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RESUMO

O Parque Natural de Montesinho (PNM) € uma area protegida caracterizada
por uma paisagem de relevo, onde as florestas de carvalhos Quercus pyrenaica
desempenham um papel predominante, sendo utilizados maioritariamente para a
producao de madeira, desprezando-se o valor dos frutos, a bolota, apesar dos seus
usos ancestrais na alimentagdo humana e animal. Este produto florestal ndo lenhoso
€ nutricionalmente rico,nutricionalmente rico, apresentando elevados valores de
amido, proteinas, minerais e gordura. Em particular, o 6leo extraido das bolotas
apresenta caracteristicas comparaveis as do azeite, com uma composi¢ao rica em
compostos bioativos e, portanto, um maior potencial para ser considerado para fins
industriais. Alguns estudos relativos a bolotas de outras espécies descrevem o oleo
como uma fonte de acidos gordos insaturados e compostos bioativos, sendo que a
informacao relativa ao 6leo de bolota de Q. pyrenaica é escassa. Este trabalho
proposto tem como principal objetivo avaliar os métodos de extragdo do dleo e a sua
composi¢cao do 6leo extraido da bolota de Q. pyrenaica desses métodos, no sentido
de valorizar o produto. Para isso, para a otimizagdo do processo de extragao, duas
metodologias de extragdo, soxlhet e ultrasons, foram avaliadas para o conteudo
lipidico, bem como o perfil em acidos graxos, vitamina D e tocoferdis. Em resumo,
o método Soxhlet com hexano demonstrou ser eficiente, resultando em extratos
concentrados e de alta qualidade. Essa técnica se mostra promissora para estudos
de Oleos vegetais, especialmente em espécies com potencial bioativo ainda pouco
explorado. O estudo refor¢ca a importancia de métodos de extracdo otimizados para
aumentar o rendimento e a qualidade dos compostos bioativos, tornando o Soxhlet

com hexano uma escolha recomendada para futuras pesquisas sobre essa espécie.

Palavras: Bolota, carvalho negral, 6leo, valor nutricional, composi¢ao quimica



ABSTRACT

The Montesinho Natural Park (PNM) is a protected area characterized by a
relief landscape, where Quercus pyrenaica oak forests play a predominant role,
being used mainly for the production of wood, disregarding the value of the fruit, the
acorn, despite its ancestral uses in human and animal food. This non-wood forest
product is nutritionally rich, with high levels of starch, protein, minerals and fats. In
particular, the oil extracted from acorns has characteristics comparable to those of
olive oil, with a composition rich in bioactive compounds and therefore greater
potential to be considered for industrial purposes. Some studies on the acorns of
other species describe the oil as a source of unsaturated fatty acids and bioactive
compounds, while information on the acorn oil of Q. pyrenaica is scarce.The main
objective of this work is to evaluate oil extraction methods and the composition of the
oil extracted from Q. pyrenaica acorns, in order to enhance the value of the product.
To this end, for the optimization of the extraction process, two methods, soxlhet and
ultrasound, were evaluated for lipidic content, as well as the fatty acid profile of vD
and tocopherols. This technique shows promise for studies of vegetable oils,
especially in species with bioactive potential that has yet to be explored. The study
reinforces the importance of optimized extraction methods to increase the yield and
quality of bioactive compounds, making Soxhlet with hexane a recommended choice

for future research on this species.

Keywords: acorn, black oak, oil, nutritional value, chemical composition
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1.INTRODUCAO

O género Quercus spp, pertencente a familia das Fagaceae, revela-se um
universo fascinante composto por aproximadamente 300 espécies de arvores que
povoam distintos cantos do nosso planeta. Nesse mosaico arbdéreo, pode se
destacar a Quercus pyrenaica, ou carvalho negral, cujos frutos, denominados
bolotas, sdo um tesouro que pode ser empregado na industria.

A ancestralidade dessas espécies remonta a vastas florestas naturais, hoje
preservadas em pequenas areas onde predominam os carvalhos do género
Quercus. Em Portugal, foram identificadas oito espécies desse género, cada uma
adaptada a diferentes regides e condi¢des ecoldgicas: Quercus suber (sobreiro), Q.
faginea, Q. pyrenaica/nigra (carvalho-negral), Q. ilex/rotundifolia, Q. robur, Q.
canariensis, Q. coccifera e Q. lusitanica. Devido as condigdes ambientais tem sua
particularidade na regido norte de Portugal abriga florestas densas e diversificadas,
onde Quercus robur e Q. pyrenaica sao as especies mais abundantes (Ferreira-Dias
et al., 2003).

A bolota esta se tornando uma nova alternativa como um alimento funcional
promissor e uma alternativa rica em nutrientes para a industria alimenticia. Estudos
destacam seu valor nutricional e os beneficios que pode oferecer a saude, seja
quando consumida como fruta, transformada em farinha ou utilizada na forma de
O0leo. Esse crescente reconhecimento tem impulsionado a pesquisa e o0
desenvolvimento de produtos inovadores que exploram seu potencial, promovendo
alternativas saudaveis e competitivas que atendem a demanda por ingredientes
naturais e funcionais no mercado (Brochado.F.B.J.l, 2020).

Na area da saude, a bolota destaca-se como um alimento funcional devido a
presenca de compostos fendlicos em todas as espécies de Quercus. Esses
compostos sdo associados a uma variedade de beneficios para a saude, incluindo
propriedades  antioxidantes, antibacterianas, antimicrobianas, antifungicas,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas, anti acneicas e cardioprotetoras.
Esses efeitos tornam a bolota uma opcédo promissora para o desenvolvimento de

produtos que promovam a saude e o bem-estar (Monteiro.R.E et all, 2023).
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A bolota de Quercus pyrenaica tem uma composigao nutritiva e bioativa de
grande interesse nutricional e funcional. Sua composi¢do rica em carboidratos,
lipidios e proteinas, € uma fonte energética relevante. Seus acidos graxos
predominantes incluem oleico, linoleico e palmitico, proporcionando gorduras
saudaveis. Além disso, contém compostos antioxidantes, como tocoferdis, e outros
fitoquimicos que combatem o estresse oxidativo. A presenga de vitaminas e minerais
essenciais, como vitamina D (Pinheiro Pacheco.R.A, 2015 ; Fatima. Z, 2018).

O acido oleico, o principal acido graxo monoinsaturado presente nas bolotas,
pertence a série 6mega-9 e é amplamente reconhecido por seus beneficios a saude
cardiovascular. O consumo de alimentos ricos em acido oleico pode auxiliar na
reducao dos niveis de colesterol LDL (lipoproteinas de baixa densidade) e do
colesterol total, o que contribui para a diminuicdo do risco de desenvolver doengas
cardiovasculares (Tejerina et al., 2011 ; Almeida et al., 2018).

Aplicagdo do o6leo da bolota é uma aposta para um futuro, no
desenvolvimento de novos produtos, ja que € comprovado que em sua COomposi¢ao
possui vitamina A e vitamina E. A vitamina A é muito utilizada em sua forma de
retinol, um antioxidante muito utilizado na industria de cosméticos, ja a vitamina E é
utilizada para produgao de hidratantes (Tejerina et al., 2011 ; Almeida et al., 2018)

Em resumo, o método Soxhlet utilizando hexano mostrou-se eficaz,
proporcionando extratos mais concentrados e de alta qualidade. Isso indica que
essa técnica pode ser amplamente aplicada em pesquisas de Oleos vegetais,

especialmente em espécies com potencial bioativo ainda pouco explorado.
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2.0BJETIVO
2.1. OBJETIVO GERAL

Efetuar o levantamento e otimizagdo do processo de extragdo do doleo de
bolotas de Quercus pyrenaica, com origem no Parque Natural de Montesinho, em

Braganca, como fonte de 6leo alimentar e avaliagao do seu valor nutricional.
2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar o rendimento da extracao do 6leo de Quercus pyrenaica,;

Determinar o melhor método de extragao;

)
)
c) Determinar pardmetros de qualidade da extragao do 6leo;
) Determinar a composi¢cao quimica;

)

Determinar de forma quantitativa a vitamina E e vitamina D;

f) Determinar as propriedades bioativas do dleo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. GENERO Quercus

3.1.1. Classificacao botanica

O género Quercus tem sido historicamente importante para os botanicos
devido a sua importancia na industria, fornecendo uma gama diversificada de
produtos valiosos, como madeira de alta qualidade, cortiga, frutas comestiveis e
substancias utilizadas em processos de curtimento e tinturaria. Além disso, suas
espécies frequentemente impressionam pelo seu porte imponente, o que adiciona
outro nivel de fascinio para aqueles que estudam essas plantas (Coutinho.X.P.A,
1888).

O género Quercus spp. da familia Fagaceae, abrange cerca de 300 espécies
de arvores em todo o mundo, produzindo a conhecida bolota, essencial para
humanos e animais. As bolotas tém uma longa histéria de uso nutricional, com
destaque para o leste dos EUA, Argélia e Marrocos, onde o oOleo de bolota &
empregado tanto na culinaria quanto como unguento para queimaduras e
ferimentos. Esse legado evidencia a importancia multifacetada desses frutos na vida
humana ao longo do tempo (Bainbridge, 2001).

Durante a época romana e antes disso, as bolotas eram amplamente
utilizadas como alimento na regido mediterranica, especialmente durante periodos
de escassez de alimentos. No entanto, ao longo do tempo, o consumo humano
regular de bolotas diminuiu significativamente, e atualmente elas séo principalmente
consumidas por animais de pastoreio. A espécie Quercus pyrenaica € uma espécie
de carvalho muito comum na Espanha e Norte de Portugal, em que a bolota também
é utilizada para alimentagdo animal e humana. (Lassoued.R, Abderrabba e M,
Mejri.j, 2018, Benyoussef. B, 2022, Martins RB et al, 2022).

As espécies de género Quercus apresentam uma semelhanga notavel, pode
se dizer que seus frutos, as bolotas tém uma época especifica para serem geradas

pelo carvalho quando estes atingem sua idade adulta entre 15 a 20 anos de idade. O
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embrido € composto por dois cotilédones que incluem o endosperma onde se
acumulam as reservas energéticas. Deve-se ressaltar que o embrido € uma parte
delicada da constituicdo da semente que necessita de condi¢gbes apropriadas para

sua germinagéao (Abreu.A.l.M, 2020).

3.1.2. Origem e distribuigao

No mundo antigo, antes da ampla disseminagdo do cultivo de cereais na
Grécia e, posteriormente, em algumas regides montanhosas da Grécia antiga, os
frutos silvestres eram a principal fonte de alimento para as populagdes. Entre esses
frutos, destacavam-se as castanhas, sendo consideradas mais nobres entre as
bolotas (Soares. C e Ribeiro.S.G, 2018).

O consumo, algo crucial em tempos em que a manipulagdo de alimentos
precisa ser eficiente. Além disso, as bolotas fornecem nutrientes essenciais, sendo
uma fonte acessivel de energia em um periodo anterior a agricultura intensiva. Sua
importancia se estende além do valor nutricional, pois também oferece flexibilidade
em sua utilizagdo, tanto cruas quanto cozidas, sendo um alimento vital para
comunidades que dependem dos recursos (Soares. C e Ribeiro.S.G, 2018).

Portugal tem extensas areas de carvalhos, cujas bolotas eram antigamente
consideradas um alimento essencial na Europa, Asia, Norte de Africa e Médio
Oriente. Atualmente, apenas uma pequena parte € usada na alimentagdo animal,
apesar do potencial desses recursos (Bainbridge, 2001).

Em Portugal, o consumo humano de bolota tem origens pré-histéricas e foi
amplamente praticado até meados do século XX, especialmente na regiao do
Alentejo, quando a qualidade de vida piorou. A bolota se tornou um alimento
alternativo neste periodo de escassez, se tornando simbolo de esperanca
(Monteiro.R.E et all, 2023).

No século XX, a alimentag&o da populagao portuguesa passou por mudangas
significativas em algumas regides de Portugal. Devido ao agravamento das
condigcbes de vida, provocado por fatores adversos como o racionamento de
recursos durante a Segunda Guerra Mundial e os efeitos da Guerra Civil Espanhola,

a populacao rural teve que se adaptar. Em um cenario de escassez de alimentos e
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simultdnea abundancia de bolotas, tradicionalmente usadas para alimentagcéo de
porcos, esses frutos foram ressignificados e passaram a ser consumidos como
substitutos dos cereais, ajudando a suprir a fome (Fonseca.A e Barata.T.F, 2018).

A sua ancestralidade é uma vasta area de floresta natural localizada em
pequenos acervos, onde se encontram os carvalhos do género Quercus. Foram
identificadas  oito  espécies em  Portugal:  Quercus.suber, Q.faginea,
Q.pyrenaica/nigra, Q. ilex/rotundifolia, Q.robur, Q.canariensis, Q.coccifera,
Q.lusitanica. O norte de Portugal, devido as suas condi¢des ecoldgicas, apresenta

florestas ricas em Quercus robur e Q. pyrenaica (Ferreira-Dias et al., 2003).

jar, AAmado, CVilaVicosa, ASilva et a

to,C A
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Figura 1 - Mapa da presencga de Quercus pyrenaica em Portugal
Os pontos pretos no mapa de Portugal, representam as regides onde se encontram as espécies
Quercus.
Fonte: Flora.on, 2023

O género Quercus de carvalho € muito comum em algumas regides no
mundo, com variagdes de altura, tamanho de folhas e como a forma de sua bolota e
suas propriedades quimicas e nutricionais. A tabela 1 nos apresenta diferentes

regides ao retorno do mundo que indica as diferentes espécies de Quercus.
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Tabela 1 - Espécies do género Quercus no mundo

Regiao Espécie

Turquia Q. pontica
Q.robur
Q.hatwissiana
Q.frainetto
Q.petraea
Q.vulcanica
Q.ithaburensis
Q.brantii
Q.libani
Q.trojana
Espanha Q.faginea
Q.suber
Q.pyrenaica
Q. coccifera
Q.ilex
Portugal Q. faginea
Q.ilex
Q.nigra
Q.pyrenaica
Q.suber
Alergia Q.aelgilops
Q.infectoria
Q.calliprinos
Letonia Q.rubra
Q.robur
Sérvia Q.robur
Q.cerris

Fonte: Benyoussef.B, 2022

3.1.3. Especificidades botanicas do Quercus pyrenaica

O Quercus pyrenaica é um carvalho de tamanho médio, alcangando
geralmente de 20 a 25 metros de altura (Figura 2). Suas folhas podem ser caducas
ou persistentes, especialmente em arvores jovens e brotos. Elas possuem cortes
profundos e irregulares, cobertas por pélos estrelados em ambos os lados,

conferindo uma cor acinzentada e aumentando sua resisténcia a seca (Figura 3).
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Esta espécie € comumente encontrada em solos de origem siliciosa, em altitudes
que variam de 400 a 1600 metros, podendo ocasionalmente ser encontrada até
2000 metros (Lorite. J et al., 2013).

A bolota apresenta caracteristicas especificas como, a falta do endosperma e
a presenga de um embrido aclorofilado. O género Quercus apresenta muitas
espécies, que tém entre si diferengas na filogenética e nos fatores ecoldgicos de
crescimento. Deve-se ressaltar que entre espécies de carvalho, o tamanho da bolota
estd positivamente correlacionado com a duragdo do seu periodo de

desenvolvimento e com as chuvas (Vinha et al., 2016).

Figura 2 - Carvalho negral Figura 3 -Folhas e Bolota de Quercus
Fonte: Flora, 2023 Fonte: Flora, 2023

3.1.4. Importancia da bolota

A bolota esta emergindo como alimento funcional e fonte alternativa de
ingredientes valorizados na industria alimenticia. Seu potencial na nutrigdo humana,

seja como fruta, farinha ou dleo de cozinha, tem sido destacado em estudos
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recentes devido ao seu valor nutricional e beneficios para a saude. Este
reconhecimento impulsiona a pesquisa para desenvolver novos produtos saudaveis
e competitivos (Brochado. F. B. J. I, 2020).

O potencial na prevencao e tratamento de varias condi¢cdes de saude, como
disturbios gastrointestinais (diarreia e indigestao), infec¢gdes do trato urinario e da
pele, asma e protegdo contra a doenca de Alzheimer, embora sejam necessarios
mais estudos para confirmar esses efeitos. Na medicina tradicional, o miolo dessa
substancia é utilizado como adstringente, antidiarreico e antidoto para mordidas de
serpentes (Monteiro. R. E et all, 2023).

Na area da saude a bolota apresenta ter uma funcionalidade como alimento
funcional, por possuir teores de compostos fendlicos, presentes em todas as
espécies de Quercus. Estes estdo associados a agbes antioxidantes,
antibacterianas,antimicrobianas,antifungicas,antiinflamatorias,anticancerigenas,antid
iabéticas, antiacneicas e cardioprotetoras (Monteiro. R. E et all, 2023).

O consumo de bolotas tem sido registrado desde o século XIV, embora
atualmente seja principalmente utilizado na alimentagdo de suinos. Considerados
frutos secos, basicamente classificados como frutos de casca rija, as bolotas
possuem niveis significativos de lipidios. Elas podem ser consumidas in natura, na
forma de farinha ou 6leo (Pacheco. P. R. A, 2015).

E crucial encontrar fontes alternativas sem gluten para atender as
necessidades dos pacientes celiacos. Considerando que a bolota € um alimento nao
proteico, destaca-se a importancia de utilizar sua farinha na produgao de produtos
de padaria para esses individuos. Embora os produtos sem gluten sejam geralmente
considerados de baixo valor nutricional, o uso da farinha de bolota oferece uma
alternativa viavel (Korus et al., 2015; Kasarda, 2013).

Em decorréncia dos avancos nas areas agricola e genética, tém surgido
propostas promissoras para a utilizagdo de novas culturas selvagens visando a
producao de 6leos comestiveis. Entre essas opcdes, as bolotas se destacam como
frutos comestiveis altamente valorizados em varias regides do Mediterraneo,
encontrando aplicagdo na culinaria, na industria cosmética e na medicina tradicional.
Embora a maioria das espécies apresenta teores de 6leo que nao ultrapassam os

12%, estudos recentes tém revelado excegcbes a esse padrdao, com alguns
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exemplares chegando a apresentar teores mais elevados, chegando a 30% em

determinadas condigdes (Pacheco. P .R .A, 2015).

3.1.5. Composicao geral

As bolotas de Quercus pyrenaica possuem uma COMpPOSIGA0 rica em
nutrientes e compostos bioativos, tornando-a um alimento de interesse tanto
nutricional quanto funcional. Em geral, a bolota é composta por uma alta
porcentagem de carboidratos, seguida por lipidios e proteinas, o que contribui para
seu valor energético (Pacheco.R.A, 2015). Seus acidos graxos predominantes
incluem acidos oleico, linoleico e palmitico, destacando-a como uma f onte de
gorduras saudaveis. Além disso, é rica em compostos antioxidantes, como tocoferois
(vitamina E) e outros fitoquimicos que desempenham um papel protetor contra o
estresse oxidativo. A bolota também apresenta vitaminas e minerais essenciais,
incluindo vitamina D, calcio, potassio e magnésio, que sao importantes para a saude
O0ssea e a funcdo imunoldgica. Essa composicdo torna a bolota de Quercus
pyrenaica um alimento de alto potencial para aplicagdes na alimentagcdo e em
produtos nutracéuticos (Pinheiro Pacheco.R.A, 2015 ; Fatima. Z, 2018).

Em termos de compostos fendlicos, estdo presentes na bolota, acido elagico
e seus derivados e acido galico e seus derivados (como derivados galoil- e ésteres
hexa-, hidroxi-, difenilicos de glicose e O- ou C- glicosideos) e varios flavondides,
substancias que podem trazer muitos beneficios ao ser humano. Estes compostos
sdo essenciais, com alta capacidade de serem agentes antioxidantes, estando
ligados a uma diminuicdo do risco de doengas -cardiovasculares, doencgas
inflamatdrias, diabetes, alguns tipos de cancer, infeccdo microbiana, infecgao pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e outras doencas. (Vinha et al., 2016).

Os compostos fendlicos estdo intrinsecamente ligados com as propriedades
antioxidantes, essenciais para retardar a oxidagdo de compostos vitais na vida,
impedindo a iniciacdo ou propagacao de reagdes em cadeia. Essa atividade é crucial
na prevengcdo da oxidagado de alimentos, medicamentos e cosméticos, além de
desempenhar um papel fundamental na protecdo contra diversas doencgas, como

cancer, doengas cardiovasculares, inflamatérias, neurodegenerativas e autoimunes
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(Pinheiro Pacheco. R. A, 2015).

Os minerais presentes nas bolotas, como fluor, cobre, zinco, manganés,
calcio, magnésio, fésforo e potassio, desempenham papéis cruciais em processos
metabdlicos, atuando como cofatores enzimaticos essenciais para a digestéo,
absorcao e fornecimento de energia. A composicdo do solo, o clima e a flora
microbiana podem influenciar significativamente o teor de minerais nas bolotas,
afetando assim seus atributos sensoriais e valor nutricional (Pacheco. P. R. A, 2015).

As bolotas sdo reconhecidas como uma fonte rica de vitaminas,
especialmente A e E, além de fitoesterdis, com destaque para o [-sitosterol, e
alcoois alifaticos, principalmente tetracosanol. Estudos sugerem que uma dieta
contendo fitoesterdis, que possuem uma estrutura quimica semelhante ao colesterol,
pode reduzir a absor¢cdo de colesterol e os niveis de colesterol no sangue,
competindo pela absorgao nos intestinos (Brochado Ferreira. B. J. [, 2020).

Nos ultimos tempos, o 6leo de bolota tem despertado um interesse renovado,
principalmente devido as suas propriedades distintas, incluindo a presenca de
vitaminas lipossoluveis em sua composicado. Este foco renovado tem suscitado um
olhar mais atento para o potencial nutricional e as possiveis aplicagdes dessas
sementes em diversos campos, destacando sua relevancia em estudos e pesquisas

relacionados a saude e a alimentacgao.

3.1.5.1. Acido graxos

As bolotas de Quercus pyrenaica, o carvalho-negral, apresentam um perfil
lipidico diversificado e interessante do ponto de vista nutricional e industrial. Ricas
em acidos graxos, especialmente monoinsaturados, as bolotas tém despertado
interesse pelo seu potencial em produtos alimenticios e na alimentacdo animal,
proporcionando beneficios tanto para a saude humana quanto para a qualidade dos
produtos derivados.O principal acido graxo monoinsaturado encontrado nas bolotas
€ o acido oléico (C18:1n-9), da série 6mega-9, conhecido por suas propriedades
benéficas a saude cardiovascular (Figura 4). O consumo de alimentos ricos em
acido oleico ajuda a reduzir os niveis de lipoproteinas de baixa densidade

(LDL-colesterol) e o colesterol total, 0 que pode contribuir para a reducéo do risco de
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doencgas cardiovasculares. Em estudos sobre alimentagéo animal, a carne de porcos
criados com dietas a base de bolotas apresentou uma proporc¢ao elevada de acido
oleico e uma redugao nos acidos graxos saturados, como o acido palmitico (C16:0)
e 0 acido estearico (C18:0). Essa modificagdo no perfil lipidico torna a carne mais
saudavel e atrativa para o consumo humano, além de influenciar positivamente o

sabor dos produtos finais (Tejerina et al., 2011 ; Almeida et al., 2018).

OH

Figura 4 .Acidos graxos mais abundantes na bolota.
A: acido palmitico; B: acido oleico; C: acido linolénico.

O acido linolénico (C18:3), (Figura 4), da série bmega-3, € outro componente
importante nas bolotas de Quercus pyrenaica. Este acido graxo poli-insaturado €&
essencial para a saude humana, mas nao pode ser sintetizado pelo organismo,
devendo ser obtido pela dieta. Fontes comuns incluem vegetais como soja, linhaga e
nozes . A presenca de acido linolénico nas bolotas agrega valor nutricional e
promove um perfil lipidico saudavel (Norris, 2021).

Os acidos graxos relevantes, incluem o acido tetradecandico (C14:0), também
conhecido como acido miristico. Este acido graxo saturado de 14 carbonos €
comumente encontrado em alimentos de origem vegetal e animal, como na

noz-moscada, e é utilizado pela industria alimenticia como um componente de sabor.
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No entanto, em sua forma pura, pode causar irritacéo na pele e nos olhos. O acido
araquidico (C20:0), um triglicerideo de cadeia longa, também esta presente nas
bolotas, conferindo estabilidade oxidativa ao 6leo e aumentando seu potencial para
aplicagdes industriais (Burdock & Carabin, 2006; Callegari, 2015; Antoniassi &
Freitas, 2021).

Os acidos palmitico (C16:0), (Figura 4), e estearico (C18:0) desempenham
papéis importantes na industria de laticinios. Quando suplementados na alimentacao
de ruminantes, como vacas e ovelhas, contribuem para o aumento da producao e do
teor de gordura do leite, 0 que é especialmente vantajoso para a produgao de
derivados lacteos com alto teor de gordura (Loften et al., 2014).

O acido palmitoleico (C16:1), um acido graxo monoinsaturado também
chamado de acido n-hexadecano, é amplamente aplicado nas industrias
farmacéutica e de biotecnologia devido as suas propriedades bioativas,
destacando-se como um ingrediente valioso em produtos de saude e cosméticos
(Abreu, 2017).

O acido linoleico (C18:2), da série 6mega-6, € encontrado em 6leos vegetais
como os de semente de linho, soja e canola. Pesquisas apontam que o acido
linoléico tem a capacidade de inibir a carcinogénese em animais de laboratério,
sugerindo um potencial efeito protetor contra o cancer Essa propriedade, somada
aos beneficios conhecidos dos acidos graxos 6mega-6 na modulacao de processos
inflamatorios e na saude do sistema imunoldgico, torna o acido linoleico um
componente relevante para a industria de alimentos funcionais (Zacarchenco, 2012).

O perfil de acidos graxos das bolotas de Quercus pyrenaica revela seu alto
valor nutricional e potencial de aplicacdo em diversas industrias, incluindo a
alimenticia, cosmética, farmacéutica e até na biotecnologia (Tabela 2). Esse conjunto
de acidos graxos nao apenas beneficia a saude humana, mas também contribui para
a valorizagao de produtos derivados, ampliando o aproveitamento sustentavel dessa
espécie em ecossistemas mediterrdneos e promovendo uma integragao entre

natureza e inovacao industrial.
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Tabela 2 - Acidos graxos encontrados na extracdo por soxhlet utilizando
solvente hexano do 6leo de Bolota da espécie Quercus pyrenaica

Nome Formula quimica Quantidade (%)
Acido tetradecandico C:14:0 0,18
Acido palmitico C16:0 12,17
Acido estearico C18:0 3,23
Acido eicosanoico C20:0 0,54
Acido palmitico C16:1 0,38
Acido oleico C18:1 57,46
Acido Linoleico C18:2 21,30
Alfa Linolénico C18:3 0,80

Fonte: Taib.M et al, 2020

3.1.5.2. Vitaminas D

A vitamina D € uma vitamina lipossoluvel, importante pois ela pode ser
encontrada em diversas fontes de alimentos, além de poder ser absorvida por meio
da sintetizacdo da luz do sol. Ela pode ser encontrada em 2 formas primarias de
vitamina D sdo D2, ergocalciferol e D3, colecalciferol. O ergocalciferol pode ser
obtido de fontes vegetais, enquanto o colecalciferol pode ser obtido de alimentos de
origem animal e exposig¢éo a luz solar (Ming. C, et all, 2016).

A vitamina D exerce fungdes semelhantes as dos hormoénios esterdides e
tireoidianos, com efeitos tanto genéticos quanto nédo-genémicos. No intestino, ela
facilita a absorgéo rapida de calcio (Ca®"), enquanto nos osteoblastos promove a
ativacdo de canais de cloreto (CI). Além disso, a vitamina D esta envolvida na
secrecdo de insulina pelas células B-pancreaticas e na regulagdo da migragao
celular em células musculares lisas e endoteliais, desempenhando um papel crucial
em varios processos fisiologicos (Ferraz. L, et al, 2018).

A Tabela 3 apresenta um estudo conduzido por Laleye et al. (2009), que
avaliou a presencga e a concentragdo de vitamina D em diferentes tipos de 6leos
vegetais. Os o6leos analisados foram obtidos por meio do método de extragao

Soxhlet. Este estudo destaca as variagdes na composi¢cao de vitamina D entre os
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oleos, fornecendo dados relevantes para sua aplicagdo nutricional e industrial. Em

sequéncia a tabela 3.

Tabela 3 - Estudo de analises de vitamina D em diferentes tipos de éleos

Tipo de amostra Numero de amostras Média (mg/100 g)
analisadas
Oleo de palmoleina 7 2,18
Oleo de girassol 4 1,82
Oleo hidrogenado 3 3,51

Fonte: Laleye et al. 2009

3.1.5.3. Vitaminas E

A vitamina E, embora essencial, difere da maioria dos nutrientes por nao
desempenhar um papel especifico nas funcbes metabdlicas. Sua principal funcao
biolégica é atuar como um antioxidante inespecifico, combatendo radicais livres e
interrompendo reagdes oxidativas. Além disso, tem propriedades imunomoduladoras
e pode influenciar a expressédo génica ao modular enzimas envolvidas na transdugao
de sinal (Galmes & Palou, 2018; Alonso et al., 2018).

A vitamina E, composta por oito vitdmeros (quatro tocoferdis e quatro
tocotriendis), um detalhe importante € que é exclusivamente sintetizada por plantas.
Ela desempenha um papel crucial na protecdo contra os danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio, exercendo um papel como antioxidante natural. E
importante ressaltar a valorizagdo na preservagao de produtos alimenticios devido
as suas propriedades antioxidantes (Yoshida et al. 2003). As estruturas dos quatro
tocoferdis estdo na Figura 5.

A tabela abaixo apresenta dados do estudo realizado por (Taib et al. 2020),
que investigou a quantidade de tocoferdis presentes na vitamina E na espécie
Quercus pyrenaica. Os resultados destacam a concentracéo de diferentes isdbmeros
de tocoferdis, fornecendo informacdes relevantes sobre o perfil antioxidante desta
espécie e contribui para a valorizacdo dos 6leos derivados de Quercus pyrenaica

como fontes naturais de compostos bioativos, particularmente de vitamina E. A
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vitamina E pode ser apresentada os seus respectivos valores na tabela 4.

Tabela 4 - Compostos que formam a Vitamina E extraidos do 6leo da espécie

Quercus pyrenaica.
Composto mg/kg
a-Tocoferol 10,25
-Tocoferol 0
y-Tocoferol 21,44
w-Tocoferol 0,60

Fonte: Taib.M et al, 2020

R, R, Tocoferol
CH, CH, A
CH; H B

H CH, r

H H A

Figura 5 - Estrutura tocoferois
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3.1.5.4. Importancia e aplicacdo do 6leo de bolota

O dleo de bolota, extraido de espécies do género Quercus, possui diversas
aplicagdes, principalmente na area alimenticia. Ele é amplamente utilizado como
substituto do azeite devido as suas caracteristicas organolépticas semelhantes e é
um ingrediente tradicional na culinaria regional de algumas regides de Portugal.
Estudos realizados na Turquia com diferentes espécies de Quercus revelaram uma
composi¢ao rica em acidos graxos, como acido oleico, linoleico e palmitico, além de
compostos antioxidantes e tocoferdis. Além de seu valor nutricional, o éleo de bolota
também apresenta grande potencial na industria cosmética, sendo aplicado na
formulacdo de cremes hidratantes, antioxidantes e até em produtos inovadores,
como seéruns ou aguas micelares, devido as suas propriedades hidratantes e
regeneradoras (Fatima Z. Makhlouf, Giacomo Squeo et all, 2018).

Pesquisas mais aprofundadas corroboram com a viabilidade de utilizar o éleo
extraido das améndoas das bolotas na producao de biodiesel. Apresenta compostos
de relevancia, tais como &cido latico, bioetanol e biobutanol, fortalecendo seu
potencial para contribuir significativamente para a industria de biocombustiveis.
(Pawet G, Magdalena R, Anna Grygier et al 2019).

As bolotas s&do amplamente valorizadas no Mediterraneo por seu uso em
culinaria, cosmética e medicina tradicional. Estudos mostram que o teor de dleo
desses frutos geralmente ndo ultrapassa 12%, embora investigagbes mais antigas
relatam teores de até 30%. O Oleo extraido das bolotas possui caracteristicas
fisico-quimicas e nutricionais semelhantes ao azeite, incluindo cor, indice de
saponificacdo, coeficiente de extingdo UV e perfil lipidico . Além do valor nutricional,
destaca-se pela excelente estabilidade oxidativa. O perfil de acidos graxos das
espécies Quercus suber e Quercus ilex é comparavel ao de éleos ediveis como os
de girassol, amendoim, abacate e azeite, e também ao 6leo de lentisco, ressaltando
seu potencial como alternativa sustentavel para a producao de 6leos comestiveis e
funcionais (Pacheco. P .R .A, 2015).
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3.2. METODOS DE EXTRACAO DE OLEO

3.2.1. Método de extragao por prensa a frio

O d6leo de bolota pode ser extraido por diferentes métodos, sendo a
prensagem a frio um dos mais conhecidos. Esse processo utiliza uma pressao de
0,5 MPa (figura 6) e é considerado o método mais viavel, pois consome menos
energia em comparagdo com outras técnicas de extracdo. No entanto, uma
desvantagem dessa abordagem é que, em algumas espécies de bolota, o teor de
Oleo pode ser relativamente baixo, como no estudo (Taib. M et al, 2020) o teor de
Oleo das espécies de bolota variou de 5% a 20%, dependendo da variedade e da
localizagdo da amostra coletada exigindo uma quantidade maior de bolotas para se

obter um volume satisfatorio de éleo (Taib. M et al, 2020).

Figura 6 - Prensa hidraulica

3.2.2. Método de extragao por soxhlet

A extracdo por Soxhlet (figura 7) utiliza solventes organicos, como hexano e

éter de petroleo, que sao utilizados para a obtencdo de o6leo de bolota. Esta
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metodologia, empregada ha mais de um século, € considerada altamente eficiente.
Entre suas principais vantagens estdo a simplicidade do processo, que nao requer
filtracao apds a etapa de lixiviagao, e o baixo consumo de energia. No entanto, o uso
de solventes toxicos representa um desafio, pois s&o dificeis de eliminar
completamente, o que pode resultar em uma contaminagdo significativa dos
produtos finais (Taib. M et al, 2020).

Figura 7 - Sistema de extracdo Soxhlet

E um sistema de extracdo sélido-liquido amplamente utilizado em laboratério para obter compostos

soluveis de materiais solidos, sendo eficiente e ideal para analises de 6leos e gorduras.
3.2.3. Método de extragao por ultrassom
Entre as técnicas modernas utilizadas, a extragdo assistida por ultra-sons

figuras 8 e 9, destaca-se por empregar ondas de alta frequéncia que geram bolhas

cavitacionais. Essas bolhas causam rupturas na parede celular das plantas,



32

facilitando a liberagdo das substancias intracelulares para o solvente. Além disso,
essa técnica tem se mostrado eficaz como um método de intensificacdo no processo
de extracdo de 6leo de améndoa, melhorando tanto a eficiéncia quanto a qualidade
do produto final. A vantagem dessa extragdo € que ela € mais rapida, porém é
necessario se fazer varias repeticbes para se obter um resultado significante
(Oliveira. L. C, et all, 2018).

Figura 8 - Sistema de extragéo ultrassom Figura 9 - Sistema de extragéo ultrassom
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no Instituto Politécnico de Braganca. As
analises serao realizadas nos laboratérios do Centro de Investigagdo de Montanha

(a definir conforme infraestrutura e disponibilidade).

4.1. MATERIAL

As amostras de bolotas de Quercus pyrenaica, 500g, foram coletadas no
Parque Natural de Montesinho, em diferentes localidades do concelho de Vinhais, no
estagio final de maturagdo, em outubro de 2023. Apds a coleta, as amostras foram
imediatamente congeladas a -20 °C para posterior extracdo e analise.
Posteriormente, retirou-se o pericarpo e a cupula as bolotas e os frutos foram de
seguida trituradas utilizando um processador (modelo Bimby, TM6, marca Vorwerk),
em dois estagios distintos: uma parte foi moida até se obter grdos e a outra até se
transformar em farinha. Apds a trituragdo, ambas as amostras foram liofilizadas (tipo
de liofilizador, Telstar modelo LYOQUEST-55 PLUS) e, em seguida, armazenadas
em um refrigerador. As amostras permaneceram armazenadas a temperatura

ambiente até o momento da extragao final.

4.2. EXTRACOES

4.2.1. Extragcao do 6leo de bolota

4.2.1.1. Extragdo por Soxhlet

No processo de extragao utilizando o equipamento Soxhlet (marca Behrotest,
NF ISO 8262-3, 2006”), foi utilizado o solvente hexano. Para cada extragao foram
colocados 10 g de bolota tritura em granulos nos cartuchos (figura 10) de Soxhlet e
colocado dentro do dedal do aparelho. Foram adicionados no equipamento 90 mL de

solvente hexano. O sistema foi aquecido até atingir a temperatura de ebuligdo do
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solvente (70°C para hexano) em banho-maria foram deixados por 6 h. O solvente foi
evaporado a pressao reduzida a 40°C até o peso constante. Apds o processo de
extracdo as amostras de 6leo (figura 11) foram colocadas no rota-evaporador em
uma temperatura de 70 °C e em uma rotacdo de com temperatura de 40°C para
evaporar todo o hexano presente no 6leo. Apds obter o 6leo, as amostras em
triplicata foram pesadas para calculo dos rendimentos de extracédo (Brochado. F. B.

J. 1, 2020). -

Figura 11 - Oleo de Bolota
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4.2.1.2. Extragao por prensa a frio

Foi utilizado uma prensa hidraulica (figura 12) para a extracdo do 6leo de
forma mecanica das sementes das amostras. O equipamento esta disponivel no
laboratério de quimica do Centro de Investigagdo de Montanha do Instituto
Politécnico de Braganga (IPB). Trata-se de um pistdo acionado hidraulicamente para
comprimir a matéria prima disposta em um cilindro com um orificio que saira o éleo,

pode ser utilizado o calor para que o processo.

Figura 12 - Sistema de prensa

4.2.1.3. Extragdo por Ultrassom

O dleo de bolota foi extraido usando uma solugcéo de hexano 50% (v/v) na
propor¢ao de 1:60 (m). Para o procedimento, os beckers contendo 6,3g bolotas
trituradas e o solvente foram colocados em um banho ultrassénico (Q1.8/40,
ECOSONICS) figura 13 e 14 com temperatura controlada de 45°C e frequéncia
ultrassénica de 40 kHz. A extracdo foi realizada em ftriplicata, com duracdes de 15
(T15) e 30 (T30) minutos. Apds o banho ultrassénico, a solugéo foi filtrada com papel
fitro e o liquido resultante foi para o rota-evaporador (figura 15) e depois

armazenado em temperatura ambiente no laboratério (Sganzerla.M, 2009).
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Figura 13 - Processo de separagdo entre hexano e 6leo

(a - Sistema de ultrassom; b - Sistema de filtragem; ¢ - Sistema de evaporador)

4.2.2. Determinagao de acidos graxos

Os acidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa acoplada a
um detetor de ionizagdo por chama (GC-FID, instrumento DANI modelo GC 1000,
Mildo, lItalia), conforme descrito por Barros et al. (2013). O extrato lipidico obtido
apos extragao por Soxhlet (ver subtitulo 4.3.1.) foi submetido a um processo de
derivatizacdo para obtencdo de acidos gordos passiveis de volatilizagao,
denominados FAME (Fatty acid methyl ester — ésteres metilicos de acidos gordos).
Para isso, ao extrato lipidico foi adicionado 5 mL de uma solugdo de metanol/acido
sulfurico/tolueno na proporgao 2:1:1 (v/v/v), e colocado em banho-maria a 50 °C
durante 12 horas sob agitagao de 160 rotagdes por minuto (rpm). Apds o qual, com o
intuito de potencializar a separagao das fases, foi adicionado 3 mL de agua destilada

e 3 mL de éter etilico no qual se dissolveram os FAME. Para eliminar qualquer
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residuo de agua, o sobrenadante foi colocado em contacto com uma pequena
porcao de sulfato de sédio anidro, recuperando-se a amostra e filtrando-a (filtro de
nylon 0,2 ym) para um vial com tampa de membrana de teflon. A identificacdo do
perfil de acidos gordos foi feita através de um sistema GC (Modelo DANI GC 1000)
equipado com um injetor split/splitless, detetor de ionizagdo de chama (FID, 260 °C)
e uma coluna Macherey-Nagel (30 m x 0,32 mm x 0,25 ym df). O forno foi
programado com os seguintes pardmetros: a temperatura inicial da coluna foi 100
°C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a temperatura a 10 °C/min até 140 °C,
3 °C/min até 190 °C, 30 °C/min até 260 °C durante 2 min. O hidrogénio (gas de
transporte) tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injecao split
(1:50) foi realizada a 250 °C. Para cada analise injetou-se 1 pyL da amostra. A
identificacdo de acidos gordos foi feita com base nos tempos de retengéo relativos
dos picos da mistura padrao de 37 FAMEs e das amostras. Para o processamento
dos resultados utilizou-se o programa software Clarity 4.0.1.7 (DataApex,
Podohradska, Republica Checa), tendo sido expressos os resultados em

percentagem relativa (%) de cada acido gordo detectado.

4.2.3. Determinagao de vitaminas

4.2.3.1. Analise do conteudo em tocoferodis

Preparagao das amostras

O processo de quantificacdo de a, B, y e d-tocoferol foi realizado a partir de
solucdes preparadas dissolvendo-se extratos em uma mistura contendo acido
sulfurico (H:SO.), eletrdlito de suporte (perclorato de tetrabutilaménio) e hexano. A
proporgao final entre hexano e etanol foi de 4:6 (v/v), com concentragao de extrato
ajustada para 2 mg/mL. Essas solu¢des foram analisadas por voltametria de impulso
diferencial (DPV), utilizando uma faixa de potencial de 0 a 1 V, com uma velocidade
de varredura de 0,03 V/s e amplitude de impulso de 0,06 V. A quantificacdo foi
baseada na intensidade dos picos de oxidagdo observados nos voltamogramas, os

quais foram comparados com curvas de calibracdo de padrdes comerciais de
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a-tocoferol  (y=0,0474x+0,1282; R?%*=0,997), B, y-tocoferol (y=0,0482x+0,365;
R2=0,98) e o-tocoferol (y=0,0209x+0,0091; R?*=0,999), dentro de um intervalo de
concentragédo de 1 a 20 yg/mL (Cardoso, R. V. C.; Fernandes, et al, 2021).

Condigoes eletroquimicas

A analise da composigao de vitamina E, incluindo os isbmeros a-tocoferol,
B-tocoferol, y-tocoferol e ©&-tocoferol, foi realizada no 6leo de bolota da espécie
Quercus pyrenaica utilizando voltametria de impulso diferencial (DPV). Esta técnica,
conhecida por sua alta sensibilidade na deteccao de tocoferdis, ja foi amplamente
utilizada em estudos com outros extratos naturais. As medicdes eletroquimicas
foram realizadas com o auxilio de um potenciostato/galvanostato Autolab® PGSTAT
302, controlado por um software especializado (GPES - General Purpose for
Electrochemical Systems) da Autolab®. O sistema de medigédo foi montado em uma
célula eletroquimica de trés eletrodos. O eletrodo de referéncia foi de Ag/AgCl
saturado com KCI (3 mol.dm™) (figura 16), fornecido pela Methrom, enquanto o
elétrodo de trabalho consistia em um carbono vitreo com uma area de 0,314 cm?,
fabricado pela Bioanalytical Systems. Para o contra-eletrodo, foi utilizada uma folha
de platina. Esse arranjo permitiu uma analise precisa dos processos redox dos
tocoferdis no extrato (figura 17), facilitando a quantificacdo desses compostos
essenciais para avaliacdo da vitamina E no 6leo de bolota da espécie Quercus

pyrenaica.
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/

Figura 14 - Célula eletroquimica usada para medi¢cdo Figura 15 - Solugbes diluidas 6leo de bolota

Antes de cada utilizagao, o eletrodo de trabalho de carbono vitreo foi submetido a
um rigoroso processo de limpeza para garantir a integridade das medicdes
eletroquimicas. Inicialmente, o eletrodo foi polido com uma suspensido aquosa de
alumina (0,3 um, Beuhler) sobre um disco de lixa fina Master-Tex (Beuhler), seguido
de lavagem com agua deionizada. Em seguida, foi realizado um tratamento quimico
em duas etapas. O eletrodo foi imerso em uma solugédo de HCI 6 mol.dm™ por 1
minuto, seguido de imersdao em metanol (MeOH) por mais 1 minuto, ambos em um
banho de ultrassom. Este procedimento foi repetido antes de cada medi¢cao para
garantir a remocao eficiente de quaisquer substancias organicas adsorvidas na
superficie eletroativa, assegurando assim a precisdo e a reprodutibilidade das

analises voltamétricas.
4.2.3.2. Analise de vitamina D

O dleo (0,5 g) foi pesado em microtubos em uma balanga analitica. Posteriormente,

500 uL de solvente de extragdo (metanol/2-propanol, 50:50) foram adicionados a
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amostra, que foi agitada em vértex por 1 minuto e, em seguida, centrifugada por 5
minutos a 4000 rpm. A fase superior foi entao transferida para outro frasco, com a
extragdo sendo repetida duas vezes. A solugéo obtida foi evaporada sob nitrogénio
gasoso, reconstituida com 200 yL de metanol e injetada no sistema de HPLC-UV

para analise (Cardoso, R. V. C.; Fernandes, et al, 2021).

Condi¢ées do HPLC-UV

O sistema de HPLC (sistema Knauer, Smartline 1000, Berlim, Alemanha) acoplado a
um detector de UV (Knauer Smartline 2500) foi usado nas mesmas condicoes
descritas e otimizadas por Barreira et al. A separagao cromatografica foi realizada
com uma coluna de fase reversa Inertsil 100A ODS-3 (5 ym, 250 x 4,6 mm, BGB
Analytik AG, Boeckten, Suica) a 35 -C. A fase mével utilizada foi acetonitrila/metanol
(70:30, v/v) a uma taxa de fluxo de 1 mL/min, com um volume de inje¢ao de 20 uL e
comprimento de onda de 280 nm. Posteriormente, os resultados foram analisados
usando o software Clarity 2.4 (DataApex, Pod Ohradska, Republica Tcheca). A
vitamina D2 foi quantificada com base em uma curva de calibragdo obtida de um
padrdao comercial de vitamina D2, e os resultados foram expressos em ug por g de

peso seco (dw) (Cardoso, R. V. C.; Fernandes, et al, 2021).

4.2.4. Determinagao de atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi medida por dois testes, o primeiro utilizando o

radical DPPH' e o segundo pelo poder redutor.

4.2.4.1. Atividade antioxidante através do radical DPPH:

O ensaio de eliminagao do radical livre DPPH: foi realizado conforme Tomas
et al., 2003, com modificagbes. Foram utilizados 0,15 mL de 6leo em concentragcbes
de 0,03 a 0,43 mg/mL, misturados com 0,15 mL de DPPH (50 mg/L). A absorbancia
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foi medida a 515 nm em um leitor de microplacas, e a inibicdo do radical foi
calculada pela férmula: % de inibicao = [(ADPPH - ASample) / ADPPH] x 100. O
valor de ECsy, necessario para reduzir a concentragcdo de DPPH em 50%, foi obtido

através da curva de inibicdo em fungao da concentragcao do extrato.

4.2.4.2. Poder redutor

O ensaio de poder redutor, baseado em Falcao et al., utilizou 0,25 mL de
extrato etandlico (1 mg/mL) misturado com tampao fosfato e ferricianeto de potassio.
Apos aquecimento a 50 °C por 20 minutos, foi adicionado acido tricloroacético a
10%, seguido de centrifugagao. A parte superior da solugao foi misturada com agua
e FeCl3, com leitura de absorbancia a 700 nm. O acido galico foi o padréo de
referéncia, e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de acido
galico por grama de amostra seca (mg GAE/qg).

O ensaio foi conduzido com extrato etandlico a uma concentragdo de 1
mg/mL. Inicialmente, 0,25 mL da amostra foi combinada com 1,25 mL de tampéo
fosfato (0,2 M, pH 6,6) e 1,25 mL de solugéo de ferricianeto de potassio a 1%. Essa
mistura foi mantida em banho-maria a 50 °C por 20 minutos para permitir as reagoes
necessarias. Apds esse periodo, foi adicionada uma solugao de acido tricloroacético
a 10% (1,25 mL), seguida de centrifugagdo a 3000% g por 10 minutos, utilizando um
centrifugador da série Centurion K2R (Chichester, Reino Unido) (Falcao et al, 2017).

ApoOs a centrifugagcdo, a camada superior resultante foi cuidadosamente
retirada, e 1,25 mL dessa fragdo foi misturada com 1,25 mL de agua deionizada e
0,25 mL de uma solugao de cloreto férrico (FeCls) a 0,1%. A absorvancia da mistura
foi medida a 700 nm utilizando um espectrofotémetro, sendo o acido galico utilizado
como padréo de referéncia. Os resultados finais foram expressos em miligramas de
equivalente de acido galico por grama de peso seco da amostra (mg GAE/Q),

indicando a capacidade antioxidante do extrato analisado (Falcao et al, 2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho envolveram a aplicacao de trés métodos
de extracdo: prensa, soxhlet e ultrassom. Apds a realizagdo das extragdes, foi
realizada uma analise detalhada de cada método, com o objetivo de determinar a
quantidade de 6leo obtido de forma eficiente. A comparagao entre os métodos
permitiu identificar qual técnica proporcionou a maior recuperacdo de Oleo,
considerando a quantidade significativa necessaria para analises posteriores. Os
dados obtidos a partir dessas analises fornecem informagdes essenciais sobre a
eficacia de cada método, contribuindo para a escolha da técnica mais adequada

para a extragédo de 6leos de Quercus pyrenaica

5.1. EXTRACOES MECANICA, SOXHLET E ULTRASSOM

5.1.1. Extracdo mecénica

A extragcdo mecanica realizada com bolotas trituradas ndo resultou na
obtencao de 6leo de bolota. Em vez disso, o processo produziu uma massa residual
Umida, caracterizada como uma torta, sem sinais perceptiveis de Oleo. Esse
resultado pode estar associado a fatores como o teor de 6leo da propria espécie que
ja é baixo (Bermejo. S. C. M. S, 2014).

5.1.2. Extragao soxhlet

Ap6s a otimizacdo das condicbes de extracdo do dOleo por extracdo de
soxhlet, onde foram testados dois valores distintos de quantidade de amostra, a em
sequémcia a Tabela 5, verificou-se que durante o processo de extragdo de 6leo de
bolota, foram utilizadas aproximadamente 500 g de matéria-prima com tempo de 5
horas em ambos os processos de extracdo, resultando em um rendimento final de
3,8 mL de dleo. Esse valor reflete um teor de dleo relativamente baixo, indicando

uma baixa eficiéncia de extragdo para essa amostra especifica. A operagao
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demandou um consumo significativo de hexano, totalizando 7,5 L ao longo do

processo.

Tabela 5 - Extracdo por soxhlet rendimento de 6leo de bolota de Quercus
pyrinaica

Quantidade (g) de bolota em granulos Média de teor de dleo (%)
5 3,52+ 0,37
10 4,57+0,04

Esse consumo elevado ndo apenas elevou os custos operacionais, mas
também impactou negativamente a viabilidade econémica e ambiental do processo.
Além disso, o tempo investido na extragao foi desproporcional ao volume de éleo
obtido, reforgando a necessidade de otimizagédo das condigdes de processo, seja em
termos de concentragcdo de solvente, temperatura ou tempo de extragao, com vistas
a aumentar a eficiéncia de recuperagao de oleo. Avaliar outras metodologias, como
0 uso de extracdo assistida por ultrassom ou métodos de extragao a frio, pode ser
fundamental para melhorar a viabilidade do processo.

No processo de extragao de 6leo da bolota Quercus pyrenaica, os testes com
5 g e 10 g de bolota foram promissores para avaliar o teor de 6leo. O melhor
rendimento foi obtido com 10 g, que resultou em 4,57% de teor de dleo, sendo
observada maior eficacia de extragdo ao usar pd de bolota em comparagao aos
granulos.

Existem estudos na literatura sobre a extracdo de oleo de bolota,
especialmente com espécies da mesma familia. Um estudo realizado na Argélia, por
exemplo, utilizou a espécie Quercus suber e obteve um rendimento de 9% de dleo
com a mesma metodologia de extragdo por soxhlet. Em comparagdo, o processo
com a Quercus pyrenaica demonstrou um rendimento inferior, sendo de 3,57% para
uma quantidade de 5 g de bolota.

Esses dados sugerem que, embora a extragcdo com pd de bolota mostra
resultados ligeiramente superiores, como evidenciado pelo rendimento de 4,57%
com 10 g de amostra, o teor de 6leo da Quercus pyrenaica € consideravelmente

mais baixo do que o observado na Quercus suber. Além disso, estudos com bolota
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em po (4,5 g) resultaram em 5 mL de 6leo, reforgando que a moagem da bolota
pode influenciar positivamente a eficiéncia de extracao.

Em conclusdo, os resultados obtidos indicam que o rendimento do o6leo
extraido da Quercus pyrenaica foi baixo, possivelmente devido as caracteristicas

especificas da espécie e ao método de extragao por Soxhlet.

5.1.3. Extragao por ultrassom

Nos experimentos de extracdo por ultrassom, avaliou-se se a bolota seria
mais adequada para extragdo de 6leo em forma de grénulos ou de farinha. Além
disso, testes adicionais foram conduzidos para identificar o solvente mais eficaz,
visando maximizar a quantidade de 6leo extraido. Efectuou-se, em primeiro lugar,
uma extragdo com ultrassom a 50%, onde se variaram diferentes parametros, os

dados estao na tabela 6.

Tabela 6 - Experimentos de extragdo oleo de bolota Quercus pyrenaica por
ultrassom considerando, aspectos fisicos, solvente, temperatura e teor foi utilizado
50% da poténcia de 500, que seria 250W .

Aspecto Solvente Tempo (min) Teor (%)
granulos hexano 30 1.47
granulos hexano 15 2,09
granulos etanol 30 14.08
granulos etanol 15 8.40
po hexano 30 0.85
po hexano 15 5.30
po etanol 30 4.00
po etanol 15 5.00

Também se realizaram estudos da extracdo tendo em consideragcdo o tempo,
temperatura, tamanho do granulo ou pd, em que foi utilizado 60% da poténcia do

equipamento que seria 300W, apresentado na tabela 7.
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Tabela 7 - Extragéo realizado por Ultrassom 60% em Braganga- Portugal

Quantidade Solvente Tempo(minuto) Teor (%)
69 Hexano 15 1,08 + 0,04,
64 Hexano 30 4,58 + 4,56

Nesse processo de extragao foi observado que a extragao mais eficaz foi pelo
solvente hexano, utilizando 50% do ultrassom. Na literatura, ndo existem muitos
estudos que possam comparar o método ultrassom com um uma outra espécie
utilizando o mesmo método.

As extragdes realizadas por ultrassom mostraram um resultado mais
satisfatéorio comparado com as extragcdes por soxhlet, onde foi possivel fazer a
extragcdo com um tempo menor e com menos reagente, e garantindo um teor de 6leo
satisfatério com relacdo a matéria prima. Observando o gasto de reagente que teve,
foi comprovado que a extragado por soxhlet consumiu muito solvente comparando

com a quantidade de d6leo obtida.

5.2. ANALISE DE ACIDOS GRAXOS POR SOXHLET E ULTRASSOM

5.2.1. Analise de acidos graxos obtidos por extragcao por soxhlet

Neste estudo, identificou-se uma diversidade de acidos graxos, com destaque
para trés principais componentes. O &acido oleico (C18:1n9c), um &cido graxo
monoinsaturado, apresentou a maior concentragcdo, atingindo 43,58% da
composicéo total, conforme mostrado na Tabela 8. O acido linoleico (C18:2n6c), um
acido graxo poli-insaturado da familia 6&mega-6, foi encontrado em uma quantidade
expressiva, representando 30,02% da amostra. Além disso, o acido palmitico
(C16:0), um &cido graxo saturado de cadeia longa, compds 18,11% da amostra,

evidenciando a presencga significativa de diferentes tipos de acidos graxos. Esses



46

resultados reforcgam a complexidade do perfil lipidico da amostra analisada, com
uma predominancia de acidos graxos insaturados e uma contribuicado importante de
acidos graxos saturados (Taib.M et al, 2020). A seguir os acidos graxos e resultados

da analise obtidos por extragdo de soxhlet em porcentagem na tabela 8.

Tabela 8 - Tabela de resultados analise acido graxos obtidos por extragao de
soxhlet em porcentagem.

Composto Média (%) SD CVv
C14:0 0,18 0,008 4,714
C15:0 0,0855 0,001 0,827
C16:0 18,117 0,007 0,039
C16:1 0,5765 0,002 0,368
C17:0 0,1195 0,008 6,509
C17:1 0,0705 0,001 1,002

C18:1n9t 2,237 0,004 0,190

C18:1n9c 43,58 0,081 0,185

C18:2n6t 0,179 0,001 0,396

C18:2n6c¢ 30,014 0,021 0,070

C18:3n3 2,703 0,016 0,576
C20:0 0,588 0,001 0,120
C20:1 0,548 0,029 5,295
C20:2 0,093 0,001 0,764

C20:3n6 0,076 0,005 6,556
C22:0 0,430 0,023 5,262
C23:0 0,123 0,011 8,588
C24:1 0,286 0,013 4,705

SD- Desvio Padrao
CV- Coeficiente de variagao
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O acido oléico (C18:1n9c) € o composto majoritario encontrado no éleo de
Quercus pyrenaica. E um &cido graxo insaturado pertencente & familia dos
Omega-9, sendo essencial para diversas fungdes no organismo humano,
especialmente no metabolismo lipidico. Composto por 18 atomos de carbono e uma
unica dupla ligacdo em sua estrutura, ele é classificado como um acido graxo de
cadeia longa e monoinsaturado. Sua principal fungdo no corpo esta relacionada a
sintese de hormdnios e ao equilibrio dos lipidios no sangue, o que contribui para a
saude cardiovascular Obtido principalmente através da hidrélise de gorduras animais
e Oleos vegetais. Entre os 6leos vegetais, o 6leo de oliva (azeite) se destaca por sua
alta concentragao de acido oleico, que pode ultrapassar 70%, tornando-o uma das
fontes mais ricas nesse nutriente. Devido a essas caracteristicas, o acido oleico é
amplamente reconhecido por seus beneficios a saude, incluindo a promogao de um
perfil lipidico saudavel, a redugao da inflamagéo e o apoio ao sistema imunolégico.
Além de seu papel biolégico, o acido oleico é valorizado em diversas industrias,
desde a alimenticia até a cosmética, por suas propriedades emolientes e nutritivas.
Dessa forma, ele desempenha um papel crucial tanto na saude interna quanto na
aplicagdo externa em produtos para a pele e cabelo ( Jorge.N ,2010, Mendes.B.D,
2012).

O acido linoléico (C18:2n6c), € o segundo mais abundante no 6leo de bolota
de Quercus pyrenaica. Ele é considerado um acido graxo insaturado que pode ser
obtido facilmente e a um custo acessivel, sendo encontrado em grandes
quantidades em Oleos de sementes como girassol, canola e linhaga. Possui um
beneficio na cicatrizagao de feridas que indicam que ele ajuda a controlar a resposta
inflamatdria do corpo e a reduzir a producdo de 6xido nitrico, uma substancia que,
em niveis elevados, pode atrasar o processo de recuperacdo. Dessa forma, o acido
linoleico auxilia na aceleragdo do processo de cura, favorecendo a regeneragéao do
tecido de maneira mais eficiente (Altenhofen.M.L, 2013).

Neste processo de extragdo, o composto acido palmitico (C:16) foi
identificado em uma concentracédo de 18,11%, valor superior ao registrado na
literatura, que menciona uma média de 12,17%. Esse acido graxo é amplamente
utilizado nas industrias farmacéutica e de biotecnologia devido as suas propriedades

especificas. Além disso, o acido palmitico (C16:1) foi encontrado em 0,31% na
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extracdo, ligeiramente abaixo da proporgéo descrita na literatura, que aponta uma
concentragao de 0,38%. Esse composto é particularmente relevante na industria de
cosmeéticos por seu valor funcional. O acido tetradecanoico (C:14) foi detectado com
um valor de 0,18%, valor que era idéntico ao documentado nas referéncias
cientificas. Ja o acido araquidico (C:20) foi registrado em uma quantidade um pouco
menor, 0,54%, em comparagao com o valor de 0,58% relatado na literatura (Abreu,
C.D., 2017; Taib, M. et al., 2020).

Neste estudo, além dos acidos graxos comumente identificados em pesquisas
semelhantes, foram encontrados outros acidos graxos em pequenas quantidades,
que raramente aparecem em estudos anteriores. Entre eles, destacam-se o
C18:1n9t com 2,237%, o C18:2n6t com 0,179% e o C18:3n3, que atingiu 2,703%. O
acido pentandico (C15:0) foi detectado em 0,0855%, enquanto o acido eicosandico
(C20:0) apresentou uma concentracéo de 0,588%. Também foram identificados o
acido alfa-linolénico (C20:3n6) com 0,076%, além dos acidos eicosanoico (C22:0),
tricosanoico (C23:0) e nervbnico (C24:1), que, apesar de presentes em baixas

concentracdes, nao costumam ser relatados em outros estudos similares.

5.2.2. Resultados da analise de acidos graxos por ultrassom

Os resultados da extragcdo por ultrassom utilizando o solvente hexano
mostraram-se os mais eficazes ao longo desta pesquisa. Efetuou-se também o
estudo da composigao lipidica dos 6leos obtidos por esta metodologia. Como nédo ha
estudos disponiveis sobre a espécie Quercus pyrenaica para comparagao, 0s
resultados serdo contrastados com o estudo de 6leos obtidos de bolotas Quercus
rubra. Os achados foram bastante promissores, com destaque para a alta

concentracado de determinados compostos presentes na Tabela 9.



Tabela 9 - Acidos graxos

ultrassom em porcentagem.
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Resultados da anadlise de acidos graxos por

Composto MEDIA (%) SD CV
C12:0 0,025 0,001 2,886
C14:0 0,153 0,008 5,100
C15:0 0,095 0,004 4,466
C16:0 18,00 0,064 0,357
C16:1 0,523 0,005 0,947
C17:0 0,135 0,009 6,834
C17:1 0,104 0,001 0,683
C18:0 2,728 0,029 1,063
C18:1n9c 43,559 0,164 0,377
C18:2n6t 0,288 0,033 11,29
C18:2n6¢c 28,458 0,076 0,266
C18:3n6 0,229 0,010 4,323
C18:3n3 3,254 0,021 0,652
C20:0 0,673 0,071 10,620
C20:1 0,6235 0,012 1,928
C20:2 0,210 0,001 0,338
C20:3n6 0,0725 0,004 4,877
C22:0 0,691 0,047 6,754
C23:0 0,179 0,007 3,950

SD- Desvio Padréao
CV- Coeficiente de variagao
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A maior quantidade encontrada de acido oleico (C18:1n9c ) de 43,56%. O de
acido linoléico (C18:2n6¢c) com 28,46% foi o segundo composto mais abundante no
oleo e comparando com o estudo feito com Quercus rubra onde se obteve 13,8%. O
acido oleico apresenta beneficios ja citados. (Altenhofen.M.L, 2013; Gornas.P et al,
2019).

O terceiro composto com mais abundante na composicdo desse dleo foi 0
acido palmitico (C16:0) com 18%. Comparando com a espécie Quercus rubra que foi
de 4,7%, o valor aqui obtido foi superior.(Mendes.B.D, 2012; Altenhofen.M.L, 2013;
Abreu, C.D., 2017; Gornas. P et al, 2019; Fernandez.L.H.P, 2022)

Os demais compostos identificados apresentaram concentragdes menores.
No entanto, os compostos C:16:1, C:18, C:20, C:20:1 e C:22 merecem destaque,
pois podem ser comparados com estudos realizados sobre a espécie Quercus rubra.
Foi observado que, em Quercus rubra, esses compostos foram encontrados em
quantidades significativamente maiores em relagédo aos resultados obtidos no estudo
com Quercus pyrenaica. Essa diferenga aponta para variagdes importantes entre as
espécies, tanto na composigao quanto na abundancia dos acidos graxos presentes
(Gornas.P et al, 2019).

Os compostos com pequena quantidade foram identificados nesse estudo os
quais apresentam pouca relevancia para aplicagbes industriais por possuirem
pequena quantidade. Nesse caso os compostos encontrados e que ndo possuem
um estudo no qual possam ser comprados sao: C:12, C:14, C:15, C:17, C18:3n3,
C18:3n6, C20:3n6, C20:2 e C:23.

5.2.3. Comparacgao entre os dois métodos de extragoes

Neste estudo, alguns aspectos merecem destaque, pois foram comprovados
por meio de pesquisas semelhantes, ajudando a determinar qual método é mais
eficaz para a extragcdo de d6leo da Quercus pyrenaica com uma concentracdo
significativa de acidos graxos. Foram utilizadas duas metodologias principais:
soxhlet e ultrassom. A comparagao entre os acidos graxos extraidos por ambos os

métodos mostrou que, embora os mesmos compostos tenham sido identificados nas
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duas técnicas, houve variagdo nas quantidades extraidas por cada método,
revelando diferencas na eficiéncia de extragcao entre eles.

Os acidos graxos com a maior quantidade encontrado em ambos os métodos
neste estudo s&o o acido oleico (C18:1n9c ) de 43,56% por meio do ultrassom e com
o soxhlet foi 43,77%, acido linoléico (C18:2n6¢c) com 28,46% por meio do
ultrassom e com o soxhlet 30% e o ultimo acido palmitico (C16:0), que apresentou o
mesmo valor,18%, tanto por meio do ultrassom, como por soxhlet. Analisando esses
dados podemos concluir que o método soxhlet foi o que apresentou resultados mais
satisfatérios para esses acidos que sao muito empregados na industria (Tejerina et
al., 2011; Gornas. P et al, 2019).

Além dos compostos identificados em maior abundancia, também foram
detectados outros em quantidades menores. Devido a essa baixa concentragao,
esses compostos nao apresentam grande vantagem para aplicacdo industrial.
Embora o método soxhlet seja o mais eficiente para a extragdo de acidos graxos,
facilitando o processo, a baixa quantidade de alguns desses componentes torna sua
utilizagcdo menos viavel para fins comerciais (Tejerina et al., 2011; Gornas. P et al,
2019).

5.2.3.1. Analise de tocoferois

A composicao de vitamina E no 6leo de bolota da espécie Quercus pyrenaica
foi investigada utilizando voltametria de impulso diferencial (DPV), uma técnica
sensivel para detecgdo de tocoferdis (a-, B-, y- e O-tocoferol). As medicdes
eletroquimicas, conduzidas com o potenciostato Autolab® PGSTAT 302 e uma célula
de trés eletrodos (referéncia Ag/AgCl, carbono vitreo como eletrodo de trabalho e
platina como contra-eletrodo), permitiram uma analise detalhada dos tocoferoéis
(tabela 10), assegurando uma quantificacdo precisa desses compostos no oleo

analisado.
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Tabela 10 — Resultados do conteudo em tocoferdis obtido por DPV, valor
expresso em mg/Kg (valor médiox desvio padrao).

Compostos E/V - Soxlhet |Média mg/Kg [E/V - Ultrasons |Média mg/Kg
B- e y-Tocoferol 23,94 + 23,94 +
0,625 2 69E-06 0,577 4 82E-07
O-Tocoferol 38,23 38,23 £
0.77 4. 23E-07 0.76 1,05E-07
Total Tocoferodis 62,18+ 62,18+
2,79E-06 5,83E-07

ND — Nao detectado
D- Detectado.

No geral, na analise do 6leo de bolota detectaram-se 2 processos de
oxidacao distintos a 0,6 V e a 0,8 V, correspondendo o primeiro a oxidagao dos - e
y- tocoferdis, que apresentam um potencial de oxidacdo semelhante, e o ultimo ao
o-tocoferol, ndo tendo sido detectado a-tocoferol nestas amostras, conforme a tabela
10. Para avaliar quantitativamente a presenca de vitamina E nas amostras,
efetuou-se o estudo do comportamento do processo de oxidagao dos padrboes numa
gama de concentragdo entre 5 e 100 pmol-dm™. Nos resultados das analises dos
tocoferdis, observou-se que o 6leo extraido pelo método Soxhlet apresentou uma
concentracao de 24,28 mg/kg, sendo essa quantidade superior a do 6leo de bolota
extraido por ultrassom, que obteve 23,94 mg/kg. Ao comparar esses resultados com
estudos anteriores em (Taib.M et al, 2020) Quercus pyrenaica, usando o mesmo
processo de extragao soxhlet e hexano como solvente, obteve-se um valor de 21,44
mg/Kg, o que demonstra uma variabilidade significativa nas concentragdes de
tocoferdis, mesmo entre amostras da mesma espécie e género. No estudo atual, a
concentracado de tocoferdis foi mais alta do que a reportada no estudo de caso. Essa
variagado pode ser influenciada pela localizagao geografica das espécies analisadas:
as amostras deste estudo sdo do norte de Portugal, enquanto as do estudo
comparativo provém de uma regido da Espanha. Diferentes condigdes ambientais e
climaticas entre as regides podem contribuir para as discrepancias nos niveis de
nutrientes e compostos bioativos (Taib.M et al, 2020).

Em estudos anteriores, os valores de (- e y- tocoferdis foram os seguintes:

para Quercus ilex 403.59 mg/kg, Quercus suber 389.60 mg/kg e Quercus coccifera
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422.02mg/kg. Esse estudo utilizou o 6leo dessas espécies que foram extraidos por
soxhlet e utilizaram o solvente hexano. Fazendo uma comparagdo entre essas
espécies desse estudo e a Quercus pyrenaica que por soxhlet obteve se 24,28
mg/kg, concluimos que ela possuiu uma quantidade menor de 3- e y- que as outras
espécies que possuem uma quantidade muito elevada, esse fator se deve por conta

da localizagao geografica, nutricdo, clima entre outros (Fatima.Z, 2018).

Tabela 11 - Beta e Gama de diferentes espécies de Quercus

Espécie mg/kg
Quercus ilex 16,33
Quercus suber 13,66
Quercus coccifera 19,73

Fonte: Adaptada de Taib.M et al, 2020

Como foi observado o resultado da analise de detecgao de tocoferdis, um dos
seus componentes 0-tocoferol, também foi encontrado nas duas metodologias de
extragdo. O resultado foi de 38,23 mg/kg neste estudo, que comparando com
resultados anteriores, para a mesma espécie de Quercus (Taib.M et al, 2020),
apresentou apresentou o resultado de 0,60 mg/kg, sendo o valor obtido neste
estudo superior, utilizando o mesmo método e solvente (Taib.M et al, 2020).

Utilizando os mesmos principio de comparacao existe um outro estudo com
Oleo extraido de bolotas provenientes da Argélia (Taib.M et al, 2020), pela extragao
por soxhlet, o valor foi de 38,23 mg/kg para a espécie. Para as outras (tabela 11), os
valores foram os seguintes: Quercus ilex 16,33 mg/kg, Quercus suber 13,66 mg/kg
e Quercus coccifera 19,73.mg/kg. Verificando os resultados de ambos os estudos
pode-se perceber que no presente estudo o resultado foi maior do que comparado

com o estudo de diferentes espécies de Quercus (Fatima. Z, 2018).

5.2.3.2. Analise de vitamina D

Os compostos termossensiveis, como a vitamina D2, exigem métodos de

extracdo cuidadosamente selecionados para minimizar a degradagao térmica. A
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analise comparativa entre diferentes técnicas permite avaliar tanto a eficiéncia no
rendimento do dleo extraido quanto a integridade e a concentragédo da vitamina D2

preservada no processo.

5.2.4. Comparagao com os dos métodos de extragao

Este estudo comparou dois métodos de extracdo de o6leo da Quercus
pyrenaica Soxhlet e ultrassom com o objetivo de identificar qual deles seria mais
eficiente para a obtencdo de vitamina D2, Tabela 12. A metodologia de Soxhlet é
tradicionalmente utilizada para extrair compostos lipofilicos e pode proporcionar uma
extracdo continua e completa dos nutrientes presentes no 6leo, incluindo vitaminas.
Ja o método de ultrassom, conhecido por sua eficiéncia em reduzir o tempo de
extracdo e operar em temperaturas mais baixas, preserva melhor os compostos
termossensiveis, como a vitamina D2. A comparagcdo da tabela 12 entre esses
métodos permite avaliar ndo apenas o rendimento do 6leo extraido, mas também a
preservagao e concentragao da vitamina D2, identificando o método mais vantajoso

para aplicagdes alimenticias.

Tabela 12 - Comparacado com os dois métodos de extragao

Método mg/100g dw(média)/SD
Vitamina D2 Ultrassom 8:6+ 0, 2
Vitamina D2 Soxhlet 9,13 +0,01

Fonte proépria

Nesse estudo sera utilizado uma outra espécie de literatura. A vitamina D é
uma molécula apolar (soluvel em gordura) que desempenha um papel vital na saude
humana e animal. Existem duas formas fisiologicamente importantes: a vitamina D2
pode ser encontrada em espécies vegetais e a vitamina D3 (colecalciferol) em
animais. A vitamina D2 tem menor biodisponibilidade em comparagdo com a D3,

sendo geralmente formada pela agdo de radiacédo UV sobre o ergosterol. Estudos
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indicam que a exposicdo ao sol, por si s6, ndo € suficiente para suprir as
necessidades diarias de vitamina D do corpo humano (Rashidi.L, et al, 2022).

Neste estudo estamos a estudar uma espécie vegetal, 0 Quercus Pyrenaica.
A producgao de ergocalciferol em vegetais e fungos ocorre através da transformagao
do ergosterol quando exposto a luz ultravioleta (UV). Esse processo envolve a
clivagem do ergosterol, convertendo-o em vitamina D2 (ergocalciferol), uma forma
ativa e biologicamente disponivel, essencial para diversas fungbes metabdlicas em
organismos que nao produzem a vitamina D3 (Ferraz.L, et al, 2018).

A vitamina D exerce fungbes semelhantes as dos horménios esterdides e
tireoidianos, com efeitos tanto genéticos quanto n&o-genémicos. No intestino, ela
facilita a absorgéo rapida de calcio (Ca®"), enquanto nos osteoblastos promove a
ativacdo de canais de cloreto (CI). Além disso, a vitamina D esta envolvida na
secrecao de insulina pelas células B-pancreaticas e na regulagdo da migracao
celular em células musculares lisas e endoteliais, desempenhando um papel crucial
em varios processos fisiologicos (Ferraz.L, et al, 2018).

Comparando os dois métodos de extracdo em relagcado a quantidade de
vitamina D2 encontrada , foi verificado que embora os dois métodos foram eficazes,
um deles teve um desempenho mais elevado que o outro. Podemos comparar esses
resultados utilizando a média das analises feitas em ambos os métodos. As analises
feitas utilizando o 6leo de bolota extraido por soxhlet foi de 9,13 mg/100g dw. Ja o
o0leo de 6leo de bolota extraido por ultrassom obteve o seguinte resultado 8,6
mg/100g dw. Sao resultados comprovados e observado que, para a vitamina D2, o
soxhlet apresentou uma maior vantagem em comparagdo com o0 meétodo de
ultrassom. Comparando com resultados obtidos anteriormente para a presenga de
vitamina D2 em Oleos vegetais, pode-se verificar que o 6leo bolota de soxhlet que
foi 9,13 mg/100g dw de vitamina D2, na tabela 4 para o 6leo de palmoleina 2,18
mg/100g dw, para o 6leo de girassol 1,82 mg/100g dw e para o 6leo hidrogenado
3,51 mg/100g dw . A comparacéo feita com esse estudo desses 6leos vegetais nos
constatou que o Oleo de bolota da espécie Quercus Pyrenaica, possui uma
quantidade de Vitamina D2 maior, comparando com esses 06leos vegetais, sendo

assim agregando um valor comercial e industrial (Laley, et al, 2009).
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5.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.3.1. Analise DPPH com dleo extraido pelo método de soxhlet e ultrassom

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos de Quercus pyrenaica,
foram empregados dois métodos de extragcdo complementares que proporcionam
uma analise abrangente do potencial antioxidante. Utilizando 6leo extraido por
soxhlet e ultrassom utilizou se o radical livre DPPH« (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), que
mede a capacidade dos compostos antioxidantes de neutralizar radicais livres,
refletindo a eficacia dos extratos em prevenir danos oxidativo como pode ser

descrito na tabela 13 com os resultados em mg/ml e o desvio padrao.

Tabela 13 - Resultados da analise de antioxidante do 6leo de bolota extraido
por Soxhlet em mg/mL

Espécie Método Inibicdo do DPPH mg/mL / SD
Q.pyrenaica Soxlhet 4,16 + 0,53
Q.pyrenaica Ultrassom 1,74 £ 0,16

Passiflora cincinnata
(semente de maracuja do Soxhlet 0,86 + 3,95
mato)
Q. Infectoria Ultrassom 0,1715+ 2,10

K!/IS yaglik (azeite extra Prensa 0,82 + 0.03
virgem)
T§V§an ylredi (azeite extra Prensa 707 + 0.41
virgem)
I_zm/r sofralik (azeite extra Prensa 120 +0.08
virgem)
Ayvalik (azeite extra virgem) Prensa 1.83 £ 0.04

Fonte: Shakya et al, 2018; Koca.G; Onar.O, 2022

A principio ha poucos estudos sobre a andlise de antioxidante no 6leo de

bolota da espécie Quercus pyrenaica, porém existe um estudo realizado na Argélia
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com espécie do mesmo género Quercus (Fatima Z, 2018). Nesse estudo realizado
na Argélia foi feita uma comparacdo com extratos de espécies do género Quercus
como Quercus ilex, Quercus suber e Quercus coccifera que obteve uma pequena
diferenca na atividade antioxidante entre elas (Fatima Z, 2018).

O oleo da espécie Quercus pyrenaica que foi extraido por meio do soxhlet,

apresentou um grande potencial na atividade antioxidante, de 4,16 mg/mL.
A avaliagdo das propriedades antioxidantes do extrato de semente de maracuja do
mato, obteve um resultado de 0,885 mg/mL, que é inferior quando comparado com
0 Oleo de bolota de Quercus pyrenaica, que foi de 4,16 mg/mL (Ribeiro.N.D, et al,
2018).

O estudo intitulado, revela um dos potenciais ainda pouco explorados no 6leo
da bolota. Neste estudo, o processo de extragao do d6leo foi realizado por ultrassom,
seguido pela analise da atividade antioxidante utilizando o método DPPH, uma
técnica eficiente para quantificar essa atividade. Com base nesse estudo de caso, é
possivel estabelecer uma compatibilidade entre espécies da mesma familia,
comparando-se os resultados da extracdo por ultrassom do o6leo da bolota da
espécie Quercus pyrenaica, também submetido a analise DPPH (Shakya et al,
2018).

Ao analisar a atividade antioxidante do 6leo extraido de Quercus pyrenaica
por ultrassom, observou-se um maior potencial antioxidante, de 1,74 mg/mL, em
comparagao com outras espécies do mesmo género. A titulo de comparagéo, o
estudo de Quercus infectoria revelou uma atividade antioxidante de 0,1715 mg/mL.
A comparacao entre os dois estudos permite uma visdo clara e bem definida: a
espécie  Quercus pyrenaica  apresentou uma  atividade antioxidante
significativamente superior em relagao a Quercus infectoria (Shakya et al, 2018).

Essa analise comparativa reforca a relevancia do 6leo de Quercus pyrenaica
no que diz respeito ao seu potencial antioxidante, sugerindo que ele se destaca em
relagdo a outras espécies do género Quercus. Os resultados indicam que Quercus
pyrenaica possui compostos bioativos com maior capacidade antioxidante, abrindo
caminhos para futuras pesquisas e aplicacbes voltadas ao uso desse 6leo em

produtos funcionais ou nutracéuticos (Shakya et al, 2018).



58

A analise comparativa das espécies de azeite listadas na Tabela 11 revelou
que apenas a espécie Tavsan yiregi (azeite extra virgem) apresentou uma
capacidade antioxidante superior a da Quercus pyrenaica. As demais espécies de
azeite mostraram-se menos antioxidantes em comparacdo com a Quercus
pyrenaica. Vale destacar que o método de extragdo utilizado para o azeite foi a
prensagem a frio, enquanto a extragcado do 6leo de Quercus pyrenaica foi realizada
pelo método Soxhlet, um processo quimico que envolve solventes. Além disso, o
teor de oOleo extraido da Quercus pyrenaica foi mais baixo em relagdo ao dos
azeites, 0 que sugere que o método de extracdo e a espécie em si influenciam
diretamente a concentragao e a atividade antioxidante dos compostos presentes no
6leo (Koca.G; Onar.O, 2022).

5.3.2. Analise DPPH comparando os métodos de extragao

As analises realizadas utilizando os métodos de extragdo por Soxhlet e
Ultrassom, avaliando a atividade antioxidante, foram comparadas com dados de
estudo realizados com espécies da mesma familia e utilizando a mesma estrutura
dos métodos de extracdo e DPPH. No entanto, os resultados obtidos para a Quercus
pyrenaica foram satisfatérios, comprando ambos os métodos utilizados foi
constatado que o soxhlet apresentou 4,16% , uma vantagem maior comparado com
o método de ultrassom que obteve 2,16%. Embora ambos os resultados tenham
sido baixos, a extragdo por Soxhlet mostrou-se ligeiramente mais eficiente que o

ultrassom.

5.4. ANALISE DE PODER REDUTOR +

A capacidade antioxidante total foi determinada com base no método de
avaliacao do poder antioxidante redutor, que mede a capacidade dos compostos
presentes na amostra de transferir elétrons para agentes oxidantes, funcionando

como um indicativo da sua eficacia na neutralizagao de radicais livres.
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5.4.1. Analise de poder redutor da extragao por Soxhlet

A capacidade antioxidante total foi estimada de acordo com o ensaio de poder
antioxidante redutor. Nessa pesquisa se utilizou a extracdo por soxhlet utilizando o
solvente hexano. Tabela 14 -Resultado das analises feitas do poder redutor extracao

por soxhlet

Tabela 14 -Resultado das analises feitas do poder redutor extracdo por
soxhlet

Espécie Método Média mg/g oil
Quercus pyrenaica Soxhlet 0,98 +0,2
Quercus pyrenaica Ultrassom 2,61+£0,5

Fonte prépria

Neste estudo, foram realizadas analises de antioxidantes utilizando dois
métodos de remogao de 6leos da espécie Quercus pyrenaica. :

Os resultados indicam que, na remogao por Soxhlet, o valor obtido pelo
método DPPH foi de 4,16, significativamente superior ao valor de 0,98 obtido pela
analise de poder redutor. Isso sugere que, nesse caso, o DPPH foi mais eficaz. Em
contrapartida, na separagao por ultrassom, o teste de DPPH resultou em um valor
de 1,74, enquanto a analise de poder redutor alcangou 2,61, demonstrando que o
poder redutor foi mais eficiente em captar a atividade antioxidante nesse método.

Esses dados mostram que a eficacia de cada método de analise depende da
técnica de utilizacdo utilizada. O DPPH foi mais eficiente para o 6leo extraido por
Soxhlet, enquanto o poder redutor se destacou para o 6leo extraido por ultrassom.
Portanto, cada método de analise antioxidante mostrou-se mais adequado para um

tipo especifico de degradagéo.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo explorou avancgos significativos na caracterizagdo quimica e
funcional do o6leo de bolota da espécie Quercus pyrenaica, uma arvore de
importancia ecolégica e com potencial bioativo ainda pouco explorado. A pesquisa
focou em identificar e quantificar componentes essenciais como acidos graxos,
vitamina D e vitamina E, na forma de tocoferdis, utilizando diferentes métodos de
extragao para determinar a sua eficacia.

O método de extracdo por Soxhlet, com hexano como solvente, foi
comparado a outros métodos e demonstrou-se o0 mais eficiente para essa espécie,
revelando-se superior em todas as analises realizadas. A escolha do hexano como
solvente de extracdo no Soxhlet foi estratégica, ja que, devido a sua natureza apolar,
facilita a extracdo de compostos lipofilicos, como os acidos graxos com acido
linoleico 43,58% pelo método de soxhlet e vitaminas lipossoluveis, garantindo uma
maior concentracdo desses componentes nos extratos obtidos. Com essa
metodologia, foi possivel obter concentragbes mais elevadas de compostos
bioativos, consolidando o Soxhlet como uma técnica preferivel para extragcao de
Oleos em Quercus pyrenaica.

Entre os componentes analisados, destacam-se os acidos graxos, essenciais
para diversas funcdes bioldgicas e associados a beneficios para a saude humana. A
concentragdo de antioxidantes identificada no extrato também merece destaque,
pois esses compostos desempenham um papel fundamental na neutralizagado de
radicais livres, potencializando o uso do extrato em formulagdes nutracéuticas e
cosmeéticas. Conforme apresentado na Tabela 9, o acido oleico (C18:1n9c), um acido
graxo monoinsaturado, destacou-se com a maior concentragdo, correspondendo a
43,58% da composicao total. Ja o acido linoleico (C18:2n6c), pertencente a familia
Omega-6 e classificado como um &acido graxo poli-insaturado, foi detectado em
proporgao significativa, representando 30,02% da amostra. Por sua vez, o acido
palmitico (C16:0), um acido graxo saturado de cadeia longa, participou com 18,11%
da composicdo analisada. Quanto as vitaminas, a presenca de vitamina D e
tocoferois de 62,51 com o método de soxhlet em concentragdes expressivas reforca

o valor funcional da espécie, com implicacées para o fortalecimento imunolégico e a
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protegao contra processos oxidativos, respectivamente.

Os resultados obtidos ndao apenas preenchem uma lacuna significativa na
literatura sobre Quercus pyrenaica, mas também abrem novas possibilidades de
aplicacdo para a espécie na industria de alimentos, farmacéutica e cosmética. Este
trabalho propbe, assim, uma base sélida para futuras pesquisas que busquem
ampliar o entendimento do perfil quimico do 6leo de bolota de Quercus pyrenaica,
além de incentivar sua exploragdo sustentavel como fonte de ingredientes
funcionais.

Em suma, o método de Soxhlet com hexano destacou-se por proporcionar
extratos mais concentrados e de alta qualidade, sugerindo que esta técnica pode ser
amplamente aplicada em estudos de Oleos vegetais, especialmente em espécies
com potencial bioativo ainda pouco documentado. Dessa forma, o presente estudo
nao apenas contribui para o conhecimento cientifico da espécie, mas também
destaca a relevancia de métodos otimizados de extragdo para potencializar o
rendimento e a qualidade dos compostos bioativos em estudos futuros. O método
Soxhlet com hexano é altamente recomendavel para estudos futuros envolvendo a
extracdo de compostos bioativos dessa espécie.

Os resultados obtidos neste estudo destacam o potencial do éleo de bolota,
proveniente de espécies especificas da regido de Portugal, para aplicagdes na
industria cosmética. A utilizagcdo nesse setor apresenta-se como uma alternativa
promissora, sobretudo devido a regionalidade da matéria-prima e a composigao rica
em nutrientes funcionais. Entre os principais componentes identificados estdo o
acido oleico (C18:1n9c), um acido graxo monoinsaturado que representa a maior
fragdo da composicdo total, o &cido linoleico (C18:2n6c), um acido graxo
poli-insaturado em proporcao significativa, e o acido palmitico (C16:0), um acido
graxo saturado de cadeia longa. Além disso, a presenca de antioxidantes, vitamina E
e vitamina D confere propriedades valorizadas na formulagdo de produtos
cosméticos, como cremes hidratantes, séruns e aguas micelares. A versatilidade
desse 6leo, aliada ao seu carater regional, reforga sua relevancia como ingrediente
para o desenvolvimento de produtos cosméticos inovadores e sustentaveis. Aléem
disso, o aprofundamento nas propriedades de sua composi¢cdo quimica pode abrir

caminho para novas aplicagbes na area alimenticia, explorando ainda mais seu
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potencial. Essas caracteristicas tornam o 6leo de bolota uma matéria-prima de
grande interesse para pesquisas futuras, tanto no setor cosmético quanto no
alimenticio, contribuindo para desvendar aspectos ainda pouco conhecidos de seus
beneficios. A otimizagdo do rendimento na extragao de 6leo de bolota exige métodos
eficientes, como Soxhlet ou ultrassom, que preservam compostos bioativos. O
aproveitamento integral da matéria-prima pode incluir o uso de residuos para
farinhas funcionais, compostagem ou extragdo de compostos fendlicos, promovendo

sustentabilidade e reducéo de desperdicios.
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