrato obtido foi
lavado trés vezes com 5 ml de éter etilico numa ampola de decantagdo para remover o
residuo de gordura. O extrato obtido foi entdo colocado num baldo volumétrico de 5 mL
e completado com agua destilada. A solucdo resultante foi filtrada para um vial para

posterior analise cromatografica (Spréa et al., 2020).

Os agucares livres foram analisados utilizando um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Knauer, sistema Smartline) acoplado a um detetor de
indice de refracdo (RI) e uma coluna Eurospher 100-5 NHz (4,6 x 250 mm, 5 mm,
Knauer). A fase movel foi acetonitrilo/dgua desionizada, 70:30 (v/v) com um fluxo
constante de 1 mL/minuto. Os agucares foram identificados por comparacao dos tempos

de reten¢do dos picos com os dos padroes.

2.6. Compostos fenolicos

2.6.1. Preparacio do extrato hidroetandlico

A extragdo foi realizada de acordo com o método descrito por (Aylanc et al., 2021).
Pesaram-se 2 g de cada amostra, adicionaram-se 40 mL de etanol/agua destilada (80:20,
v/v) e colocou-se em agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 4 horas. A
mistura resultante foi filtrada através de um filtro de papel Whatman n.° 4 e o residuo foi
novamente extraido nas mesmas condi¢des. Seguidamente, os extratos foram combinados

e o solvente foi evaporado a 40 °C num rota-evaporador (Evaporador rotativo modelo
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Hei-VAP da Heidolph, Schwabach, Alemanha). A por¢ao aquosa foi liofilizada para obter
o extrato seco utilizando um liofilizador (FreeZone 4.5 modelo 7750031 da Labconco,

Kansas City, KS, EUA) e armazenados a temperatura ambiente até analise posterior.

2.6.2. Determinacio dos fendlicos totais

O conteudo fenolico total (TFT) foi determinado usando o método Folin-Ciocalteu
(Aylanc et al., 2021). No procedimento, 0,5 mL de extrato hidroetandlico (1 mg/mL) foi
misturado com 0,25 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Apo6s 3 min, foi adicionado 1 mL
de NaxCOs 20% e o volume final foi ajustado para 5 mL com é4gua desionizada. As
solugdes foram deixadas num banho de dgua a 70 °C durante 10 minutos e depois
arrefecidas no escuro durante 30 minutos. A absorvancia foi lida a 760 nm utilizando um
espetrofotometro (espetrofotdmetro Analytikijena 200-2004 da Analytik Jena, Jena,
Alemanha). O valor TFT das amostras dos diferentes tratamentos de farinha de bolota foi
expresso em miligramas de equivalente de acido gélico por grama de amostra de peso

seco (mg GAE/g).

2.7. Analise LC/DAD/ESI-MS" de compostos bioativos

Os extratos hidroetanolicos preparados anteriormente foram novamente
solubilizados numa mistura de etanol/agua (20:80, v/v; 1 mL) e filtrados utilizando um
filtro de membrana de 0,22 um. Os compostos fendlicos foram separados e analisados
por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) em um sistema Dionex Ultimate 3000
UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA), seguindo o protocolo descrito por Barros
et al., 2013 com algumas adaptacdes. A detecao foi efetuada com recurso a um detetor de
diodos (DAD), com cromatogramas processados a 280 nm e 370 nm, bem como a um
espetrometro de massa (MS) Orbitrap Exploris 120 (ThermoFinnigan, San Jose, CA,
USA), equipado com ionizagao por electrospray (ESI) a funcionar em modo negativo. Os
espectros foram registados no modo de varrimento total e MS2 na gama m/z 100-1500

utilizando o software Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA).

Os compostos fendlicos foram identificados por comparagao dos seus tempos de
retencdo e espectros UV-Vis e de massa ([M+H]) e fragmentos MS/MS) com padrdes

auténticos, quando disponiveis, ou por compara¢do com dados encontrados na literatura.
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A quantificacao foi efetuada utilizando curvas de calibragao de substancias padrdo para o
4cido elagico (y =26719x - 317255; R>=0,9986) e o acido galico (y = 131538x +292163;
R? = 0,9969). Na auséncia de padrdes disponiveis, os compostos foram expressos em
equivalentes do composto fenolico estruturalmente mais semelhante e os resultados foram

expressos em mg/g de extrato.

2.8. Digestao Gastrointestinal In Vitro

A digestao estatica in vitro foi realizada pelo método desenvolvido pela rede
internacional COST INFOGEST (Minekus et al., 2014). Este método consiste em trés
fases sequenciais digestivas: digestdo oral, gastrica e intestinal, figura 8 e tabela 3 com

material suplementar.

Fase Oral

5 g de amostra

3,5 mL de solugao de fluido de saliva simulado,
* 0,5 mL de solugdo de 1500 U/mL de o-amilase
* 25 pL de 0,3 mol/L CaCl,
¢ 975 pl de agua destilada
*  Ajustar o pH para 7
»  Incubar a 37 °C durante 2 min com agitagao constante

Fase gastrica

+ 10 mL de bolo oral
* 7,5 mL de solugao de liquido gastrico simulado
* 1,6 mL de solugao de pepsina de 25.000 U/mL

5 puL de 0.3 mol/L de CaCl,

0,2 mL de HCl a I mol/L

Ajustar o pH para 3
» Incubar a 37 °C durante 2 min com agitacao constante

Fase intestinal
20 mL do suco gastrico
11 mL de solugao de fluido intestinal simulado
5 mL de solugao de pancreatina de 800 U/mL,
2,5 mL de bile (160 mM em bile fresca)
40 pL de 0,3 mol/L de CaCl,
0,15 mL de NaOH a 1 mol/L
1,31 mL de agua destilada
Ajustar o pH para 7
Incubar a 37 °C durante 2 min com agitagdo constante

Figura 8. Visdo geral de um método de digestdo in vitro simulado. As atividades enzimaticas estdo em unidades
por mL da mistura final de digestdo em cada fase de digestdo correspondente (Minekus et al., 2014).
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Tabela 3. Preparacdo de solu¢des-mée de fluidos de digestdo simulados: fluido de saliva simulado (SSF),
fluido gastrico (SGF) e fluido intestinal (SIF) solugdes-mée. O volume final para cada liquido digestivo ¢
de 500 mL a uma concentragdo de 1,25 (Minekus et al., 2014).

SSF SGF F
pH7 pH3 pH7
Constituinte Concentragao Volume  Concentragdo  Volume  Concentragdo  Volume  Concentragdo
g/L mol/L mL mmol/L mL mmol/L mL mmol/L
KCl 37,3 0,5 15,1 15,1 6,9 6,9 6,8 6,8
KH2PO4 68 0,5 3,7 3,7 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCOs 84 1 6.8 13,6 12,5 25 42,5 85
NaCl 117 2 - - 11,8 47,2 9,6 384
MgCl(H20) 30,5 0,15 0,5 0,015 0,4 0,1 1,1 0,33
(NH4)2CO:s 48 0,5 0,06 0,006 0,5 0,5 - -

Para ajuste do pH

mol/L mL mmol/L mL mmol/L mmol/L mL
NaOH 1 - - - - - R
HCl 6 0,9 1,1 1,3 15,6 0,7 8,4
CaCl2(H20) que nio é adicionado aos fluidos de digestao simulados
g/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L
CaCl2(H20)
441 0,3 1,5% 0,15* 0,6*

* ¢ a concentragio correspondente de Ca>* na mistura de digestdo final.

2.8.1. Fase oral

Pesou-se 5 g de amostra das panquecas e adicionou-se 3,5 mL de solugdo de
fluido de saliva simulado (SSF), seguidamente colocou-se 0,5 mL de solucdo de 1500
U/mL de a-amilase, foi adicionado 25 pL de CaClz a 0,3 mol/L e 975 pl de 4gua destilada,
ajustou-se o pH para 7 com a adi¢do de NaOH a 1 mol/L, foi incubado em banho-maria,

no escuro, a 37 °C durante 2 min com agita¢ao constante.

2.8.2. Fase gastrica

Na fase gastrica, 10 mL de bolo alimentar foi misturado com 7,5 mL de solugao
de liquido géstrico simulado, seguido de 1,6 mL de solugdo de pepsina de 25.000 U/mL,
posto isto, foi adicionado 25 pL de CaClz a 0,3 mol/L e 975 pl de 4gua destilada. De
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seguida, o pH foi ajustado para 3 com HCIl a 1 mol/L, posto isto a mistura foi a incubar

durante 2 h nas mesmas condi¢des que na fase oral.

2.8.3. Fase intestinal

A fase intestinal foi a fase final, nesta fase foi adicionado 11 mL de solugao de
fluido intestinal simulado, a mistura da fase gastrica, 5 mL de solucdo de pancreatina de
800 U/mL, 2,5 mL de bile (160 mM em bile fresca), posto isto, foi adicionado 40 pL de
CaCly a 0,3 mol/L, 0,15 mL de NaOH a 1M e 1,31 mL de 4gua destilada. Ajustou-se o

pH para 7 e incubou-se nas mesmas condi¢des que a fase gastrica.

Por fim, as amostras obtidas das trés fases de digestao foram centrifugadas durante
15 min a 10.000x g a 4 °C, obtendo duas fases fragdes soluveis e o pellet obtido foram
armazenadas a —32 °C até as andlises posteriores. Cada amostra foi digerida em triplicado

e as réplicas foram misturadas.

2.8.4. Determinacio de acucares nas amostras digeridas

Para a determinagdo dos aglicares das amostras digeridas, foram retirados 2 mL
do sobrenadante, a solugdo resultante foi filtrada para posterior analise cromatografica
nas mesmas condicdes que a analise de actcares das amostras ndo digeridas (feitas de

acordo com o ponto 2.5).

2.8.5. Determinacio de proteinas nas amostras digeridas

Para a andlise das proteinas foi pesada 1 g do sobrenadante obtido da
centrifugacdo para um tubo de Kjeldahl, as proteinas foram determinadas com o mesmo

método que as amostras ndo digerida (feitas de acordo com o ponto 2.3.3).
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2.9. Preparacao das panquecas para a cor e textura

As amostras de panquecas de bolota foram feitas com um cortador de bolachas
redondo com 9 cm de diametro (Gwhole) e 30 mL de massa de panqueca crua, o cortador
de bolachas foi untado com 6leo juntamente com a crepeira (Silvercrest) colocado por
cima dela previamente aquecida e colocada a massa dentro do cortador de bolachas de
modo a ficar uniforme, o nivel de temperatura foi regulado pelo botao da crepeira a 2.5,
a panquecas foram cozinhada durante 1,30 min e viradas permanecendo por mais 1 min,

posto isto foram retiradas, deixadas arrefecer e procedeu-se as analisar de cor e textura.

2.9.1. Cor

A cor das panquecas foi determinada por um método colorimétrico (modelo CR-
400, Konica) previamente calibrado usando a placa branca padrdo. Usando o iluminante
C e a abertura do diafragma de 8 mm, o CIE L*a*b* os valores foram registados e feitas

as medias.

O valor de luminosidade, L*, é o valor da claridade variando de branco a preto,
assumindo o valor 0 (preto absoluto) a 100 (branco total). O valor de a* pode variar de
verde a vermelho (a > 0 vermelho; a < 0 verde) e o valor de b* pode variar de azul a
amarelo (b > 0 amarelo; b < 0 azul). De modo a obter essas informagdes, o aparelho

determina as seguintes coordenadas, figura 9:

[~ 100

Figura 9. Grafico das coordenadas de cor CIE L*a*b*
(MiMoriarty, n.d.).
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2.9.2. Textura

Para determinar perfil da textura das panquecas, foi utilizado o equipamento de
textura Stable Micro Systems (Vienna Court, Godalming, UK) TA.XT Plus com uma
célula de carga de 30 kg. A sonda utilizada foi a sonda esféricas/ Magness-Taylor probe
36 1, que realizou uma analise de perfil de textura (APT), dando os valores de dureza,
fraturabilidade, aderéncia, elasticidade, coesdo, elasticidade, mastigabilidade e
resiliéncia, realizando duas compressdes na amostra. As velocidades pré e pos-teste foram
definidas em 3 mm/s e o modo alvo foi definido para 25% de deformagdo, que comegou

a 50 g de forca. Os resultados foram analisados através do programa Exponent.

2.10. Analise dos dados

Todas as analises foram efetuadas em triplicado e os dados foram apresentados
como média = desvio padrao (DP). A analise estatistica dos dados foi efetuada utilizando
o GraphPad Prism versio 9.3 (San Diego, CA, EUA), tendo sido considerado

significativo um valor de p < 0,05.

42






3. Resultados e discussao
3.1. Farinha de bolota

3.1.1. Analises nutricionais

A bolota ¢ classificada como um fruto com notaveis valores nutricionais, com
potencial para estarem presentes na dieta humana (Vinha, Barreira, et al., 2016). A tabela
4 apresenta os resultados da composicao nutricional das farinhas de bolota. Cada farinha
apresenta valores diferentes para os parametros nutricionais analisados. Todas as farinhas
de bolota tratadas exibiram niveis favoraveis de hidratos de carbono (45,8 - 63,8%),
incluindo um teor substancial de amido (17,0 - 50,7%), juntamente com quantidades
notaveis de lipidos (3,5 - 5,4%) e teor de proteinas (5,1 - 5,7%). Em geral, a farinha de
bolota ndo tratada ¢ a amostra com menor teor de proteinas, lipidos, amido e hidratos de
carbono totais em comparagdo com as tratadas. Isto indica que os varios tratamentos
tiveram um efeito significativo nas amostras de bolota e, nalguns casos, isto resultou em
diferengas estatisticamente significativas. Ao contrario das amostras de farinha ndo
tratadas, a farinha de bolota escaldada apresentou um teor mais elevado de lipidos,
proteinas, amido e hidratos de carbono. A farinha de bolota torrada tinha um teor de cinzas
mais elevado e um teor de humidade mais baixo, ao contrario da farinha de bolota
demolhada. Como era de esperar, estes tratamentos provocaram diferencas significativas
no teor de humidade. No entanto, embora se tenham registado algumas diferengas entre
os tratamentos em termos de cinzas, lipidos e proteinas, estas ndo foram estatisticamente

significativas (p > 0,05).
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Tabela 4. Valores nutricionais da farinha de bolota (g/100g).

Sem tratamento Escaldada Torrada Demolhada

Cinzas 1,53 +£0,36* 1,27+0,112 1,64 +£ 0,172 1,12+ 0,152
Humidade 10,47 + 0,60° 11,68 £ 0,25° 6,42 + 0,39°¢ 12,25+ 0,08?

Lipidos 3,49+ 0,08 5,36 + 2,64% 488 +£2,75* 3,65+0,07*
Proteinas 5,08+0,12? 5,68 £0,73% 5,60 +0,37% 5,25+0,61%
Fibras 43,87 +3,78* 25,49 +11,34° 31,55+ 2,03 36,78 + 0,64
Amido 16,96 + 0,10% 50,65 £ 0,64° 38,70 + 2,46°¢ 30,55 + 1,624

Hidratos de

45,84 + 4,02° 63,79 + 10,66* 56,26 + 2,262 53,20 + 0,232

carbono

Valor energético

(Kcal)

322,65 +7,13°

363,39 +£22,61*

354,17 + 4,65%

340,48 £ 0,77%

Os valores para o valor energético sdo expressos em kcal/100 g, enquanto os valores para o resto sdo expressos
em g/100 g. Cada valor é a média DP, n = 3. Em cada coluna, diferentes letras sobrescritas significam diferengas

estiticamente significativas (p < 0,05).

Ao comparar os resultados obtidos nos estudos realizados com a farinha de bolota

torrada das espécies Q. rutondifolia e Q. ilex, tabela 5, os resultados obtidos nas analises

da farinha de bolota de Q. pyrenaica em parametros como teor de proteina e cinzas,

obtiveram resultados diferentes das espécies avaliadas e citadas na literatura. A Q.

pyrenaica apresenta menor teor de lipidos, humidade, fibras e hidratos e maior teor de

amido que as demais espécies citadas. Estas diferencas podem ser devidas a diferenca de

espécies, ao processamento das bolotas, as diferentes condi¢cdes de cultivo e ao stress

ambiental (Silva et al., 2016).
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Tabela 5. Valores nutricionais das farinhas de bolota torradas, a partir de diferentes estudos (g/100 g).

Q. rotundifolia Q. ilex
Cinzas 2,00+ 0,09 1,81 +0,02
Humidade 22,05+ 4,60 9,65+1091
Lipidos 10,17 + 1,27 13,86 + 0,03
Proteinas 4,32 £ 0,00 5,00+ 0,24
Fibras 16,76 £ 2,24 13,00+ 0,13
Amido 52,07 £ 6,86 54,48 + 0,65
Hidratos de carbono 83,21+1,12 78,76 £ 0,30
Ref. (Silva et al., 2016) (Silva et al., 2016)

O teor de humidade ¢ mais elevado nas amostras de farinha demolhada e
escaldada, uma vez que as bolotas foram sujeitas a um processo de hidrata¢do, enquanto
as amostras de farinha torrada tém um teor de humidade mais baixo, uma vez que foram
sujeitas a um fluxo continuo de ar quente e seco até atingirem um teor de agua
estabilizado, durante o processo de torragem a quantidade de dgua presente na atmosfera
circundante ¢ menor (Grant et al., 2004; Silva et al., 2016). A menor quantidade de
humidade presente nas farinhas secas resultara provavelmente numa menor atividade de
agua, razao pela qual ¢é provavel que tenham um prazo de validade mais longo do que as

farinhas torradas (Grant et al., 2004; Silva et al., 2016).

Além disso, a farinha de bolota apresentou uma quantidade consideravelmente
maior de fibra (5 vezes mais) em comparag¢do com a farinha de trigo, tabela 6 (INSA pt,
n.d.). Como a fibra alimentar tem sido associada a muitos beneficios para a satde,
incluindo a redu¢do do risco de desenvolver doengas corondrias, acidentes vasculares
cerebrais e diabetes, este parece ser outro fator de interesse na utilizacdo da farinha de
bolota (Anderson et al., 2009). Além disso, torna-se evidente que a farinha de bolota ¢

comparativamente menos densa do ponto de vista nutricional do que a farinha de trigo.
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Tabela 6. Valores nutricionais da farinha de trigo (INSA pt, n.d.)

Hidratos de Valor
Humidade Lipidos Proteinas Fibra Amido
carbono energético
(g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)
g/100g g/1v0g g/1v0g g/1v0g g/1u0g (@/100g) (Kcal)
121 1,5 8,5 33 71,6 73,7 349

Este facto pode representar uma potencial desvantagem para individuos que
procuram produtos de panificagdo com perfis nutricionais melhorados. Notavelmente, a
farinha de bolota, para além de ndo conter gliten, tem um teor de lipidos (cinco vezes) e
de fibra significativamente mais elevado do que a farinha de trigo tradicional. No entanto,
a farinha de bolota apresenta niveis de proteina notavelmente mais baixos, um valor
energético reduzido e um teor de fibra mais elevado, o que constitui uma opg¢ao vantajosa

para os consumidores conscientes da ingestdo caldrica.

3.1.2. Acidos gordos

A tabela 7 mostra os perfis de acidos gordos observados na farinha de bolota
submetida a diferentes tratamentos e nado tratada. A farinha de bolota torrada apresenta
uma concentragdo relativamente elevada de 4cidos gordos. Entre estes, predominam o
acido butirico (90,2 - 96,1%) e o 4cido oleico (4,9 - 2,0%). Além disso, foram encontrados
outros acidos gordos na farinha de bolota, o que esta de acordo com trabalhos anteriores
(Martins et al., 2020). Os diferentes tratamentos tiveram alguns efeitos na composicao
em acidos gordos da farinha de bolota. Por exemplo, provocaram alguns aumentos na

percentagem parcial de dcido palmitico e de acido linoleico, tabela 7.
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Tabela 7. Perfil de 4cidos gordos das farinhas de bolota.

Compostos

) o Escaldada Torrada Demolhada
identificados tratamento
Acido butirico 96,08+0,08 93,20+0,01 90,23+0,36 95,13+0,02
Acido miristico - - 0,01 + 0,00 -
Acido palmitico 0,64 £ 0,00 1,21+0,00 1,71+0,06 0,89 +0,00
Acido palmitoleico 0,01 +0,00 0,03£0,00 0,04+0,00 0,04 £0,0
Acido heptadecanoico - - 0,01 + 0,00 -
Acido estearico 0,12 £ 0,00 0,17+£0,00 0,21+0,00 0,11+0,00
Acido oleico 2,00+ 0,00 348+0,00 490+0.22 2,39+0,00
Acido linoleico 0,95+ 0,00 160+0,10 247+0,05 1,21+0,00
Acido a-linolénico 0,08 £ 0,00 0,11+0,00 0,16+0,01 0,08 +0,00
Acido araquidico 0,03+0,00 0,04+£0,00 0,06+0,00 0,03+0,00
Acido eicosenoico 0,02 £0,00 0,03+0,00 0,06+0,00 0,03+0,00
Acido behénico 0,02 £ 0,00 0,02+0,00 0,04+0,00 0,02+0,00
Acido lignocérico 0,05+ 0,00 0,04+£0,00 0,03+0,00 0,02+0,00

Sem

Os valores sdo expressos em percentagem relativa (R%).

O 4cido butirico ¢ um acido gordo de cadeia curta (SCFA), normalmente
produzido por bactérias anaerobias que fermentam as fibras alimentares no trato intestinal
(Sun et al., 2024), desempenha um papel ndo s6 na barreira intestinal local, mas também
a nivel sistémico. Este acido gordo ¢ um dos &cidos gordos mais abundantes com
propriedades anti-inflamatorias ou imunossupressoras (Zhou et al., 2023). O &cido oleico
¢ um acido gordo monoinsaturado que, quando se encontra num nivel elevado, aumenta
a estabilidade oxidativa dos alimentos e proporciona um prazo de validade prolongado.
O consumo de acido oleico ¢ benéfico para o sistema cardiovascular e reduz a pressao
arterial, combatendo o risco de doengas cardiovasculares ao nivel do stress oxidativo,
inflamacao, pressao arterial, funcao endotelial e colesterol (Gulten et al., 2023; Lu et al.,

2024).

Apesar do teor em lipidos ndo ser elevado, revelou a presenca de alguns acidos

gordos benéficos, por exemplo, antioxidantes lipidicos e acidos gordos polinsaturados
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(AGPI), especialmente 6mega-6, por outro lado, existe uma ligacdo bem documentada
entre o desenvolvimento de doengas corondrias graves e a ingestao de acidos gordos na
alimentagdo (embora o tipo de AGPI seja um marcador de risco determinante) (Anderson

etal., 2009).

3.1.3. Acucares

A tabela 8 mostra o perfil em agucares encontrado nas diferentes farinhas obtidas
de bolota de Q. pyrenaica. Verificou-se a presencga de frutose, manose, glicose e sacarose.
No entanto, a sacarose so foi detetada na farinha torrada. A frutose e a manose foram os
acucares mais abundantes nas amostras, sendo a frutose a mais predominante em todas as

amostras.

O tratamento de escaldagem apresentou um teor mais elevado de frutose, enquanto
o tratamento de torragem continha menos teor deste agticar. No que diz respeito a manose,
a farinha de bolota torrada apresenta valores mais elevados e a farinha sem tratamento
valores mais baixos. A glicose, por seu lado, estd presente em todas as amostras, mas em
quantidades muito reduzidas, sendo a bolota escaldada a que apresenta o teor mais
elevado e a torrada o mais baixo, no entanto, todas as amostras apresentam teores
proximos da sacarose. Quanto a sacarose, a farinha de bolota torrada foi a inica em que

este agucar foi detetado.

Tabela 8. Perfil de agucar soluvel das farinhas de bolota.

Frutose Manose Glicose Sacrose
Sem tratamento 4,5+0,07 0,14 +0,00®° 0,02 +0,00° -
Escaldada 5,96 +0,11* 0,18 +0,00° 0,03 £ 0,00* -
Torrada 1,69 + 0,00° 0,25+ 0,022 0,01 +0,00° 0,07 +£0,01*
Demolhada 2,52+1,17° 0,15+0,03° 0,02 + 0,00° -

Valores sdo expressos em g/100g
Cada valor é a média DP, n = 3. Em cada coluna, diferentes letras sobrescritas significam diferencas estiticamente
significativas (p < 0,05).
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Os resultados indicam que os tratamentos de remogao de taninos afetam o teor de
acucar das farinhas. Estas alteragdes podem estar associadas a lixivia¢ao, caramelizacio
ou degradacdo das amostras (Castro et al., 2022). A farinha escaldada aumenta
significativamente o teor de frutose, manose e glicose. Isto pode dever-se a decomposigao
de compostos mais complexos em agiicares mais simples ou a libertagdo de aglicares que
estavam retidos noutras formas (Castro et al., 2022). Nas amostras torradas, a frutose e a
glicose sdo reduzidas, possivelmente devido a caramelizagiao ou a decomposicao térmica.
No entanto, regista-se um aumento da manose e a introducao de sacarose, o que sugere

transformagdes quimicas complexas (Castro et al., 2022; Q. Li et al., 2016)

A presenga de sacarose apenas apods a torragem ¢ interessante e pode sugerir que
0s agucares menores se estdo a combinar ou a ser transformados em sacarose sob
temperaturas elevadas (Ma et al., 2014). De acordo com a literatura disponivel, o aumento
da sacarose pode ser atribuido a degradagao térmica ou enzimatica (Castro et al., 2022; P.

Correia et al., 2009; P. R. Correia et al., 2009).

Como esperado, estes tratamentos provocaram diferencas significativas no teor de
acucares, tendo-se registado diferengas significativas (p < 0,05) entre as amostras
analisadas. O processo de remog¢do dos taninos para obten¢ao da farinha de bolota diferiu
no teor de agucares, com um maior aumento dos dissacaridos. A sacarose aumentou com
a temperatura (farinha de bolota torrada e branqueada), provavelmente devido a
degradacdo térmica e enzimatica, como referido anteriormente e citado na literatura (P.

Correia et al., 2009).

Cada tratamento teve um impacto diferente no teor de aglicar das amostras. O
processo de escaldagem originou um aumento da quantidade de aglcares simples,
enquanto a torragem resultou na formag¢do de acticares mais complexos, a formacao de
sacarose, o surgimento da sacarose ¢ resultado da degradacdo e quebra de ligagdes em
acucares de reserva constituidos por polissacarideos como o amido e a celulose. Estes
resultados sdo Uteis para otimizar os processos alimentares, a fim de determinar e

quantificar o teor especifico de agucar.
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3.1.4. Teor de compostos fendlicos totais (TFT)

A figura 10 mostra o contetido fenolico total dos extratos nos diferentes
tratamentos e da farinha de bolota do grupo de controlo. Os resultados mostraram que o
TFT dos extratos diferiam significativamente em fung¢ao do tratamento aplicado. O TFT
para as amostras de farinha de bolota ndo tratadas, como esperado, obteve um teor mais
elevado de compostos fenolicos (125,5 + 3,6 mg/g), enquanto as amostras de farinha de
bolota escaldada apresentaram o teor mais baixo de compostos fenolicos com o valor de

63,1 + 10,7 mg/g.

Torrada — —
Demolhada - — Ak
ns *kok
Escaldada

I IS A B B S B |
0 25 50 75 100 125 150

Conteudo de fenolicos totais (mg/g de extrato)

Figura 10. Contetido fenoélico total do extrato de bolota.

A diminuicao do teor de compostos fenolicos no extrato das farinhas de bolota
apoOs exposicdo ao calor e a ebulicdo pode ser atribuida a varios mecanismos. Os
compostos fenolicos sao frequentemente sensiveis ao calor e podem sofrer degradagao
térmica quando expostos a temperaturas elevadas. Este processo envolve a clivagem de
ligacdes quimicas dentro da estrutura fendlica, levando a formagdo de compostos mais

simples ou produtos de degradacdo (Chaaban et al., 2017).

Outro ponto ¢ que a ebuli¢do em dgua pode causar a dissolucdo de compostos
fenolicos na fase liquida circundante. Este fendmeno € particularmente significativo para
os fendlicos soluveis em agua, que podem migrar facilmente da matriz solida para o meio
aquoso. Consequentemente, a ebulicdo prolongada pode levar a uma diminui¢do

significativa no teor total de fenolicos (Xu et al., 2014). A exposi¢ao de produtos naturais

51



a varios tratamentos provoca algumas alteragdes nao s6 nos compostos fenolicos, mas
também em outros macro ou micronutrientes. Os compostos fenolicos podem formar
complexos com outros componentes presentes na matriz do produto natural, como
proteinas ou hidratos de carbono (Aylanc et al., 2023). O aquecimento ou ebuli¢do podem
perturbar estes complexos, causando a liberagdao ou degradacao de compostos fenolicos
ligados dentro deles. Isso pode resultar em uma diminui¢ao no teor de fendlicos medidos

do extrato de bolota.

3.1.5. Analise LC/DAD/ESI-MS"

A andlise do perfil cromatografico permitiu identificar e quantificar os compostos
bioativos nas amostras de farinha. Os compostos foram identificados através dos tempos
de reten¢do, do comprimento de onda maximo de absor¢do no espectro UV-Vis, dos ides
desprotonados ¢ do padrio de fragmentacdo. No total, foram identificados treze
compostos, incluindo um écido fenélico e onze taninos, tabela 9, onde se incluem, o acido
galico (1, m/z 169), glucésido de digaloilo (2, m/z 483), glucosido de galoil-
hexahidroxidifenoilo (HHDP) (3, m/z 633), pedunculano (4, m/z 783), hexéxido de
digaloil-HHDP (5, m/z 785), glucésido de galoil-bis-HHDP (6, m/z 935), glucoésido de
trigaloilo (7, m/z 635), hexosideo de acido elagico (8, m/z 463), glucosido de trigaloil-
HHDP(9, m/z 937), glucésido de tetragaloilo (10, m/z 787), pentdsido do acido elagico
(11, m/z 433), pentdsido de acido metil-elagico (12, m/z 447), acido elagico (13, m/z 301).
O é4cido gélico (m/z 169) foi o composto detetado em maior quantidade em todas as
amostras avaliadas. Este composto ¢ descrito como tendo fortes propriedades
antioxidantes, bem como propriedades antidiabéticas, antimicrobianas e anticancerigenas
(Ertan et al., 2024). Gracas as caracteristicas deste composto, ¢ aplicado na industria
alimentar como agente antimicrobiano, agente de manuten¢do de alimentos frescos,
estabilizador de 6leo, material ativo para embalagens de alimentos e estabilizador de

processamento de alimentos (Xiang et al., 2024).

Os resultados revelaram que quase todos os compostos bioativos permaneceram
presentes apoOs todos os tratamentos, no entanto, houve reducdes significativas na
concentracdo de compostos individuais. Por exemplo, as quantidades de hexoxido de
digaloil-HHDP (m/z 785) e glucésido de tetragaloilo (m/z 787) apresentaram reducdes

notaveis apds os tratamentos. Isto poderia ser atribuido a degrada¢do de compostos
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bioativos a altas temperaturas, a sua complexagao com outros compostos ou mudancas
dependendo do solvente, como foi explicado anteriormente. Além disso, os resultados
cromatograficos sdo consistentes com os resultados do TFT. Lemos et al. (Lemos et al.,
2012) demonstrou que a torragem diminuiu significativamente os compostos fenolicos
em extratos de frutos secos. Da mesma forma, outro estudo relatou redugdes significativas
tanto no contetido fendlico total (de 3,0 a 22,2 mg GAE/100 g) quanto nas concentragdes
de compostos bioativos individuais (como acido gélico, quercetina e naringenina) apds

ferver o aipo (Salamatullah et al., 2021).

Figura 11 representa graficamente os picos de compostos fendlicos presentes na

farinha sem tratamento.
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Figura 11. Picos dos compostos fendlicos presentes na farinha sem tratamento.
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Tabela 9. Compostos bioativos em farinhas de bolota.

Y Compostos
Pico Rt (min) [M-H] m/z MS? (m/z) Sem tratamento Demolhada Escaldada Torrada
nm) identificados
1 4.32 270 169 125 (100) Acido Gélico 23,39+ 0,59 20,06 + 0,46 16.74 £ 0,22 16,67 0,31
2 5.58 270 483 331 (41), 313 (25), 169 (30) Glucoésido de digaloilo 1,98 £0,01 0,89 +0,05 1,81+0,04 1,67 £0,03
Glucésido de Galoil-
3 6.25 278 633 301 (100) X . 3 1,72 £0,05 1,12 +£0,05 1,27 £0,03 2,34+ 0,05
hexahidroxidifenoilo (HHDP)

4 7.06 280 783 481 (9), 301 (33) Pedunculano (Glicésido de bis-HHDP) 1,50 £ 0,00 1,32+ 0,00 1,31+0,00 1,37 £0,00

5 7.68 271 785 615 (11), 463 (3), 301 (46) Hexdxido de digaloil-HHDP 2,62 £0,07 1,50 £ 0,05 1,97 £0,03 2,04 £0,02

6 9.44 273 935 633 (15), 301 (18) Glucoésido de galoil-bis-HHDP 1,07 £0,04 - - -

7 12.51 283 635 465 (21), 301 (31), 169 (100) Glucésido de trigaloflo 1,26 + 0,00 1,32 40,00 1,33+ 0,00 1,25 + 0,02

8 13.14 361 463 301 (100) Héxosido de &cido elagico 1,40 £ 0,00 1,28 £ 0,00 1,30 £ 0,00 1,30+ 0,03

9 14.86 278 937 637 (15), 467 (2), 301 (4) Glucoésido de trigaloil-HHDP 7,09 £ 0,06 4,25+ 0,04 6,09 + 0,01 8,48 + 0,39

635 (28), 617 (31), 483 (84), 465 (100), 447 (6), L. .

10 15.55 278 787 423 (73) Glucésido de tetragaloilo 4,92 +£0,04 0,96 £ 0,05 1,34 + 0,06 2,26 + 0,04

11 17.22 361 433 301 (100) Pentdsido de 4cido elagico pentésido 1,33+0,00 1,28 £ 0,00 1,31+0,00 1,26 £ 0,00

12 18.51 359 447 301 (100) Pentdsido de acido metilelagico 1,30 £ 0,00 1,26 +£0,00 1,25+ 0,00 1,23+0,00

13 19.11 362 301 135 (100) Acido Elagico 3,62 £ 0,01 3,28 £0,01 3,05+ 0,01 2,94 £ 0,02
53,20 + 0,59 38,52 +£0,71 38,77 £ 0,41 42,81 + 0,86

Total de compostos bioativos

Resultados expressos em mg/g de extrato.
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3.2. Resultados das panquecas

3.2.1. Analises nutricionais

A tabela 10 apresenta os resultados da composicao nutricional das panquecas de
bolota. Ao analisar a tabela, verifica-se que com o aumento da percentagem de farinha de
bolota, os valores dos parametros nutricionais vao variando. Em geral, as panquecas
100%, apresentam o maior teor de proteinas, lipidos, fibras e cinzas em comparagdo com
as restantes amostras de panquecas. Isto indica que a adi¢do de farinha de bolota teve um
efeito significativo nas panquecas de bolota e, nalguns casos, isto resultou em diferengas

estatisticamente significativas.

Tabela 10. Valores nutricionais das panquecas sem gluten em varias percentagens de farinha de bolota
(g/100g).

Panqueca Panqueca Panqueca Panqueca
0% 50% 75% 100%

Cinzas 3,96 + 0,49 4,87 +£0,2¢ 4,87 +£0,2% 5,26 +£0,2%
Lipidos 0,05 £+ 0,00 0,04 £0,01¢ 0,05 + 0,007 0,07 +0,00?
Proteinas 14,48 + 0,95° 14,69 + 0,59° 14,81 £ 0,67* 15,50+ 0,41°
Fibras 15,15+ 7,00° 17,13 +15,03* 19,42 + 12,08° 21,18 + 4,09

Hidratos de

65,3+0,17* 63.5+0,70° 61,0+0,77¢ 49,30 + 0,85¢

carbono

Valor energético

(Kcal)

354,10 = 1,74* 347,78 £ 0,30° 341,98 +0,85° 298,15 + 0,00¢

Os valores para o valor energético sdo expressos em kcal/100 g, enquanto os valores para o resto sdo expressos
em g/100 g. Cada valor é a média DP, n = 3. Em cada coluna, diferentes letras sobrescritas significam diferengas
estiticamente significativas (p < 0,05).

Ao contrério das panquecas 0%, obteve-se um teor mais elevado de hidratos de
carbono e valor energético e mais baixo de lipidos, proteinas, cinzas e fibras. Todas as
panquecas apresentaram valores semelhantes no teor de proteinas, variando de 14,48
g/100g (0% bolota) a 15,50 g/100g (100% bolota), ndo apresentando diferencas
estaticamente significativas (p > 0,05). A farinha de bolota (6,52 g/100g) teve um maior
teor proteico do que a farinha de arroz (4,08 g/100g), no entanto, o contetido proteico das
panquecas ¢ mais influenciado por ingredientes ricos em proteinas como o ovo (47,27
g/100g) e o leite em po (33,64 g/100g). No entanto, a substitui¢do de farinha de arroz por
bolota traz um ligeiro aumento nas proteinas das panquecas, o que pode ser vantajoso

para os consumidores que procuram aumentar a ingestdo de proteinas em dietas sem
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glaten. Contudo, o teor de proteinas tem impacto na textura ou no perfil sensorial, no
entanto, como o aumento ¢ pequeno, o impacto ndo sera expressivo (Ritzoulis &

Karayannakidis, 2015).

O teor de cinzas aumentou gradualmente de 3,96 g/100g na panqueca 0% para
5,26 g/100g na panqueca a 100%. Este aumento reflete um maior teor de minerais nas
panquecas com o aumento da percentagem de farinha de bolota (Pomeranz & Meloan,
1994). Observando a tabela nutricional da matriz das panquecas, tabela 11, verifica-se
que a farinha de bolota contém mais cinzas (1,16 g/100g) do que a farinha de arroz (0,45
g/100g), indicando uma maior concentracdo de minerais. Os ingredientes como o
fermento (49,03 g/100g) e o leite em po (7,53 g/100g) também demonstraram ser ricos
em cinzas contribuindo para o aumento do contetido mineral. O aumento de minerais na
alimentagao ¢ benéfico no ponto de vista nutricional, uma vez que minerais desempenham
papéis essenciais na saude, como no fortalecimento 6sseo ¢ no funcionamento muscular

(Palacios, 2006). Portanto, a farinha de bolota enriquece as panquecas com mais minerais.

O teor de lipidos encontrado foi baixo em todas as panquecas, variando de 0,04
2/100g a 0,07 g/100g, com um ligeiro aumento nas panquecas 100%. Observando a tabela
nutricional da matriz das panquecas, tabela 11, a farinha de bolota apresenta um conteudo
lipidico ligeiramente superior (0,04 g/100g) em comparacdo a farinha de arroz (0,02
g/100g), o que explica o pequeno aumento nas panquecas com mais farinha de bolota.
Entretanto, outros ingredientes, como o ovo (0,39 g/100g), também contribuem para o
aumento do teor lipidico, mas em menor quantidade. O aumento que se obteve nas
panquecas a 100% ¢ minimo em comparagdo com as restantes panquecas, ndo impactando
significativamente o valor calorico das panquecas. No entanto, pequenas variagcdes de

lipidos podem afetar levemente a textura e a maciez das panquecas (Zhong et al., 2014).

O valor das fibras aumentou progressivamente, com o aumento da farinha de
bolota, de 15,15 g/100g na panqueca 0% para 21,18 g/100g na panqueca 100%. A farinha
de bolota ¢ muito rica em fibras (37,3 g/100g) em comparacdo com a farinha de arroz
(12,64 g/100g), o que explica o aumento de teor de fibras nas panquecas com maior
percentagem de bolota. Este aumento ¢ significativo e traz beneficios para a saude
digestiva, pois fibras alimentares auxiliam no transito intestinal e no controle glicémico
(Goff et al., 2018). As panquecas com mais farinha de bolota tornam-se uma opg¢ao mais

interessante para consumidores que procuram aumentar a ingestao de fibras. No entanto,
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um teor elevado de fibras também pode alterar a textura das panquecas, tornando-as

potencialmente mais densas e menos fofas (Vinci, 2001).

Observando o teor de hidratos de carbono, verifica-se que este diminui
consideravelmente de 65,35 g/100g na panqueca 0% para 49,30 g/100g na panqueca
100%. A farinha de arroz conteve um alto teor de hidratos (88,80 g/100g), enquanto a
farinha de bolota possuiu um menor teor (57,4 g/100g), o que explica a redugdo deste
macronutriente nas panquecas com maior percentagem de bolota. A reducao de hidratos
de carbono nas panquecas com maior propor¢ao de bolota ¢ vantajosa para quem quer
reduzir o indice glicémico de alimentos ou reduzir a carga glicémica em dietas
controladas (Liu et al., 2012). Sendo que a presen¢a de mais fibras também contribui para
uma liberagdo mais lenta de glicose no organismo, proporcionando maior saciedade (Wu

et al., 2023).

O valor energético diminui de 354,10 kcal na panqueca 0% para 298,15 kcal na
panqueca 100%. Esta reducdo esta relacionada principalmente a menor quantidade de
hidratos de carbono e ao aumento de fibras nas panquecas com maior percentagem de
farinha de bolota. A diminuig@o do valor caldrico € um aspeto positivo para consumidores
mais preocupados no consumo de produtos com menos calorias € com maior teor de fibras
(Norton et al., 2024). As panquecas com maior teor de farinha de bolota podem ser uma
op¢ao para dietas de perda de peso ou para o controlo calorico, sem comprometer o valor

nutricional ingerido.

A utilizacdo de diferentes percentagens de farinha de bolota resultou em
diferencas significativas no teor de cinzas e lipidos. Contudo, outros parametros, como o
teor de fibras, proteinas e hidratos de carbono, ndo apresentaram diferengas

estatisticamente significativas (p > 0,05).
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Tabela 11. Valores nutricionais da matriz das panquecas sem gliten em varias percentagens de farinha de
bolota (g/100g).

Farinha de Farinha de . )
Fermento Leite em po Ovo
arroz bolota
Cinzas 0,45+0,1 1,16 £0,2 49,03+0,1 753+14 3,68+0,1
Lipidos 0,02 £0,01 0,04 +£0,00 0,07+£0,11 0,01 £ 0,00 0,39+0,02
Proteinas 4,08 + 0,07 6,52 +0,16 - 33,64 £ 0,27 47,27 £ 0,39
Fibras 12,64 + 4,78 37,3+0,75 2,19 + 3,97 - -
Hidratos de
88,80 + 7,04 57,4 +0,07 48,71 +£0,12 58,82 + 1,26 48,67 + 0,45
carbono

Ao comparar as panquecas analisadas com panquecas comerciais, tabela 12,
verifica-se que as panquecas analisadas em diferentes percentagens de farinha de bolota
e arroz apresentam um teor de lipidico e hidratos, muito mais baixo, ja nas fibras e
proteinas apresenta valores mais altos. Nos hidratos de carbono, as panquecas com 50%

e 75% aproximam-se do teor de hidratos das panquecas comerciais.

Assim sendo, as panquecas com 100% farinha de bolota demonstraram ser mais
vantajosas a nivel nutricional em comparacdo com as restantes percentagens analisadas.
Comparando assim esta formulagdo as panquecas comerciais, tabela 12, observa-se que
as panquecas com 100% farinha de bolota, sdo uma op¢d@o com menor teor de lipidico,
oferecendo um contetido proteico superior, € também maior teor em fibras, tornando-as
benéficas para a saude digestiva e menos hidratos de carbono e valor energético, sendo
entdo classificada de mais vantajosas as panquecas de farinha de bolota do que as

comerciais.

Tabela 12. Valores nutricionais de panquecas sem gliiten comerciais.

Lipidos Proteinas Fibra Hidratos de carbono Valor energético

(g/100g) (g/100g) (g/100g) (/100g) (Kcal)

7 12 8 58 359

Composic¢do das panquecas comerciais: Farinha de aveia isenta de gluten, trigo sarraceno
moido, farinha de arroz integral, teff moido, sementes de linhaga moida, amido de tapioca,
tdmara em po, fermento em pod (fosfato monocélcico e bicarbonato de so6dio) e amido de
milho.
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3.2.2. Perfil de acidos gordos

Na tabela 13, sdo apresentados os resultados obtidos nas andlises dos acidos
gordos presentes nas amostras de panquecas analisadas. As amostras analisadas
apresentaram acidos gordos saturados, incluindo o acido céprico, laurico, miristico,
pentadecanoico, palmitico, heptadecanoico, estedrico, araquidico, behénico, tricosanoico
e lignocérico, acidos gordos monoinsaturados, como os acidos palmitoleico, oleico (cis),
elaidico (trans), eicosendico e nervonico e os acidos gordos polinsaturados incluindo os

acidos linoleico (cis e trans), y-linolénico, a-linolénico e dihomo-y-linolénico.

A reducdo dos acidos gordos saturados com o aumento da percentagem de farinha
de bolota é notavel em alguns compostos como o acido ldurico, miristico e
heptadecanoico. Isso sugere que a farinha de bolota possui menor teor em certos acidos
gordos saturados, sendo possivel verificar na tabela 14 que ¢ o ingrediente nas panquecas

com menor teor de acido laurico e miristico.

O écido palmitico (C16:0), é o acido gordo saturado mais abundante nas amostras,
mantendo-se relativamente estavel em todas elas, com valores entre 19,87% ¢ 20,31%.
Isto sugere que este acido gordo provém de ambos os ingredientes, tanto da farinha de
arroz como da de bolota, em proporcdes semelhantes. Ja o acido estearico (C18:0),
embora o valor obtido seja semelhante entre as panquecas de 0% e 100% de farinha de
bolota (6,22% - 6,06%), ha uma ligeira diminui¢do nas panquecas a 50% e 75%. Essa

variagao pode estar associada & menor presenga desse acido gordo nas bolotas.
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Tabela 13. Perfil de acidos gordos das panquecas sem gluten.

Compostos Panqueca Panqueca Panqueca Panqueca
identificados 0% 50% 75% 100%
Acido céaprico 0,16 +0,01 0,24 + 0,00 - -
Acido laurico 0,44+0,09 0,35+0,01 0,23+0,11 0,13+0,02

Acido miristico 1,18+0,07 0,43+0,04 082+0,24 0,64+0,11
Acido pentadecanoico 0,20+0,09 0,13+0,04 0,17+0,02 0,14+0,05
Acido palmitico 19,87+0,1 20,19+0,78 20,05+0,85 20,31 +0,23
Acido palmitoleico 3,58+0,07 3,20+0,18 3,07+0,07 3,13+0,05
Acido heptadecanoico 069+0,10 0,52+0,10 0,67+0,31 0,44+0,02
Acido esteérico 6,22+0,21 5,83+0,03 5,69+0,13 6,06 +0,09
Acido elaidico (trans) 1,07+0,06 0,89+0,34 0,22+0,00 0,57+0,10

Acido oleico (cis)
Acido linoleico trans
Acido linoleico (cis)

Acido y-linolénico

Acido a-linolénico

Acido araquidico

Acido eicosendico

Acido dihomo-y-linolénico
Acido eicosatrienoico
Acido behénico
Acido docosadienoico
Acido tricosanoico
Acido lignocérico

Acido nervonico

34,56+0,34 39,18 +1,20 40,08 +0,30 42,56+0,16

0,19+0,05 022+0,10 0,26+0,07 0,18+0,00

15,90+ 0,05 20,11+0,34 20,59+0,73 17,49+0,14

0,28 + 0,02
1,46 + 0,30
6,62 + 0,37
0,48 + 0,07
0,47 +0,08
3,69 +0,10
0,14 + 0,03

1,65+ 0,54
0,67+0,04

0,23+0,11
1,45+0,21
1,28 +0,44
0,38 +£0,09
3,79+ 0,50
0,00 £ 0,00
0,28 £ 0,02
0,09+0,01
0,13+0,02
0,55+0,01

1,51+0,13
1,95+ 0,61
0,37+0,08
3,51+0,10
0,24+0,01

0,58+0,10

0,27 +£ 0,04
1,23 +0,08
0,94 + 0,25
0,60 + 0,03
0,30+ 0,03
3,74+0,06
0,26 + 0,00
0,16 + 0,00
0,20 + 0,00
0,65 + 0,02

Os valores sao expressos em percentagem relativa (R%).
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Observa-se que o 4cido gordo monoinsaturado acido oleico (cis) (C18:1), possui
elevada concentracdo em todas as panquecas, sendo este o acido gordo maioritario em
todas as amostras. A medida que a farinha de bolota aumenta, ¢ possivel verificar um
aumento significativo deste dcido gordo, sendo que nas panquecas a 0% apresenta 34,56%
e nas panquecas a 100% de 42,56%. Observando a tabela 14, resultante da analise a matriz
das panquecas, verifica-se que a farinha de bolota possui este acido gordo como
maioritdrio na sua composicao, assim sendo, pode dizer-se que este resultado era
esperado, uma vez que a farinha de bolota possui 45,56% desse acido gordo, dando assim
um perfil lipidico mais saudavel e desejavel, ja que o aumento deste dcido gordo ¢ um
dos pontos positivos, dado que o 4cido oleico estd associado a beneficios cardiovasculares

(Shramko et al., 2020).

J& o acido gordo insaturado maioritario foi o acido linoleico (cis) (C18:2), tendo-
se verificado um aumento com o aumento da percentagem de farinha de bolota, sendo
que o valor maior foi encontrado nas panquecas a 75% com 20,59%, enquanto nas
panquecas a 100% verificou-se um valor de 17,49%. Este comportamento pode estar
relacionado com a combinagao complexa dos ingredientes na matriz das panquecas, onde
o equilibrio entre as fontes pode influenciar a biodisponibilidade e a propor¢ao destes

acidos gordos (Huppertz et al., 2024).

O 4cido gordo, 4cido elaidico (trans) (C18:1), em contraste, diminui drasticamente
com o aumento da farinha de bolota, de 1,07% (0%) para 0,57% (100%), o que € positivo,
j& que estes acidos gordos sdo frequentemente associados a riscos de saudde,
nomeadamente a riscos cardiovasculares, ajudando a melhorar o perfil nutricional das

panquecas (Pipoyan et al., 2021).

Ao analisar o acido céprico nas panquecas, verifica-se uma diminui¢do com o
aumento da farinha de bolota, o que estd relacionado a auséncia deste acido gordo na
farinha de bolota. Essa caracteristica ¢ interessante do ponto de vista nutricional, pois
permite uma redugao nos acidos gordos saturados de cadeia curta, dando as panquecas de
farinha de bolota um perfil mais saudavel no que diz respeito ao seu perfil lipidico dos

acidos gordos insaturados.
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Tabela 14. Perfil de acidos gordos da matriz das panquecas sem gluten.

Compostos Farinha de Farinha de Leite em
identificados arroz bolota Fermento pé ovo
Acido caprilico - - - 1,07 +£0,01 -
Acido caprico 0,58 + 0,39 - 1,05+0,06 3,56+0,19 -
Acido undecanoico - - - 0,97 + 0,00 -
Acido laurico 0,16 + 0,03 - 3,48+0,34 3,23+0,44 -
Acido tridecanoico - - - 0,61+ 0,47 -
Acido miristico 0,81+0,01 0,20+0,00 255+066 8,77+0,16 0,56+ 0,06
Acido pentadecanoico 0,17+0,01 0,18+0,02 2,51+0,08 1,86+0,01 -
Acido palmitico 13,88 +0,15 14,49+0,20 9,95+0,36 27,57+0,09 22,84+ 0,06
Acido palmitoleico 0,52+0,06 0,79+0,05 106+00 3,41+004 4,16+0,06
Acido heptadecanoico 0,53+0,13 0,85+0,75 - 1,03+0,11 0,56=+0,01
Acido esteérico 2,60 + 0,23 - 39,12+0,01 10,34 +0,45 -
Acido elaidico (trans) ~ 0,32+0,05 2,43+0,46 - - 9,07 + 0,03
Acido oleico (cis) 23,40+0,51 4556+0,29 17,29+0,09 22,26 +0,30 45,26 +0,27
Acido linoleico (trans) 0,45+0,04 0,27 +0,07 - 0,70+0,10 -
Acido linoleico (cis) 21,45+0,54 29,48+0,05 9,73+0,25 6,36+0,06 8,58+0,04
Acido y-linolénico - 0,48 +£0,01 - - 0,23+0,05
Acido a-linolénico 2,12+0,09 2,22+0,002 1,18+0,48 1,22+0,01 0,56+0,00
Acido araquidico 1,75+0,11 - - - -
Acido eicosendico 1,73+£0,52 155+0,03 291+0,09 2,74+140 0,92+0,26
Acido dihomo-y-linolénico 1,00+ 0,06 0,25+ 0,05 - - 0,25+ 0,01
Acido eicosadienoico 1494054 0,49+0,02 1,37+1,48 - 5,74+ 0,00
Acido behénico 8,64+0,76 0,86 +0,05 - 1,97 £ 0,12 -
Acido eicosapentaenoico 1,28 + 0,23 - - - -
Acido docosadienoico - - 2,69 + 0,65 - -
Acido tricosanoico 359+0,29 0,15+0,02 0,31+0,01 145+153 -
Acido lignocérico 12,13+ 0,29 0,32+0,03 3,71+3,19 0,90+0,73 -
Acido nervonico 1,23+0,42 - 1,50 + 0,46 - 1,30+ 0,04

Os valores sdo expressos em percentagem relativa (R%).
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3.2.3. Acucares soluveis

Os graficos representados na figura 12 mostram o contetido em agucares presentes
nas panquecas. A analise dos agucares com diferentes percentagens de farinha de bolota
(0%, 50%, 75% e 100%) revela variagdes significativas nos teores de frutose, glicose,
sacarose, maltose e melizitose, que podem ser explicadas pela presenca e concentraciao
dos agucares nos ingredientes utilizados para a sua formulagao. No entanto, a sacarose s6
foi detetada nas panquecas com 100% de farinha de bolota e melizitose nas panquecas de
0% e 50% de farinha de bolota. A maltose e a frutose foram os aguicares mais abundantes

nas amostras, enquanto a manose foi o agticar mais predominante em todas as amostras.

4o

Frutose (g/100g)
N
1
Glicose (g/100g)

Sacarose (g/100 g)
N
1
Melezitose (g/100g)
N
1

154

10

Maltose (g/100g)
o

Figura 12. Perfis de agucares soluveis das panquecas sem
gluten em varias percentagens de farinha de bolota.

Valores s@o expressos em mg/g
Cada valor ¢ a média DP, n = 3. Em cada barra, diferentes letras sobrescritas significam diferengas estiticamente
significativas (p < 0,05).
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Os niveis de frutose aumentaram significativamente a medida que o teor de farinha
de bolota aumentou, sendo que a panqueca 100% apresentando o maior valor (3,22
g/100g). Observando a tabela 15 verifica-se que a farinha de bolota ¢ o ingrediente
utilizado que apresenta o teor mais alto de frutose (6,14 g/100g), afirmando assim que a
farinha de bolota ¢ a principal fonte de frutose das panquecas, justificando o aumento

progressivo com a substituicdo parcial ou total da farinha de arroz por farinha de bolota.

Tabela 15. Perfis de aclicares soliiveis na matriz das panquecas sem gliten em varias percentagens de
farinha de bolota.

Frutose Glicose Sacarose Maltose Melisitose

Farinha de arroz - - - - 0,15+0,12
Farinha de bolota 6,14 + 1,35 - 1,64 £0,44 - -
Fermento - - - - -
Leite em pé - - - 4581 + 2,15 -
Ovo 0,5+0,04 0,63+0,07 - - -

Valores sdo expressos em g/100g
Cada valor ¢ a média DP, n = 3. Em cada coluna, diferentes letras sobrescritas significam diferencas estiticamente
significativas (p < 0,05).

Assim como a frutose, o teor de glicose também aumentou conforme o aumento
da percentagem de farinha de bolota nas panquecas, sendo que a panqueca de 0%
apresentou o menor teor de glicose (0,68 g/100g). Embora a farinha de bolota utilizada
1soladamente nao contenha glicose, de acordo com a tabela 15, o aumento deste agucar,
pode estar relacionado a processos de hidrolise parcial de outros aglicares complexos
durante o processamento e cozimento das panquecas fazendo com que liberte glicose

(Bjorck & Asp, 1994; Parada & Aguilera, 2011).

J& as panquecas a 100% foram as tnicas panquecas onde foi detetado sacarose,
embora tenha sido em baixas quantidades, a presenca deste agucar pode ser atribuida a
propria farinha de bolota, pois contém 1,64 g/100g de sacarose, nas panquecas com
percentuais menores de farinha de bolota. A quantidade de sacarose ficou abaixo do limite
de dete¢do, ou foi metabolizada durante o processamento (W. Li et al., 2021). A sacarose,
por ser solivel em dgua, pode ser hidrolisada em glicose e frutose, sendo que essas
moléculas resultantes podem reagir com aminoacidos livres durante o aquecimento em
altas temperaturas, contribuindo para o desenvolvimento de sabores caracteristicos (W.

Lietal., 2021).
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A maltose apresentou valores significativamente mais elevados nas panquecas
com 50% e 75% de farinha de bolota, enquanto a panqueca com 0% apresentou o menor
teor e a panqueca com 100% uma reducao consideravel. De acordo com as andlises feitas
a matriz das panquecas, a fonte primaria de maltose ¢ o leite em po, contendo 45,81
g/100g de maltose. A reducdo deste agucar na panqueca a 100% pode ser devido a
exclusdo da farinha de arroz havendo uma maior interagdo com os aguicares ¢ a matriz de

farinha de bolota (Zhu, 2015).

A melizitose foi detetada em baixas concentrac¢des, nas panquecas com 0% e 50%,
enquanto que, nas panquecas de 75% e 100% nao foi encontrada. A concentragdo deste
acucar ¢ ligeiramente maior nas panquecas 50% em comparacdo com a de 0%, embora
ndo haja diferengas estatisticamente significativa entre essas duas amostras no conteudo
de melizitose. Na tabela de analise aos agticares dos ingredientes isolados verifica-se que
a melizitose esta presente apenas na farinha de arroz, assim sendo, era de esperar um
maior teor deste acucar nas panquecas a 0%, no entanto, as panquecas 50% tiveram um
valor maior deste agtcar, isto pode ter um efeito do processamento ou da interacao entre
a farinha de bolota e os restantes, mas sem aumento significativo a medida que a
quantidade de farinha de bolota aumenta para 75% e 100% (BeMiller, 2018; Bjorck &
Asp, 1994).

Como esperado, as panquecas com diferentes percentagens de farinha de bolota
provocaram diferencas significativas no teor de acucares, tendo-se registado diferengas
significativas (p < 0,05) entre as amostras analisadas. O aumento da farinha de bolota nas
panquecas diferiu no teor de agiicares, com um maior aumento de dissacéridos. A sacarose

aumentou com o aumento da farinha de bolota devido a sua presenga deste ingrediente.

As panquecas com diferentes percentagens de farinha de bolota tiveram um
impacto diferenciador no teor de aglicar das amostras. As panquecas com 100% farinha
de bolota tendeu a aumentar a quantidade de frutose e sacarose. Estes resultados sdo uteis
para mostrar o impacto da farinha de bolota nos alimentos e a sua importancia na

alimentacao.
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3.2.4. Bioassesbilidade

3.2.4.1. Acucares digeridos

O sistema digestivo atua como um processador que transforma os alimentos.
Durante a digestdao, os amidos e aglcares passam por uma quebra mecanica, através da
mastigacao, e quimica, por acao de enzimas, convertendo-se em agucares simples como
glicose, frutose e/ou galactose. Estes agucares sdo absorvidos pela corrente sanguinea e
distribuidos de modo a fornecer energia ao corpo. A digestao dos amidos comeca na boca,
mas ocorre principalmente no intestino delgado, onde enzimas especificas produzidas
pelo pancreas, como a amilase e a glucosidase, atuam sobre eles. De maneira semelhante,
os dissacarideos (sacarose, lactose e maltose) sdo quebrados em aglicares simples por

enzimas especificas para cada um, figura 13 (Canadian Sugar Institute, n.d.).

Polissacarideo ~ Amido/glicogénio

]
l Amilase
Dissacarideos
Maltose Sacarose Lactose
l Maltase Sacarase Lactase
Monossacarideos Glicose Glicose + Frutose Glicose + Galactose

Figura 13. Digestdo dos agticares (Canadian Sugar Institute, n.d.).

Os graficos apresentados na figura 14 diz respeito aos agucares digeridos por
digestdo in vitro das panquecas em vdrias percentagens, neles ¢ possivel observar que a
concentracdo de frutose aumentou consoante o aumento da farinha de bolota nas
panquecas. Sendo que as panquecas a 100% de farinha de bolota apresentaram maior teor
de frutose (24,12 g/100g), enquanto as de 0% de bolota apresentaram um menor valor
(17,75 g/100g). Os resultados obtidos, indicam que a adi¢ao de farinha de bolota aumenta
o teor de frutose. Este aumento pode ser devido a composi¢ao natural da farinha de bolota,
conter mais frutose ou precursores que liberam frutose apos a digestdo em comparagao

com a farinha de arroz, indicando que o processo digestivo potencialmente liberta frutose
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a partir de outros compostos presentes na farinha de bolota (como oligossacarideos ou
polissacarideos) que sao hidrolisados durante a digestao simulada (Keim & Havel, 2012).
Também pode ser devido a quebra de hidratos de carbono complexos que libertam frutose,
o que pode afetar o indice glicémico das panquecas apos a digestao (Keim & Havel, 2012;

Schved & Hassidov, 2008).

Contrariamente a frutose, a sacarose diminui significativamente a medida que a
proporcdo de farinha de bolota aumenta, sendo mais alta nas panquecas 0% (19,24
g/100g) e mais baixa nas panquecas 100% (12,86 g/100g). Esta diminuicdo pode ser
positiva para reduzir o indice glicémico das panquecas, pois a sacarose ¢ quebrada em
glicose e frutose rapidamente no sistema digestivo, contribuindo para picos glicémicos

(Lindqvist et al., 2008).

A maltose aumentou com o aumento da percentagem de farinha de bolota nas
panquecas, sendo mais elevada nas panquecas a 100% (14,96 g/100g) e mais baixa nas
com 0% (13,16 g/100g). A presenca de amido na farinha de arroz ¢ possivelmente
responsavel por esses valores, pois a maltose ¢ um dissacarideo formado pela digestao do
amido (Yahia et al., 2018). Como a farinha de bolota tem menos amido digerivel (Castro
et al., 2023), contribui para a redug@o da maltose nas amostras conforme o maior teor de
farinha de bolota. Isso pode significar um menor impacto glicémico das panquecas com

mais farinha de bolota (Pugh et al., 2023).

Apods a digestdo, a melizitose ¢ o agucar presente em menores quantidades,
independentemente da propor¢do de farinha de bolota. A concentra¢do de melizitose €
maior nas panquecas com 0% de farinha de bolota (21,79 g/100g) e vai diminuindo a
medida que a percentagem de farinha de bolota aumenta, assim sendo, as panquecas com
100% de farinha de bolota (13,00 g/100g) apresentam o menor valor de melizitose entre

as amostras.

As diferentes percentagens de farinha de bolota nas panquecas, tiveram um
impacto no teor de agucar das amostras digeridas. A maltose e a melizitose foram os
unicos agucares detetado que ndo apresentaram diferencas estatisticamente (p > 0,05)
sensitivamente nas percentagens 50% e 75% para a maltose e nas percentagens 75% e
100% na melizitose, os restantes acucares apresentaram todos diferengas estatisticamente

significativas em todas as percentagens de farinha de bolota para as panquecas (p < 0,05).
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Figura 14. Perfis de agucares soluveis das panquecas sem
gliten em varias percentagens de farinha de bolota digeridas.

Valores sdo expressos em g/100g
Cada valor ¢ a média DP, n = 3. Em cada barra, diferentes letras sobrescritas significam diferengas estiticamente
significativas (p < 0,05).

Os resultados apresentados ndo sdo comparaveis com agucares ndo digeridos pois

os métodos utilizados para a extracao dos acticares nao foram os mesmos.

3.2.4.2. Proteinas

A figura 15 mostra a quantidade de proteinas digeridas em g/100g para as
panquecas preparadas com diferentes percentagens de farinha de bolota e arroz. Observa-
se que o teor de proteinas digeridas aumenta proporcionalmente com o aumento da farinha
de bolota na formulagdo da panqueca. Os resultados apresentados tém diferencas
estatisticamente significativas, sugerindo que a composicao influencia significativamente

a quantidade de proteinas disponiveis para digestao.

68



As panquecas 0% apresentam o menor valor de proteinas digeridas, com
aproximadamente 0,14 g/100g, isto mostra uma menor biodisponibilidade de proteinas
ap6s digestao da farinha de arroz comparado as formulagdes com farinha de bolota
(Carbonaro et al., 2015). Ja nas panquecas 50% o valor de proteinas digeridas aumenta
para 0,35 g/100g, esta formulagdo ja apresenta um aumento notavel, indicando que a
adi¢ao de farinha de bolota contribui para uma maior liberacdo de proteinas. A amostra
de panquecas a 75% apresenta 1,79 g/100g de proteinas digeridas, indicando um aumento
substancial, assim sendo, quanto maior de farinha de bolota a uma melhor disponibilidade
proteica, possivelmente devido aos compostos especificos da bolota que facilitam a
digestao proteica (Pihlanto & Korhonen, 2003). O valor mais alto de proteinas digeridas
nas amostras analisadas foi nas panquecas 100% (2,48 g/100g), assim sendo, pode
afirmar-se que a farinha de bolota contribui significativamente para a digestdo de

proteinas, oferecendo a maior quantidade de proteinas digeriveis entre todas as

formulagdes.
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Figura 15. Perfis proteicos das panquecas sem
gluten digeridas.

Valores s@o expressos em g/100g
Cada valor ¢ a média DP, n = 3. Em cada barra, diferentes letras sobrescritas significam diferengas estiticamente

significativas (p < 0,05).

A tendéncia observada indica que a farinha de bolota aumenta a quantidade de
proteinas disponiveis para digestao, possivelmente devido a sua composi¢do nutricional
e a presenca de compostos que promovem a digestdo ou que aumentam a solubilidade das

proteinas. A farinhas de bolota ¢ conhecida por conter compostos bioativos que podem
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ajudar na quebra das proteinas durante o processo digestivo, além de apresentarem um
perfil de aminodcidos favordvel. Em contraste, a farinha de arroz pode ter uma
digestibilidade proteica mais limitada devido ao seu baixo teor proteico € menor

concentracdo de aminoacidos essenciais.

Estes resultados podem ser uteis para a formulag¢ao de alimentos funcionais sem
gluten, onde a inclusdo de farinha de bolota aumenta o valor proteico e a digestibilidade,
tornando o produto final mais nutritivo (Demirkesen et al., 2010; Granato et al., 2010).
Verifica-se também que a substitui¢do da farinha de arroz por farinha de bolota nas
panquecas sem gluten pode ndo apenas alterar a textura e o sabor, mas também aumentar
o teor de proteinas digeriveis, sendo vantajoso para consumidores que buscam uma dieta

rica em proteinas (Atudorei et al., 2022; Padalino et al., 2013).

As diferentes percentagens de farinha de bolota nas panquecas, tiveram um
impacto no teor de proteinas das amostras digeridas, apresentando todas as amostras

diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

3.2.5. Cor

Na tabela 16, estao apresentados os valores dos parametros estudados para a cor,
entre eles, a luminosidade da amostra, que € indicada por L*, onde os valores mais altos
representam uma cor mais clara, e valores mais baixos representam uma cor mais escura
(Choudhury, 2014). A panqueca com 0% de farinha de bolota apresenta o valor de L*
mais alto (75,26), indicando que ¢ a mais clara de todas as formulagdes. Com o aumento
da percentagem de farinha de bolota (50% a 100%), os valores de L* diminuem
gradualmente indo de 54,19 para 45,72, indicando que as panquecas vao ficando
progressivamente mais escuras. Este resultado demonstrou que a farinha de bolota
contribui para o escurecimento das panquecas, o que pode estar relacionado aos
compostos fenodlicos e outras substancias presentes na bolota, que tendem a escurecer os

alimentos (Tuberoso & Orru, 2008).
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Tabela 16. Cor das panquecas sem gliiten em varias percentagens de farinha de bolota.

L* a* b*
Panqueca
75,26 +0,34% 1,18 £0,33" 35,33 + 1,06°
0%
Panqueca
54,19+ 1,74 9,24+0,81*% 29,85+ 0,43°
50%
Pangueca
48,45+ 1,05° 9,04 £0,16* 25,38 +£0,52°
5%
Pangueca
45,72 +0,13 8,67 +0,38° 23,36 + 0,24
100%

Cada valor ¢ a média DP, n = 3. Em cada coluna, diferentes letras sobrescritas significam diferencas
estiticamente significativas (p < 0,05).

O valor de a* representa a tonalidade na escala verde-vermelho, sendo que valores
positivos indicam tendéncia para vermelho (Choudhury, 2014). A panqueca com 0% de
farinha de bolota tem o valor mais baixo de a* (1,18), indicando uma colora¢do muito
leve na escala verde-vermelho. Nas panquecas com farinha de bolota (50%, 75% e 100%),
o valor a* aumenta significativamente, variando entre 8,67 e 9,24, mostrando uma
tonalidade mais avermelhada. A adi¢do de farinha de bolota parece intensificar o tom
avermelhado das panquecas. Isso pode ser atribuido aos compostos naturais da bolota que
conferem uma cor mais intensa, possivelmente pela presencga de pigmentos por compostos
fendlicos como os carotenoides que sdo responsaveis por dar uma coloracdo amarela,

vermelha e laranja (Makhlouf et al., 2018; Razola-Diaz et al., 2022).

O valor b* representa a tonalidade na escala azul-amarelo, com valores positivos
indicando uma tonalidade amarelada (Choudhury, 2014). A panqueca com 0% de farinha
de bolota apresentou o valor mais alto de »* (35,33), assinalando uma coloragdo mais
amarelada. A medida que a percentagem de farinha de bolota aumenta, o valor de b*
diminui gradualmente (29,85 nas panquecas com 50% de bolota, 25,38 com 75%, e 23,36
com 100%), sugerindo uma redugdo da tonalidade amarela. A adi¢ao de farinha de bolota
reduz o tom amarelado nas panquecas, tornando a cor mais neutra ou levemente
avermelhada, como indicado pelos valores de a* mais altos. Isso pode ocorrer devido ao
efeito de escurecimento da bolota, que altera a proporcdo entre as tonalidades amarelo e

vermelho (Peker et al., 2012).
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Assim sendo, a farinha de bolota altera significativamente a cor das panquecas.
Com o aumento da percentagem de farinha de bolota nas panquecas, a luminosidade L*
diminui, indicando um escurecimento, ja o valor a* aumentou, obtendo uma tonalidade

mais avermelhada e o valor b* diminui, demostrando uma coloragao amarelada.

Essas mudangas de cor sdo tipicas em ingredientes ricos em compostos fendlicos,
que tendem a escurecer os alimentos e a conferir uma coloracao mais avermelhada,
especialmente quando aquecidos. Estes resultados sugerem que a farinha de bolota
impacta visualmente a aparéncia das panquecas, algo que pode influenciar a aceitacio

sensorial do produto final (Brenes-Balbuena et al., 1992).

As diferentes percentagens de farinha de bolota nas panquecas, tiveram um
impacto na cor em todas as amostras de panquecas, nos parametros L e b apresentando
diferengas estatisticamente significativas em todas as percentagens de farinha de bolota

para as panquecas (p < 0,05).

No parametro a, todas as panquecas que tiveram farinha de bolota (50%, 75% e

100%) nao apresentaram diferengas estatisticamente (p > 0,05).

Na figura 16, € possivel observar uma mudanca clara na cor das panquecas com o
aumento da percentagem de farinha de bolota. A panqueca feita com 0% de farinha de
bolota tem uma cor mais clara, com um tom bege uniforme, tipico de produtos a base de
arroz, que possuem uma cor palida devido ao baixo teor de pigmentos naturais

(Seechamnanturakit et al., 2018).

A medida que a propor¢io de farinha de bolota aumenta (50%, 75%, até 100%),
as panquecas adquirem uma coloragdo cada vez mais escura, como o tom castanho-escuro
que se observou nas panquecas a 100% farinha de bolota. O escurecimento pode ser
atribuido a presenca de compostos fendlicos e outros pigmentos naturais na farinha de
bolota, os quais s3o mais abundantes e escuros em comparagcdo com os componentes da
farinha de arroz (Vinha, Costa, et al., 2016). Estes compostos fendlicos, além de conferir
coloragdo, também podem ter influéncia nas propriedades antioxidantes e no perfil
nutricional do produto final (Vinha, Costa, et al., 2016). Portanto, a varia¢dao na cor das
panquecas pode ndo indicar apenas diferengas no contetido de pigmentos naturais, mas
também diferengas na composi¢do nutricional e nas propriedades funcionais dos
ingredientes utilizados (Nabi et al., 2023). Estas caracteristicas podem influenciar a

aceitagdo sensorial do produto final, pois consumidores podem associar cores mais
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escuras a produtos com sabores mais intensos e diferentes (Ribeiro Garcia de Figueiredo

Muniz et al., 2023).

Figura 16. Panquecas sem gluten em varias percentagens de farinha de bolota, do lado
esquerdo para o direito, de 0% para 100%.

3.2.6. Textura

A andlise do perfil de textura ¢ um teste de compressdo dupla utilizado para
determinar propriedades texturais de produtos de diferentes industrias, como a alimentar,
farmacéutica, cosméticos, produtos de higiene pessoal, entre outros. A analise dos
parametros texturais das panquecas com diferentes percentagens de farinha de bolota

revela variagdes significativas nas propriedades fisicas dos produtos finais, tabela 17.
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Tabela 17. Perfil da textura das panquecas sem gliten em varias percentagens de farinha de bolota.

Parametros Panqueca Panqueca Panqueca Panqueca
avaliados 0% 50% 75% 100%
Dureza
© 5050,14 + 139,50°  7866,76 +797,44° 5202 +344,28° 12258,99 + 1432,70?
g
Adesividade
-0,51 + 0,05° -0,38 £ 0,05 -0,22 + 0,00¢ -0,21 £ 0,002
9)
Elasticidade
0,86 £ 0,022 0,69 + 0,03 0,76 +0,00° 0,64 £0,02¢
(g.sec)
Coesividade
) 0,77 £0,022 0,69 +0,03° 0,68 + 0,00° 0,71 +0,02%
0
Gumosidade 5446,78 +
3905,53 + 228,16 3559,85 + 243,11¢  8774,35 + 1216,242
(%) 399,80°
Mastigabilidade 3747,82 £
3365,33 + 393,96° 2686,47 + 162,08  5595,39 + 849,642
(%) 294,520
Resiliéncia
) 0,45 + 0,03 0,41 +0,03° 0,40 +0,01° 0,49 £ 0,022
0

Valores sdo expressos em g/100g
Cada valor ¢ a média DP, n = 3. Em cada coluna, diferentes letras sobrescritas significam diferencas
estiticamente significativas (p < 0,05).

A dureza das panquecas aumentou a medida que a percentagem de farinha de
bolota aumentou, sendo que a panqueca 100% apresentou um valor mais alto de dureza
(12258,99 g), enquanto a panqueca de 0% teve um valor significativamente menor
(5050,14 g), o que pode ser atribuido a estrutura mais rigida que a farinha de bolota
proporciona (Korus et al., 2015), possivelmente devido ao maior teor de fibras e a
presenca de compostos fenolicos (Chen et al., 2023; Ribeiro Garcia de Figueiredo Muniz
et al., 2023). A panqueca 50% bolota também apresentou uma dureza elevada, mas

inferior a de 100%, sugerindo que a combinacao de farinhas afeta esse parametro.

Com o aumento da percentagem de farinha de bolota, a adesividade das panquecas
diminui, sendo menos negativa na panqueca 100% bolota (-0,21 g) em comparagdo a
panqueca a 0% bolota (-0,51 g). Valores mais altos de adesividade indicam que as
panquecas com mais farinha de bolota sao menos pegajosas (Adhikari et al., 2001), o que
pode ser uma caracteristica desejavel em termos de mastigagdo e sensac¢ao na boca (Noren
et al., 2019). A menor adesividade nas panquecas com mais farinha de bolota pode estar

relacionada a estrutura mais compacta € menos pegajosa proporcionada pelos
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componentes da bolota, como as fibras e taninos, que reduzem a pegajosidade (Dhawale

etal., 2022; Lei et al., 2024).

A elasticidade também tende a diminuir com o aumento da percentagem de farinha
de bolota. A panqueca de 0% de farinha de bolota apresentou a maior elasticidade (0,86
g.sec), enquanto a de 100% bolota teve a menor (0,64 g.sec). Isso indica que a farinha de
bolota reduz a capacidade de recuperagdo elastica das panquecas, talvez devido a sua
menor capacidade de retencdo de dgua em comparacdo com a farinha de arroz. Uma
elasticidade mais baixa pode estar associada a uma textura mais densa e menos flexivel

(Kabel et al., 2021), o que ¢ tipico em produtos sem gluten (Cappelli et al., 2020).

O parametro coesividade mostrou uma menor variagdo entre as amostras, mas
ainda assim verificou-se um ligeiro decréscimo com a inclusdo da farinha de bolota. A
panqueca com 0% de farinha de bolota tem a maior coesividade (0,77%), enquanto as
panquecas com maior percentagem de farinha de bolota apresentam valores ligeiramente
menores. A coesividade refere-se a capacidade da massa de resistir a deformagao interna
(Tremblay, 2013), o que sugere que a farinha de arroz contribui para uma estrutura mais
coesa, enquanto a farinha de bolota reduz essa caracteristica devido a sua menor

elasticidade e a rigidez da massa (Kroner, 1967).

Na gomosidade observou-se um aumento significativo com a adi¢ao de farinha de
bolota, sendo observado o valor mais alto na panqueca com 100% farinha de bolota
(8774,35%), enquanto a panqueca com 75% possui o menor valor (3559,85%). Isso
sugere que a farinha de bolota gera uma textura mais “gomosa” e compacta. Valores mais
altos de gumosidade indicam que a panqueca requer mais forca para ser mastigada e

decomposta, o que também esta associado ao aumento da dureza (Stamatie et al., 2021).

Na panqueca com 100% farinha bolota, observa-se o maior valor para a
mastigabilidade (5595,39%), sendo menor nas panquecas com menos percentagem de
farinha de bolota. Valores mais altos de mastigabilidade indicam que essas panquecas
exigem mais esfor¢o para mastigar e partir em pedacos menores (Mu et al., 2019), uma
caracteristica provavelmente ligada a dureza e a estrutura densa proporcionada pela
farinha de bolota (Mu et al., 2019). Para consumidores, uma maior mastigabilidade pode
ser percebida como uma textura mais firme e menos macia, o que pode afetar a aceitagao

sensorial do produto (Jeltema et al., 2016).
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A resiliéncia, que mede a capacidade da amostra de recuperar sua forma apos ser
comprimida (Debnath, 2017), é mais alta na panqueca com 100% de farinha de bolota
(0,49%), enquanto as outras panquecas t€ém valores menores. Isso sugere que a estrutura
da panqueca 100% bolota ¢ mais resiliente, o que pode estar relacionado a maior rigidez
conferida pela farinha de bolota. Valores maiores de resiliéncia indicam uma estrutura
que tende a retornar a sua forma original, uma caracteristica que pode ser resultado de

uma matriz mais firme (Hendrickson, 2015).

Estes resultados indicam que a adi¢do de farinha de bolota afeta
significativamente as propriedades de textura das panquecas, tornando-as mais duras,
menos eléasticas, menos pegajosas e com uma maior mastigabilidade e resiliéncia. Essas
mudangas podem apresentar vantajens ou desvantajens, dependendo do perfil de textura
desejado. Por exemplo, uma maior dureza ¢ menor adesividade podem ser vistas como
beneficios para a manipulacdo e apresenta¢do, mas uma mastigabilidade muito alta pode
nao ser preferida por todos os consumidores. A escolha da propor¢ao de farinha de bolota

deve, portanto, considerar o equilibrio entre textura, sabor e preferéncia do consumidor.

As diferentes percentagens de farinha de bolota nas panquecas, tiveram um
impacto na textura, apresentando diferencas estatisticamente significativas em todas as
percentagens de farinha de bolota para as panquecas (p < 0,05). Nos parametros
elasticidade, coesividade, gumosidade, mastigabilidade e resiliéncia houve panquecas

que nao apresentaram diferengas estatisticamente (p > 0,05).
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4. Conclusio e perspetivas futuras

Este estudo fornece uma caracterizacdo abrangente da farinha de bolota de Q.
pyrenaica submetida a varios tratamentos para a remocao de taninos. Os resultados
revelam que os diferentes tratamentos tém um impacto significativo nos perfis
nutricionais e de compostos bioativos da farinha. Notavelmente, a torragem resultou em
uma farinha de bolota com maior teor de fibra, proteina e acidos gordos, enquanto a
escaldagem foi mais eficaz na redugdo dos niveis de compostos fenolicos, tornando-a
potencialmente mais adequada para consumo humano. O rico perfil nutricional da farinha
de bolota, combinado com a sua natureza sem gluten, posiciona-a como uma alternativa
valiosa para individuos com doenca celiaca e aqueles que procuram opgoes dietéticas
diversas. A presenga de acidos gordos benéficos, como o 4cido butirico e oleico,
aumentam mais seu apelo no que toca aos beneficios para a saude. Em termos de
compostos fenolicos, as farinhas de bolota apresentaram valores significativos, sendo
ricas em acido galico, dando ao produto atividade antioxidante. Em termos de agucares,
todas as farinhas continham frutose, manose e glicose e a farinha torrada também continha

Sacarose.

Explorando, potencial da farinha de bolota como ingrediente alternativo em
panquecas sem gluten verificou-se que esta farinha apresenta um perfil nutricional
meritorio. Os resultados mostraram que a utilizacdo de diferentes percentagens de farinha
de bolota nas panquecas impacta significativamente os perfis nutricional, fisicos e
sensoriais do produto final. Em termos nutricionais, observou-se que o aumento da
percentagem de farinha de bolota, aumentou o teor de fibras e proteinas e contribuiu para
uma menor quantidade de hidratos de carbono e calorias, tornando as panquecas mais

adequadas para dietas ricas em fibras e com restrigdes caldricas.

Além disso, a analise da cor e da textura revelou que a farinha de bolota influencia
visualmente o produto final, o que pode afetar a sua aceitagao pelos consumidores. O
aumento da percentagem de farinha de bolota trouxe uma cor mais escura e uma textura
mais densa, caracteristicas possivelmente associadas aos compostos fenélicos e ao teor
de fibras. Estes compostos, além de conferirem cor, sdo conhecidos por possuirem
atividade antioxidante, sugerindo beneficios para a satde. A analise digestiva indicou
também que a inclusdo de farinha de bolota pode melhorar a digestibilidade proteica,

promovendo maior biodisponibilidade de proteinas.
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A nivel geral, a farinha de bolota demostra ser uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de produtos de panificacdo funcionais e sem gluten, oferecendo uma
alternativa sustentavel e diversificada. Estes resultados apontam para o potencial de
inovagdo na industria alimentar, destacando a importancia de mais estudos para otimizar

o processamento da bolota e avaliar a sua aceitacdo entre os consumidores finais.

Em termos de trabalhos futuros, estes irdo centrar-se no desenvolvimento de
estratégias para a producao e comercializagao das panquecas de bolota a escala industrial,
visando torna-las mais acessiveis para o consumidor. Uma das possibilidades ¢ criar uma
mistura instantanea a base de farinha de bolota, pronta para ser preparada com a simples
adicdo de liquidos, permitindo um uso pratico e conveniente, para isso o Unico ingrediente
que devera ser alterado ¢ o ovo por ovo em pd. Além disso, podera ser interessante
explorar o enriquecimento nutricional das panquecas com ingredientes funcionais, como
polen ou pao de abelha, para aumentar o teor proteico e adicionar beneficios adicionais a
saude. Esta versao fortificada posicionaria um produto saudavel e funcional, sendo mais
atraente para consumidores que procuram alternativas ricas em proteinas, especialmente

aqueles interessados em produtos naturais e sustentaveis.

Estudos adicionais de analise sensorial e de mercado de modo a aperfeigoar a
formulagdo das panquecas, garantindo uma aceitacdo pelos consumidores, também sao
relevantes. Incluindo diferentes perfis de publico-alvo, como criangas, idosos, atletas,
doentes celiacos, entre outros, avaliando preferéncias em termos de sabor, textura,

aparéncia e praticidade.

A nivel industrial, serd necessario investigar a viabilidade técnica e economica do
processo produtivo, incluindo a otimizagdo da moagem da farinha de bolota, a remogao
eficiente de taninos e a padronizagdo de misturas. O desenvolvimento de técnicas de
conservagdo adequadas, como embalagens herméticas ou adi¢do de antioxidantes
naturais, serd crucial para aumentar o tempo de prateleira e garantir a qualidade do

produto.

Por ultimo, deverao ser exploradas estratégias de marketing e certificacdo, como
destacar o carater sem glaten, o apelo ambiental e a inovagdo do uso de bolotas em
alimentos. Estes passos serdo fundamentais para posicionar as panquecas de bolota como

um produto competitivo no mercado alimentar funcional e sustentdvel.
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6. Anexos

Em anexo seguem-se alguns resumos de congressos apresentados, artigos, posteres e

factsheet.

Apresentacio oral no congresso — Encontro Nacional Quimicas dos Alimentos

Vila Real. Portugal

(9-10-11 outubro 2024)

Evaluation of the use of Quercus pyrenaica acorn flour on the physicochemical and

nutritional properties of gluten-free pancakes

Mariline Borges 2, Volkan Aylanc !>, Cristiano Mateus ', Lillian Barros >, Miguel

Vilas-Boas 2, Soraia I. Falcdo ' *

Centro de Investigagdio de Montanha (CIMO), Instituto Politécnico de Braganca,
Campus de Santa Apoldnia, 5300-253 Braganca, Portugal Laboratoério Associado para a
Sustentabilidade e Tecnologia em Regides de Montanha (SusTEC), Instituto Politécnico
de Braganca, Campus de Santa Apoldnia, 5300-253 Braganga, Portugal *Departamento
de Quimica e Bioquimica, Faculdade de Ciéncias, LAQV-REQUIMTE, Universidade do
Porto, Porto 4169-007, Portugal

Acorn is a wild fruit with a wide distribution around the world, commonly used as animal
feed in many countries.! This fruit has emerged as a natural, alternative source of flour in
human food due to its nutritional value, bioactive compounds, and glutenfree nature.
These qualities make it an advantageous option for the diet of celiac patients,? however,
it contains tannins that give an astringent flavor to the food, difficult digestion and
absorption of nutrients. In this context, this study aimed to evaluate the production of
pancakes from the Quercus pyrenaica (Q. Pyrenaica) acorn flour after tannin removal and
to investigate the physicochemical and nutritional properties of the final product. The
results showed that pancakes produced with different acorn flour percentages (0, 50, 75,
100%. Acorn flour percentages were complemented with rice flour) had an ash content
between 4.0 - 5.3%, while the lipid and protein contain vary were between 0.04 - 0.07%

and 14.5 - 15.5%, respectively. Moreover, the data showed that the fiber value increased
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with the increase of acorn flour, with a maximum of 21%. The most abundant
macronutrient in pancakes was carbohydrates, with a maximum content of 78% reached
in the control group and a minimum value of 59% with 100% acorn flour. The energy
values for the pancakes ranged from 337 to 380 kcal/100 g, with statistically significant
among samples. Altogether, the results showed that the proportion of carbohydrates
decreased and the proportion of fibre and protein increased with increasing acorn flour.
In conclusion, the use of Q. pyrenaica acorn flour in food products offers promising
opportunities for innovation in the food industry. Its application can contribute to dietary
diversification and provide an economically and environmentally sustainable alternative
to traditional flours. Further research and development could optimize processing

methods to maximize nutritional benefits and consumer acceptance.
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Acorns are common wild fruits in Portugal, traditionally used as animal feed. Due to its
nutritional value, acorns are an excellent alternative in the human diet, with a composition
rich in bioactive compounds and, therefore, with potential for industrial application. A
notable characteristic of the acorn is the absence of gluten, which can be a source for
obtaining gluten-free flour, thus offering other alternatives for celiac patients. In this
context, this work aims to study the chemical composition of acorn flour from Quercus
pyrenaica acorns, obtained by different processes to remove the tannins, which are
responsible of introducing an astringent flavour and making digestion difficult. For that,
acorns were collected in areas of black oak forest within the Montesinho Natural Park,
Braganga, Portugal, in October of 2021 and freeze at -20 o C until processing. The acorns
were shelled, and three different treatments were applied: boiling water, soaking in water
at room temperature during 20h and oven roasted, at 200 o C for 15 min. After that, the
acorns were milled and different nutritional parameters were evaluated such as humidity,
ash, protein content, total lipids content, fibers, starch, fatty acids and sugars. A flour
obtained from acorns without treatment was also evaluated. The results revealed that the
flour obtained by roasting presented lower water content, high content in fibers, proteins
and fatty acids. In conclusion, the rich nutritional profile of acorn flour from Q. pyrenaica
associated with the fact of being a gluten free product, opens good opportunities of

applying the acorn flour in innovative products in the food industry.
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ABSTRACT

Acorn is a wild fruit with a wide distribution around the world and is used as animal feed in many
countries. This fruit is a natural product that has emerged as an alternative source of flour in
human food due to its nutritional value and content of bioactive compounds, as well as its gluten-
free character, which makes it an advantageous alternative for the diet of celiac patients. However,
contains tannins that give an astringent flavor to the food, difficult digestion and absorption of
nutrients. In this context, the objective of this work was the characterization of acorn flours of
Quercus pyrenaica (Q. Pyrenaica) with different tannin removal processes. For this, the acorns
were peeled and separated into 4 groups (three of them with treatments for tannin removal and
one group without treatment): which were untreated acorns, scalded, soaked, and roasted. After
each treatment were transformed into flour and evaluated in different nutritional parameters, such
as moisture, ash, protein content, total lipid content, fiber, starch, fatty acids, sugars and phenolic

compounds. The results showed that the flour obtained by roasting had a lower water content, a
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high content of fiber, proteins and fatty acids, however, the flour with the treatment of scalding
was the most advantageous for human consumption due to its lower content of phenolic
compounds. In conclusion, the rich nutritional profile of Q. pyrenaica acorn flour, combined with
the fact that it is a gluten-free product, opens up good opportunities for the application of acorn

flour in innovative products in the food industry.
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//l Context ///

The acormn is a wild fruit widely distributed throughout the
world and commonly used as animal feed. The Pyrenean
oak (Quercus pyrenaica) is one of the main components of
the Portuguese forest. It is one source of acorns, which can
be used for the development of several human food
products, depending on the characteristics of the acom flour
obtained.

An important aspect related to acorns is the amount of
tannins present, that can imply an astringent flavor, making
it difficult to digest and absorb nutrients. Different types of
treatments were tested in the acorns (three with tannin
removal treatments and one without removal): untreated,
blanched, soaked and roasted. After each treatment they

/// Solution for a Resilient Future //

Acorns, characterized by their astringent flavor due to a high
tannin content, were utilized in powdered form for
consumption as an alternative to conventional flours. In the
case of these fruits, which were roasted and cooked, various
processing methods such as heating, leaching, or intricate
detoxification techniques involving the use of clay were
employed to eliminate tannins. On the other hand, sweet
acorns were directly consumed without undergoing tannin
removal processes.

According to the literature, acorn flour is obtained from the
embryo, discarding the pericarp and dome. The embryo is
subjected to a drying and crushing process to remove
moisture, thus offering greater stability to the product.
However, acorns have a high tannin content, which in
addition to introducing an astringent flavor to the flour, also
has anti-nutritional properties, making digestion difficult and
may cause damage to the intestinal epithelium, liver and
kidney tissues. That being said, the removal of these
compounds from the flour is essential to obtain acorn flour
rich in minerals, and fiber. For the removal of these
compounds, the acorns were previously peeled and

Acom flour

Authaor: Valkan Aylanc Educational use, non-commercsal

were processed into flour and assessed for different
nutritional parameters such as moisture, ash, protein
content, total lipid content, fiber, starch, fatty acids, sugars
and phenolic compounds.

The results showed that the flour obtained by roasting had a
lower water content, a high content of fiber, proteins and
fatty acids. However, the flour with the treatment of scalding
was the most advantageous for human consumption due to
its lower content of phenolic compounds. In conclusion, the
rich nutritional profile of Q. pyrenaica acomn flour, combined
with the fact that it is a gluten-free product, opens up good
opportunities for the application of acorn flour in innovative
products in the food industry.

separated into 4 groups, 3 of which underwent tannin
removal processes, and the remaining group received no
treatment.

The acorn samples were collected in their mature state, and
the location of their harvest was in Portugal, in Aldeia Prada,
Vinhais (Montesinho Natural Park) in October 2021. These
were frozen at -20 °C until the day of use. The pericarp and
dome were removed, after which they were separated into
four groups. One group was left untreated and the remaining
was divided into three groups and were subjected to
different types of treatment processes, namely soaked,
scalding, and roasting to be evaluated at a later nutritional
level

In the immersion treatment, the acorns were placed in water
at room temperature for 20 hours. In the scalding treatment,
the acorns were immersed in boiling water at 100 °C for 1
hour. For roasting treatment, the acorns were submitted to
an oven (Becken, Worten Equipamentos, Portugal)
preheated to 200 °C for 15 minutes. Subsequently, the acorn
samples, excluding those with roasting treatment and
including those without treatment, were dried collectively in
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an oven (Memmert UNE400, Schwabach, Germany) at 40 °C
for 3 days. After drying, all samples, including the roasted
ones, were submitted to grinding for 1 minute at speed 10
using a laboratory mixer (Bimby, Thermomix Company,
Germany) and subsequently stored at room temperature for
further analysis.

Acorm Quescus Pyrensan

Author. Soraia Falcac Educational use, non-commesci

Jf Always Moving Forward //

About 1% of the world's population with gluten intake have
an autoimmune celiac disease. Utilizing these fruits for
human consumption proves advantageous from both an
economic and sustainable standpoint. Also, given the
prevailing trend of population escalation, diversification of
food sources is important to avert resource scarcity. The
acorn, a valuable by-product of forests, remains
underappreciated despite its potential significance. Other
food products are being developed from the acorn flour
such as gluten-free pancakes.

Acormn oil was also extracted and characterized, but the
process of extraction has proven to be difficult reaching low
yields. Due to the rich nutritional composition shawn by the
acorn oil, the process for obtaining it was optimized.
Different methodologies were tested such as cold-pressing
and solvent extraction. Although cold-pressing methodology
is described to retain more the oil's raw properties, the yield
obtained was very low. For solvent extraction, two

Further information

+ Acormdew project website.

+ WildFood project website. hittps./fwildfood ctfc cat/ (Accessed 12 July 2024)

Scalded

Soaked

Without treatment

The tannins (within the phenolic compounds) for untreated
acomn flour samples, as expected, obtained a higher content
of phenolic compounds (125.5 £ 3.6 mg/q), while the
scalded acorn flour samples had the lowest content of
phenolic compounds with the value of 63.1 £ 10.7 mg/g.

Roasted — |—|
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dunhar: GraphPad Prism vers3o 9.3 Educaticral use, non-commercial

methadologies were tested, soxhlet and ultra-sound
extraction. A higher yield, approximately of 5%, was obtained
with the soxhlet extraction. After the extraction the
composition in fatty acids and vitamin E were evaluated with
the oil ebtained through the saxhlet extraction presenting a
higher content of these compounds.

The low yield obtained is one of the several challenges
related to acorn oil production, because acorns, generally
contain low amounts of il compared to other nuts, turning
the extraction less efficient and less economically viable.
Although solvent extraction presented a higher yield when
commparing to the cold-pressing methods, it may not be
desirable for producers aiming for natural, organic, or health-
focused markets, where cold-pressed oils are preferred. For
future work, new methods to extract oil should be tested,
such as apply a roasting treatment before the extraction or
use expeller pressing methodologies.

i/ (Accessed 22 September 2024) (In Portuguese)

*+ Yuossef B.B. 2022. Valorization of acorn from oak (Quercus pyrenaica) through chemical and nutritional evaluation.
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