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bolota, aclUcares totais, taninos, polifendis, digestibilidade proteica,
antioxidante

O desenvolvimento de um produto alimentar para o consumo humano
traz vantagens ao aumentar o seu tempo de conservagdo, preservando as
caracteristicas bioguimicas, nutricionais e organolépticas que o caracterizam.

As bolotas foram aquecidas a 100°C e 50°C em fases de 10 minutos
com troca de agua entre cozeduras. As bolotas foram congeladas até a sua
analise ou processamento.

Foram estudados: os polifendis, os taninos e os acUcares totais
presentes na bolota doce nas varias fases de cozedura. Igualmente foram
analisadas as modificacbes da actividade antioxidante e da digestibilidade
proteica em funcéo do processamento.

A bolota cozida com pele a 50°C em 2 fases de 10 minutos obteve
melhores resultados para ser seleccionada para congelar a longo prazo.
Apresentou baixo teor em taninos (0.1075 ug equivalentes de acido tanico /mg)
e agucares (42.8 ug/mg), preservou uma quantidade significativa de polifendis
(5.7 ug equivalentes de acido tanico /mg) e apresentou valores incrementados
de actividade antioxidante (21.0 yuM equivalentes de Trolox'mg) e de
digestibilidade proteica (13.90 %).

As bolotas que apresentaram melhores caracteristicas em fungdo das
analises realizadas foram utilizadas para elaborar pdo, o qual foi caracterizado
e submetido a uma prova de aceitagéao.



keywords

abstract

acorn, total sugar, tannin, poliphenols, digestibility protein, antioxidant

The food product development for human consumption is advantageous
to increase its shelf life, preserving the characteristic biochemical, nutritional
and organoleptic properties.

The acorns were heated at 100 ° C and 50 ° C in steps of 10 minutes
with an exchange of water from cooking. The acorns were frozen until their
analysis or processing. Were studied: total polyphenols, tannins and sugars
present in sweet acorn in various stages of cooking. Also analyzed the changes
in antioxidant activity and protein digestibility in function of processing.

The acorn was cooked with the skin to 50 ° C in 2 phases of 10 minutes
obtained better results to be selected for long-term freeze. This showed a low
content in tannins (0.1075 pg tannic acid equivalents/ mg) and sugars (42.8
pug / mg) enhanced the protein digestibility (13.90%) and antioxidant activity
(21.0 pM of Trolox equivalents/ mg) to preserve a significant amount of
polyphenols (5.7 pg tannic acid equivalents/ mg) of dry acorn.

The acorns that showed the best characteristics as a function of the
tests conducted were used to produce bread, which was characterized and
subjected to a proof of acceptance.
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| . INTRODUCAO

1.1 ConsideracOes gerais

A bolota é o fruto produzido pela azinheira, pelo carvalho e pelo sobreiro,
arvores da familia das Fagaceas (género Quercus). Existem varios nomes
vulgares para as bolotas, que diferem da arvore que as produz e da quantidade
de taninos presente na bolota (Clémence, 1995). A bolota doce € o fruto de
Azinheira Quercus rotundifolia. Esta arvore mediterranica normalmente tem

copa redonda e chega a medir de 8 a 15 metros (Oliveira et al., 2007).

Figura 1.1: Azinheira de bolota doce. Fotografia tirada no dia da apanha da bolota

(Castro Verde).

As caracteristicas morfoldégicas da bolota Quercus rotundifolia s&o

expressas na tabela seguinte (Rodriguez-Estévez et al., 2008; Castro, 2009):



Tabela 1.1: Caracteristicas morfolégicas da bolota.

Parametros fisicos

Comprimento (mm) 38.1+0.8vs.31.9+0.7

Diametro (mm) 16,6 £0.4vs.13.9+0.1
Massa da bolota

Massa fresca (g) 6.9+0.3vs.34x0.1

Mass seca (g) 25+0.2vs.1.7+0.1

Na Peninsula Ibérica, os frutos da azinheira servem de alimento a porcos
denominados de montanheira. Sao estes porcos de cor preta que produzem o
presunto de “pata-preta” ou “Jamoén serrano” (Santos, 1984). A medicina
popular atribui aos frutos da azinheira propriedades curativas para diarreias e
pequenas infec¢des (Clémence, 1995).

1.2 Relevancia da bolota na dieta humana

A literatura é fonte rica de referéncias ao consumo de bolota pelo Homem
(Gbémez et al. 2002). O aproveitamento da bolota como alimento por parte dos
povos pré-romanos peninsulares durante a 22 Idade do Ferro € descrito pelo
autor latino, Plinio o Velho que cita: “E coisa certa que hoje em dia a bolota
constitui uma riqueza para muitos povos até em tempos de paz’. Havendo
escassez de cereais secam-se, escolhem-se as bolotas e amassa-se a farinha
em forma de péo (Santos, 1984).

Segundo Estraban (1997), a bolota doce foi um dos alimentos principais
na dieta dos Lusitanos, que para contornarem a escassez de cereais no
Inverno, colhiam as bolotas no Outono e transformavam-nas em farinha para
produzir péo.

Actualmente a bolota doce deixou de ser utilizada no fabrico de pao, pelos
maiores custos de colheita e dificuldades de conservacao (oxidac&o dos acidos
gordos que levam a formacdo de um aroma a ranc¢o), ao invés do que tem

acontecido com a producao de pé&o de cereais.



Bolota de Azinheira

Apanha no Outono

Seleccao por corte
longitudinal da casca
grossa da bolota

(1° descasque)

Bolota descascada com pele

Colocar em agua a cozer
durante 1lhora

(2° descasque)

Bolota sem pele

Figura 1.2: Fluxograma do processo tradicional de cozedura da bolota doce (Ciesla, 2002).

O fluxograma acima esquematizado apresenta o processo tradicional de

cozedura da bolota doce para utilizagdo em alimentacdo humana.

1.3 Estrutura do fruto bolota

A bolota é um pseudofruto proveniente de ovario infero e de pericarpo
seco. A parte superior chama-se cupula que rodeia parcialmente uma Unica
semente que nao abre — um aquénio, indeiscente e monospérmico (Clémence,
1995).

A semente € constituida por casca, pele, endosperma e gérmen. A casca
que envolve a semente é dura e de dificil digestdo. A pele encontra-se junta ao
endosperma e apresenta sabor adstringente. O gérmen encontra-se na parte
da ponta fina da semente (Clémence, 1995).

As bolotas amadurecem no Outono (Outubro a Novembro) e perdem
rapidamente a capacidade de germinar, por oxidagdo dos &cidos gordos

(Rodriguez-Estévez et al., 2008).



Aguénio

Ponta fina Pericarpo
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Casca grossa

Aquénio

Figura 1.3: Representagdo esquematica de uma bolota (Clémence, 1995).

1.4 Composicao quimica da bolota

De acordo com o grau de maturacéo, a bolota apresenta uma composi¢céo
quimica variavel. A tabela 1.1 apresenta essa composi¢cdo quimica da bolota

em funcdo do més de colheita (Almeida & Marinho, 1992).

Tabela 1.2: Composi¢éo quimica da Bolota (em % do fruto inteiro) em funcao do més de
colheita (Almeida & Marinho, 1992).

Més de Massa Proteina | Agucares Amid Fenois Taninos
mido
colheita Seca Bruta Soltveis Totais
Setembro 46.36 3.16 9.41 17.98 7.32 9.76
Outubro 53.43 3.26 10.20 51.64 7.94 7.35
Novembro 58.32 3.69 13.43 57.29 4.90 2.94

As bolotas sao ricas em acidos gordos e apresentam cerca de 63% acido

Oleico e cerca de 12 a 20% de acido palmitico e linoleico (Cantos et al., 2003).

Na bolota detectou-se a presenca de glucosinolatos (sintetizados a partir

de aminoacidos, principalmente metionina). Estes compostos sao protectores
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das células e em quantidades moderadas podem ajudar a prevenir cancros de

varios tipos (Rodriguez-Estévez et al., 2008; Das et al., 2000).

1.4.1 Polifendis

Compostos fenodlicos sdo um grupo heterogéneo de substancias naturais
caracterizados por um anel aromatico com um ou mais grupo hidroxilo
(Barlocher et al., 2005).

Os polifendis sdo geralmente divididos em taninos hidrolisaveis,
fenilpropandides, como ligninas, flavondides (flavonois, flavonas, catequinas,
isoflavonas e antocianinas) e taninos condensados (Harborne, 1980).

Segundo Cantos et al. (2003), na pele da bolota sdo encontrados

elevados niveis de polifenadis.

» Propriedades dos polifendis

Os compostos fendlicos possuem a propriedade de formar complexos
coloridos com sais de ferro, compostos insollveis com sais de chumbo e de
sofrer substituicdo eletrofilica aromatica de acoplamento com sais de diazénio
e aldeidos, bem como formacdo de complexos com proteinas, tornando-as
indisponiveis, e inibicdo de enzimas digestivas (Mesquita et al., 2007).

Os polifendis apresentam uma ampla gama de efeitos biolégicos, como
consequéncia das suas propriedades antioxidantes. Os polifendis protegem da
oxidacdo as LDL com consequéncias significativas na aterosclerose (Urquiaga,
2000).

Varios tipos de polifendis (4cidos fendlicos, taninos hidrolisaveis e
flavondides) mostram efeitos anticarcinogénico e antimutagénico. Assim, 0s
polifendis podem interferir em varios passos que levam ao desenvolvimento de
tumores malignos, inactivando-os, inibindo a expressao de genes mutantes e
actividade de enzimas envolvidas na activagcao de pro-carcinogenes, e activar
sistemas enzimaticos envolvidos na desintoxicacdo de xenobioticos. Varios
estudos mostram que os polifendis, flavonoides particularmente, inibem a

iniciacdo, promocao e progressao dos tumores (Urquiaga, 2000).



» Efeito da cozedura nos polifendis

Bressani et al. (1982) investigaram o destino de polifendis durante o
processo de cozedura de feijdes. Os autores relataram que com a elevacédo da
temperatura os polifendis podem: ligar-se a algumas proteinas; serem
eliminados na agua de cozedura; permanecer livres; ou sofrer polimerizagéo.
Ainda foram sugeridas outras hipoteses: os polifendis livres podem influenciar
indirectamente a digestdo das proteinas por inibicdo da actividade enzimatica;
durante a cozedura podem penetrar no cotilédone e reagir com as proteinas

tornando-as menos susceptiveis a hidrélise enzimética.

1.4.1.1 Componentes com acc¢ao antioxidante

Entende-se por antioxidante, 0 composto que é capaz de, em pequenas
concentracfes, na presenca de um substrato oxidavel, retardar ou prevenir
significativamente a oxidac&o do substrato (Soares, 1996).

Os antioxidantes podem exercer as suas propriedades protectoras em
diferentes etapas do processo de oxidacédo e por diferentes mecanismos. Os
antioxidantes “primarios” interrompem a cadeia de propagacdo de radicais e
funcionam como captadores de radicais livres (“free radical scavengers”). Os
mecanismos dos antioxidantes “secundarios” ou “preventivos” podem incluir a
desactivacdo dos metais, inibicdo da quebra de hidroperdxidos lipidicos em
produtos volateis ndo desejados (Matos, 2006).

A accdo de compostos antioxidantes presentes nos alimentos contendo
lipidos, ou simplesmente acidos gordos, como no caso da bolota, minimiza a
rancidez, retarda a formacédo de produtos de oxidacgdo téxicos, permite manter
a qualidade alimentar e aumenta o tempo de vida dos alimentos. Segundo
Cantos et al. (2003), os polifendis da bolota séo responsaveis pela reducéo da
oxidacao lipidica dos acidos gordos.

Os factores que influenciam a oxidacéo lipidica sdo a temperatura, luz, ar,
propriedades fisico-quimicas do substrato e a presenca de catalisadores ou
inibidores de oxidacado (Parejo et al., 2002; Koleva et al., 2002).



1.4.2 Taninos

Os taninos séo definidos como polimeros fendlicos sollveis em agua e
que na presenca de proteina formam complexos tanino-proteina (Haslam,
1966). Apresentam alto peso molecular (500-3000 Da) e contém grupos
hidroxilfendlicos em quantidade suficiente para permitir a formacao de ligacdes
cruzadas com proteinas (Desphande, 1986). Os taninos séo classificados em
dois grupos: a) taninos hidrolisaveis e b) taninos condensados ou
proantocianidinas (Battestin et al., 2004). Segundo Cantos et al. (2003), na
bolota da Quercus rotundifolia estdo presentes derivados de acido galico e
derivados de &cido elagico. O trigaloil-hexahidrodifenoil-glucose € o principal
tanino condensado encontrado no endosperma da bolota, apresenta 495.6

mg/g de bolota.

> Caracteristicas dos taninos

As principais caracteristicas dos taninos sao: solubilidade em agua,
excepto os de elevado peso molecular; possuem a capacidade de ligar-se a
proteinas, combinar-se com celulose e pectina para formar complexos

insolaveis (Battestin et al., 2004).

» Modo de accao

Os taninos sdo compostos fendlicos que tém a capacidade de se
combinarem com as proteinas e outros polimeros como 0s polissacarideos,
provocando a sensacgao de adstringéncia, que nao € mais que a perda do efeito

de lubrificacdo da saliva (Prinz et al., 2000).

» Taninos na nutricdo humana

Os taninos tém um importante papel na nutricdo humana, podendo
exercer efeitos adversos e/ou benéficos.
O principal impacto dos taninos na nutricdo humana deve-se a capacidade

desses compostos em formar complexos com varios tipos de moléculas. Além
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da capacidade dos taninos em precipitarem proteinas, eles também sao
capazes de interagir com hidratos de carbono e com i6es metélicos (Nozella,
2001).

Segundo Almeida (1986) os taninos reagem com proteina formando
complexos tanino-proteina insolUveis. Parecem participar, na formacéo de tais
complexos, quatro tipos de ligagdes:

» ligagBes hidrogénio entre os grupos fendlicos do tanino e cetoimida
das proteinas;

= ligacdes idnicas entre o anido fenolato e o sitio catiénico da molécula
proteica;

» ligagBes covalentes formadas por oxidacdo dos polifendis em
guinonas e subsequente condensacdo com um grupo nucleofilico (-
NH2, - SH, -OH) nas proteinas;

» interacgdes hidrofobicas entre a estrutura ciclica, aromatica, dos
compostos fendlicos e as regides hidrofobicas das proteinas.

» Efeitos benéficos

Os taninos ao complexarem com i6es metélicos e macromoléculas, e ao
apresentarem actividade antioxidante tém as seguintes aplicacfes
farmacoldgicas:

* antidotos em intoxicagdes por metais pesados e alcalbides;
» adstringentes:

* via externa: cicatrizantes, hemostaticos e protectores;

* via interna: antidiarreicos;

* anti-sépticos;

= antioxidantes (Peris et al., 1995).

> Efeitos adversos

Os taninos condensados estdo presentes na fraccéao fibra alimentar de
diferentes alimentos, como na bolota e podem ser considerados nédo digeriveis
ou pobremente digeriveis (Bartolomé et al., 1995). Os efeitos anti-nutricionais

dos taninos, em geral:



» Deprime a ingestéo alimentar.
» Afecta a digestibilidade:
o Complexa-se com a proteina ou outros componentes
alimentares.
o Complexa-se com enzimas digestivas, interferindo com a
digestéao.
o Complexa-se com suficiente quantidade de proteina endogena
de alta qualidade.
o Complexa-se com, ou danifica, partes do proprio tubo digestivo,
interferindo com as funcgoes.
Os seus produtos de hidrélise sdo absorvidos e tém efeito toxico em

qualquer ponto do organismo (Almeida, 1986).

» Método de remocéo

Dado que os taninos tém efeitos negativos na alimentacdo humana, sera

desejavel reduzir o seu nivel ou a sua accao.

Os esforcos conduzidos para dominar os efeitos antinutricionais, ou
toxicos, dos taninos dos alimentos, centram-se em varias linhas,
nomeadamente (Price e Butler, 1980):

» Remocao fisica ou quimica do tanino.

» Adicdo a dieta de substancias que se complexam com o tanino
(adsorventes tais como a polivinilpirrolidona (PVP) e o
polietilenoglicol (PEG)).

» Processamento quimico do produto alimentar, para alterar o tanino in
situ.

» Selecgdo de variedades de plantas com menor teor em taninos.
(Almeida, 1986).



1.4.2.1 Efeito sobre a digestibilidade proteica

Os taninos interferem com a digestdo enzimatica das proteinas, quer pela
formacdo de complexos insoliveis com os substratos (diminuindo assim a
biodisponibilidade), quer pela inactivacdo de varias enzimas digestivas por um
processo similar a da formacdo dos complexos (Almeida, 1986). Estudos
conduzidos in vitro demonstraram que varias enzimas digestivas,
nomeadamente tripsina, a-amilase e pepsina (Oh et al.,, 1978) s&o inibidas
pelos taninos (Almeida, 1986).

A digestibilidade da proteina é determinada em funcdo da fraccao do
azoto ingerido que o individuo absorve. A digestibilidade verdadeira é obtida
pela diferenca entre azoto ingerido e aquele que aparece nas fezes corrigido
pela quantidade de azoto fecal excretado quando o individuo consome uma
dieta livre de proteina. A digestibilidade é também a medida da percentagem
das proteinas que sao hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas, na
forma de aminoéacidos ou de qualquer outro composto azotado, pelo organismo
(Pires et al., 2006).

Varios factores tém sido identificados que interferem na digestibilidade,
dentre estes se incluem a presenca de componentes biologicamente activos,
processamento térmico e estrutura quimica da proteina. Esses factores
afectam a digestibilidade da proteina, diminuindo a sua hidrélise, tornando os
aminoacidos menos disponiveis para serem absorvidos pelo organismo (Pires
et al., 2006).

As digestibilidades sdo estudadas usando enzimas proteoliticas que agem
normalmente na digestao (no caso pepsina), procurando-se imitar, inclusive, as
condicdes de pH ou de acidez, caracteristicas do estbmago e do intestino onde
a digestdo das proteinas se processa (Pires et al., 2006).

A pepsina € uma enzima digestiva que € produzida pelas paredes do
estbmago, sendo segregada no suco gastrico, e tem como funcao hidrolisar as
proteinas em péptidos mais simples. S6 reage em meio acido, o seu pH éptimo
situa-se entre 2 e 3. Por isso, 0o estdbmago também produz acido cloridrico
(HCI). Quando em contacto com o acido cloridrico, o pepsinogénio (percursor
"inactivo" que esta presente no suco gastrico) transforma-se na pepsina, que é

"activa".
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A pepsina actua sobre proteinas no processo de quimificacdo, dando
origem ao quimo (Stryer, 1996).

Um método de aumentar a digestibilidade proteica é: dissociar 0s
complexos tanino-proteina, pelo menos parcialmente, com solventes organicos
tais como: acetona, ésteres, dimetilformamida, N-metilpirridiona e
dimetilsulfoxido,  detergentes,  processamento alcalino, cafeina e
polietilenoglicol (PEG) 4 000 (Almeida, 1986). O efeito da adicdo de PEG
(Polietilenoglicol) ao miolo da bolota aumenta a digestibilidade da proteina
bruta. Os taninos tém efeito bioldgico sobre a digestibilidade da fraccao
azotada dos alimentos, tal como é referido por muitos autores (Reed, 1995).

Pode-se inibir a accao dos taninos sobre as proteinas da dieta por accao
de: demolha da bolota em &gua, por processamento com hidroxido ou
carbonato de calcio (Nozella, 2001) e outros processos de remocédo dos taninos
detalhados anteriormente, desde que a bolota n&o se danifique como alimento
(Almeida, 1986).

De uma forma geral a digestibilidade proteica é afectada pela presenca de
uma consideravel percentagem de taninos e polifendis na bolota. Quanto mais
elevado for o teor em prolina da proteina, maior sera a capacidade de se
complexar com os taninos. Assim, o alto teor de prolina presente na proteina
salivar pode ser considerado um processo de inactivacdo de taninos, ja que
reduz a quantidade de taninos disponiveis para se complexarem com 0S
nutrientes, reduzindo, assim, 0os seus efeitos anti-nutricionais (Castro, 2009).
Estes efeitos anti-nutricionais tém associados efeitos adversos como esta
descrito na sec¢ao dos taninos (perda de peso, diminuicdo da velocidade de
crescimento celular, pouca retencdo de nitrogénio, diminuicdo de energia

metabolizada e baixa absorcao de ferro) (Garcia, 2004).

1.4.3 AguUcares totais

Os hidratos de carbono capazes de reduzir sais de cobre e prata em
solugdes alcalinas, conhecidos como acucares redutores, apresentam grupos
de aldeidos ou ceténicos livres. Assim, todos 0s monossacarideos sao

redutores e o mecanismo de oxidagdo-reducdo esta relacionado com a
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formacdo de um enediol, funcdo fortemente redutora em meio alcalino, que
interconverte aldoses e cetoses. A glucose, em meio alcalino, € rapidamente
transformada em enediol, levando a formacao de frutose e de manose, e este
composto, conhecido como redutona, ao ser oxidado a funcéo aldénica causa a
reducdo dos ides cupricos (Demiate et al., 2002).

A bolota contém valores médios de 5% de acUcares (Fernandez et al.,
2005). De acordo com Sanz et al. (2008) extractos aquosos de bolota
apresentam 68% de proto-quercitol (CgH7(OH)s), 20% de frutose e 18% de
glucose. Segundo Khanbabaee et al. (2001) o proto-quercitol € um dos
acucares tal como a D-glucosepiranose que se apresenta ligado ao &cido
galico formando os galotaninos. De acordo com Sanz et al. (2004) estes
galotaninos, taninos hidrolisaveis estdo presentes no endosperma da bolota e
apresentam actividade antioxidante.

O proto-quercitol - alcodl ciclico, penta hidroxilado - é incolor, solivel em
agua, cristais de sabor doce, com um ponto de fusdo de 234°C e € um
composto extraido das bolotas e usado na medicina (Bender, 2005). O proto-
quercitol faz parte do grupo de inositdis, alcoodis ciclicos ou polidis. O inositol
pode ajudar na reducdo dos niveis sanguineos de colesterol, modulador da
actividade da insulina, mantém o bom nivel de neurotransmissores, aliviar a
depressdao, reduzir o transtorno compulsivo / obsessivo (TOC), menor pressao
arterial e até mesmo ajudar a evitar queda de cabelo. Esta a ser estudado
como composto que previne e trata a primeira fase da Doenca de Alzheimer
(Merck index, 1989).

1.4.4 Amido

O amido é o principal polissacarideo de reserva da bolota — cerca de 70%
da farinha — é constituido por dois componentes principais, amilose e
amilopectina, ambos formados de unidades repetitivas de a-D-glicose. A
amilose é o componente essencialmente linear, com ligagbées a — (1,4) entre as
unidades. A amilopectina, além de possuir unidades de a-D-glucose unidas
através de ligagdes a — (1,4), apresenta diversas ramificagdes, originadas por

ligagdes do tipo a — (1,6), ao longo de toda cadeia (Van Soest et al. 1996).
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Estas cadeias formam uma estrutura semi-cristalina, bem resistente, que se
denomina granulo.

O amido apresenta pouca capacidade de absorcdo de dgua a temperatura
ambiente. Com o aumento de temperatura, a absorcdo de agua aumenta,
observando-se a solubilizacdo da amilose e da amilopectina. A esse fenomeno,
da-se o nome de gelatinizacdo do amido. A temperatura de gelatinizacdo é
caracteristica da fonte de amido e pode variar entre 60°C para o amido de trigo
e 72°C para o amido de milho e milho ceroso. O amido gelatinizado é
susceptivel a digestdo pelas amilases. No arrefecimento, este amido

gelatinizado sofre retrogradacéo (Eastwood, 2003).

1.5 Producéo de péo de trigo e 0s processos quimicos envolvidos

O miolo de uma fatia de pdo € uma espuma, ou seja, uma disperséo de
gas numa fase solida. A cddea do pao é mais dura, estaladica e com uma
coloracdo acastanhada. Cada um dos ingredientes do pdo tem o seu papel na
formacao destas estruturas. Os ingredientes fundamentais do péo sao a farinha
de trigo, a &gua, o sal e a levedura de padeiro.

A farinha de trigo € constituida por varios tipos de compostos, todos eles
bem importantes para a qualidade final do pdo, sendo os mais relevantes, o
amido e as proteinas.

Nas farinhas existem as amilases que hidrolisam as cadeias do amido.
Dai resultam acucares livres que sédo importantes na panificacdo. Quanto as
proteinas do trigo, elas sédo diferentes das dos outros cereais. Quando se
adiciona agua a farinha e se amassa a frac¢éo nao sollvel, constituida por dois
tipos de proteinas — as gliadinas e as gluteninas — forma uma rede denominada
gluten, que tem a funcao fundamental de reter o gas formado e permitir que o

pao fique macio.
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proteinas da farinha, desenrolam-se e ocorre estabelecimento de
inicialmente fodas a dlteracao de novas ligacdes entre si,
“"emaranhadas” algumas ligacoes formam uma rede visco-
quimicas eldstica, chamada gluten.

Figura 1.4: Altera¢des que ocorrem nas proteinas.

Na agua vao-se dissolver os compostos sollveis. Por outro lado ela liga-
se aos restantes componentes, nomeadamente as proteinas que vao constituir
o gliten e ao amido, hidratando-os. E também necessaria a todas as reacgdes
enzimaticas.

O CO;, produzido, pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae, vai
acumular-se dentro da massa, e se o gluten tiver a “forca” adequada para o
reter, esta vai expandir-se dada a sua elasticidade. Podendo duplicar o seu
volume inicial. Quando a massa atinge o volume desejado, € metida no forno, a
temperaturas entre os 170 e os 220°C, e, a medida que a massa vai

aquecendo, ocorrem uma série de processos assim resumidos na tabela 1.3

(Mata et al., 2010).
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Tabela 1.3: Algumas alteragdes que ocorrem na massa panar a medida que a sua

temperatura vai aumentando (Mata et al., 2010).

Temperatura da massa (°C)

Alguns fendmenos que ocorrem na massa

durante a cozedura

30

Aumento da actividade das leveduras com
producdo de gas; expansao do gas pelo calor.

A massa aumenta ainda mais de volume.

50 - 60

Fim da actividade das leveduras e forte

actividade enzimatica.

60 — 80

Coagulacdo das proteinas; gelatinizacdo do
amido (graos absorvem agua e incham).

100

Evaporacdo de agua, libertacdo de vapor de

agua e formacéo da codea.

130 - 200

Escurecimento — reac¢es de caramelizagéo de
aclcares e reacc¢Oes de Maillard entre agucares
da estrutura

e aminoacidos. Formacao

estaladica.
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II. OBJECTIVOS

O objectivo geral deste trabalho é estudar a bolota doce como ingrediente

para o sector da panificacéo e incrementar o uso de produtos autoctones.

Objectivos especificos:

1) Avaliar o processo de cozedura como potencial método para eliminacéo
de taninos.

2) Avaliar a accdo antioxidante de componentes da bolota crua e
processada.

3) Caracterizacao do pao feito a partir de bolota pré-congelada.

De forma a se atingirem o0s objectivos propostos, foram analisados os
componentes da bolota doce nas diversas fases de processamento. Foram
quantificados os polifendis e a sua actividade antioxidante, os taninos, 0s
acucares totais extractaveis existentes nas diversas amostras de bolota.
Determinou-se a digestibilidade proteica. Comparou-se o pao de trigo com 0s

paes de bolota.
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lIl. MATERIAIS E METODOS

3. 1 Obtencéo da matéria-prima

3.1.1 Apanha da bolota doce

A bolota apanhou-se em meados de Outono, fins de Novembro, quando
estavam maduras. Com uma vara, varejou-se a azinheira e apanhou-se
seleccionando a bolota intacta, sem impurezas, para dentro de sacos que

facilitaram o transporte até ao local de armazenamento.

3.1.2 Armazenamento da bolota

Num local seco e arejado estendeu-se ao longo do chédo as bolotas.
Separou-se as bolotas umas das outras, para evitar transpiragéo, pela intensa
actividade respiratoria e consumo de energia. Estes factores podem determinar
reducdo acentuada da disponibilidade de reservas e metabolismo
desordenado, com a actividade de radicais livres que provocam prejuizos a
conservacao da viabilidade durante o armazenamento, pois favorecem a rapida
deterioracdo (Andred et al., 2006). As bolotas mantiveram-se estendidas no

maximo um més, enquanto foram sendo processadas.

3.1.3 Seleccao das bolotas

Depois de apanhar as bolotas no Outono, ha que selecciona-las,
descasca-las e cozé-las. Devem de seguida ser congeladas a -18°C, para
posterior utilizacdo, Este processo de preparacao prévia da bolota foi publicado
em 2008 por PROSEPE, Projecto de Sensibilizacdo e Educacao Florestal da
Populacao Escolar.

As bolotas foram seleccionadas por observacao apos corte transversal da
casca no lado mais grosso da bolota. Assim podem ser observadas quais as
bolotas a aproveitar e a desprezar seja por contamina¢cdes microbianas ou por
oxidacdo dos acidos gordos. As bolotas que sofreram humidificacdo durante a
apanha podem apresentar fungos que as danificam. Também se desprezam

estas bolotas.
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3.1.4 Determinacao do rendimento de bolota utilizavel

Pesou-se perto de 1 kg de bolotas. Cortou-se a parte grossa da casca da
bolota para ver quais estavam boas e mas. Pesaram-se as bolotas mas e boas
com casca. Pesou-se a massa das cascas grossas das boas. Calculou-se a
massa de boas sem casca. Calculou-se o rendimento estimado de

aproveitamento da bolota de acordo com a seguinte formula:

% Aproveitamento da bolota = 100 _ Massa de subprodutos x 100 (3.1)

Massa Total

3.2 Processamento da matéria-prima

3.2.1 Descasque manual da bolota doce

Passos do descasque:

1. Descascaram-se as bolotas com um golpe lateral de forma a soltar
a casca grossa (1° Descasque).

2. Uma parte das bolotas resultantes do 1° descasque foram
raspadas, para retirar a pele da bolota. Assim, guardaram-se para
as analises aproximadamente 15 g de bolotas cruas sem pele
designadas por bolotas B.

3. No caso das bolotas que foram aquecidas em agua destilada, foi-

Ihes retirada a pele apds o primeiro aguecimento (2° Descasque)

Este processo manual de descasque é similar ao usado para descasque
da castanha (Sousa, 2007).
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3.2.2 Cozedura da bolota

Bolota de Azinhei

no Outono

ra Apanha

Corte longitudinal da casca
grossa da bolota
(1° descasque)

v

Bolota descascada com pele
Conaelacéo

|

Cozedura
10 min, 100°C
A1C100

v

Cozedura
10 min, 50°C
A1C50

Bolota sem pele

Bolota 12 cozedura com pele

Bolota 12 cozedura com pele

B Bi1C B1C50
2° Descasque Cozedura
Cozedura 10 min, 50°C
10 min, 100°C A2C50
A2C100

Bolota 12 cozedura sem pele
B2C100

Bolota 12 cozedura com pele
B2C50

Cozedura
10 min, 100°C
A3C100

Bolota 12 cozedura sem pele
B3C100

Figura 3.1: Esquema do processamento das amostras com identificagdo das amostras

3.2.2.1 Preparacéo da bolota cozida a 100°C

Bolotas B1C e agua A1C100

Colocaram-se a cozer aproximadamente 500g de bolotas boas sem casca

grossa em 500mL de &agua destilada a ferver a 100°C durante 10 minutos.

Registaram-se a massa das bolotas B1C e o volume de agua que sai da

cozedura - A1C100. Retiraram-se amostras de bolotas da 12 cozedura (B1C)

para as analises e determinagdo da humidade (aproximadamente 15g).

Procedeu-se ao 2° descasque. Guardou-se a agua A1C100 em frascos de

50mL para congelar e posteriores analises.
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Bolotas B2C100 e agua A2C100
Apébs o 2° descasque, pesaram-se as bolotas sem pele, e colocaram-se a

cozer em 400mL de agua destilada a ferver a 100°C durante 10 minutos.
Registaram-se a massa das bolotas B2C100 e o volume de agua que sai da
cozedura — A2C100. Retiraram-se amostras de bolotas da 22 cozedura
(B2C100) para as analises e determinacdo da humidade (aproximadamente
15g). Guardou-se a &gua A2C100 em frascos de 50mL para congelar e

posteriores analises.

Bolotas B3C100 e agua A3C100
Pesaram-se as bolotas restantes e colocaram-se a cozer em 400mL de

agua destilada a ferver a 100°C durante 10 minutos. Registaram-se a massa
das bolotas B3C100 e o volume de agua que sai da cozedura — A3C100.
Retiraram-se amostras de bolotas da 32 cozedura (B3C100) para as analises e
determinacdo da humidade (aproximadamente 15g). Guardou-se a &gua

(A3C100) em frascos de 50mL para congelar e posteriores analises.

3.2.2.2 Preparacado da bolota cozida a 50°C com pele

Foi realizado outro ensaio de cozedura no qual o 2° descasque nao foi

feito.

Bolotas B1C50 e agua A1C50

Colocaram-se a cozer aproximadamente 100g de bolotas boas sem casca

grossa em 300mL de agua destilada a ferver a 50°C durante 10 minutos.
Registaram-se a massa das bolotas B1C50 e o volume de agua que sai da
cozedura — A1C50. Retiraram-se amostras de bolotas da 12 cozedura (B1C50)
para as andlises e determinacdo da humidade (aproximadamente 15q).
Guardou-se a agua (A1C50) em frascos de 50mL para congelar e posteriores

analises.

Bolotas B2C50 e agua A2C50

Pesaram-se as bolotas restantes, e colocaram-se a cozer em 300mL de

agua destilada a ferver a 50°C durante 10 minutos. Registou-se a massa das
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bolotas B2C50 e o volume de agua que sai da cozedura — A2C50. Retiraram-se
amostras de bolotas da 22 cozedura (B2C50) para as analises e determinacéo
da humidade (aproximadamente 15¢g). Guardou-se a agua (A2C50) em frascos

de 50mL para congelar e posteriores analises.

As referéncias das diferentes bolotas e 4guas de cozedura que sofreram
diferentes condi¢cbes de processamento séo apresentadas na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Nomenclatura das Amostras

Nome da referéncia Temperatura Tempo de
de cozedura cozedura

B Bolota crua sem pele N&o aplicavel  N&o aplicavel
B1C Bolota 12 cozedura 100°C 10 minutos
B2C100 Bolota 22 cozedura 100°C 10 minutos
B3C100 Bolota 32 cozedura 100°C 10 minutos
A1C100 Agua 12 cozedura 100°C 10 minutos
A2C100 Agua 22 cozedura 100°C 10 minutos
A3C100 Agua 32 cozedura 100°C 10 minutos
B1C50 Bolota 12 cozedura 50°C 10 minutos
B2C50 Bolota 22 cozedura 50°C 10 minutos
A1C50 Agua 12 cozedura 50°C 10 minutos
A2C50 Agua 22 cozedura 50°C 10 minutos
Pele Pele fina raspada crua
Be Bolota externa crua N&o aplicavel

junto a pele
Bi Bolota parte interna

3.2.3 Congelacéo

As bolotas apdés o primeiro descasque e a raspagem da pele foram
congeladas a -18°C em sacos de polietileno selados até a sua utilizacdo para
analise ou elaboragéo do pdo. Passadas 12 horas de congelamento, soltam-se
as bolotas dentro do saco e voltam-se a colocar na arca. Neste momento
estardo prontas a ser utilizadas. Em todos os casos as bolotas foram deixadas

descongelar durante 12 horas em frigorifico.
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3.2.4 Preparacao da amostra das bolotas para determinacao de

taninos e acucares

Colocaram-se aproximadamente 2g de bolotas raladas num frasco com
50mL de agua destilada. Deixaram-se em repouso 4 horas. Filtrou-se a agua
de extraccdo e guardou-se o volume filtrado (liquido translicido) em frascos

que se identificaram e congelaram para posteriores analises.

3.2.5. Preparacado das aguas de cozedura das bolotas

Colocaram-se 5 mL de agua de cada cozedura em tubos de centrifuga.
Centrifugou-se a 20,000G durante 10 minutos a 10°C. Pipetou-se o
sobrenadante com cuidado sem abanar os tubos de centrifuga para ser retirado
0 mais translucido possivel. Se o liquido ndo saiu translicido procederam-se a
duas filtragens simples por gravidade. Foi obtido um liquido translicido amarelo
qgue decresceu de intensidade conforme o tempo de cozedura. Este liquido

guardou-se em frascos identificados no congelador para posteriores analises.

3.3 Métodos de analise

3.3.1 Determinacédo da humidade

As capsulas de niquel limpas e secas foram manuseadas com papel
absorvente. Colocaram-se as capsulas destapadas na estufa a 104°C durante
1 hora. Colocaram-se no exsicador a arrefecer. Pesaram-se as amostras
raladas para as capsulas. Registaram-se 0s pesos totais das capsulas com
amostra e tampa. Colocaram-se as capsulas destapadas na estufa a 104°C
durante 24 h. Colocaram-se no exsicador até arrefecer. Registaram-se 0s
pesos totais das capsulas com amostra e tampa. A partir da diferenga entre os
dois pesos totais das capsulas com amostra e tampa inicial e final
determinaram-se as massas de amostra com secagem da estufa. Assim
calcularam-se as percentagens de humidade de cada bolota no seu estado de

processamento.
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3.3.2 Determinacao de acuUcares totais extractaveis

Para a determinacdo dos acUcares totais usou-se o Método fenol
sulfarico. Este método, segundo Dubois et al. (1956), fundamenta-se no facto
de que acucares simples (monossacarideos) ou complexos (polissacarideos), e
seus derivados, incluindo metil ésteres com grupos redutores livres ou
potencialmente livres, quando tratados com fenol e &cido sulfdrico concentrado
dao coloracdo amarelo-alaranjado, com uma reaccdo sensivel e coloracdo
estavel. A intensidade da cor é proporcional a quantidade de acUcares totais
presentes na amostra. O método é simples, rapido, sensivel e com resultados
reprodutiveis. Esta técnica dispensa hidrolise da amostra, uma vez que utiliza
acido sulftrico concentrado (Demiate et al., 2002).

Preparacao de solucdes:

Prepararam-se o fenol a 5% (p/v).
Preparou-se a solugdo padrdo de glucose a 700 pg/mL, colocaram-se
0.07 g num baldo volumétrico de 100 mL, preparou-se e aferiu-se com agua

destilada.

Preparacdo dos tubos de ensaio para a curva de calibracdo:

1) ldentificaram-se em duplicado 11 tubos de ensaio com a referéncia de
concentragdo de glucose em ug/mL: 0 (o branco); 70; 140; 210; 280;
350; 420; 490; 560; 630; 700 (os controlos), respectivamente.

2) Pipetaram-se 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 0.6; 0.7; 0.8; 0.9; 1.0 mL de
solucédo padrédo de glucose para 11 tubos de ensaio e adicionaram-se
1.0; 0.9; 0.8; 0.7; 0.6; 0.5; 0.4; 0.3; 0.2; 0.1; 0 mL de agua destilada,
respectivamente.

3) Adicionou-se 1 mL de fenol a 5% (p/v). Deixaram-se repousar 30
minutos a temperatura ambiente.

4) Leu-se a absorvancia a 490 nm.

5) Tracou-se o grafico concentracdo de acucares versus absorvancia.

6) Tracou-se também a curva de calibracdo que deve ser linear.
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Preparacao dos tubos de ensaio para as amostras:

1) Identificaram-se em duplicado 11 tubos de centrifuga com a referéncia
de simbolo da amostra: B; B1C; B2C100; B3C100; A1C100; A2C100,
A3C100; B1C50; B2C50; A1C50; A2C50, respectivamente.

2) Para cada um dos tubos de ensaio, B; B1C; B2C100; B3C100; A1C100;
A2C100, A3C100; B1C50; B2C50; A1C50; A2C50, pipetaram-se 150;
200; 200; 200; 50; 50; 50; 200; 100; 300; 300 ul de cada solucao aquosa
de amostras da bolota, preparadas como no ponto 3.2 da metodologia e
perfez-se até 1 mL com agua destilada, respectivamente.

3) Adicionou-se 1 mL de fenol a 5% (p/v) e 2.5 mL de acido sulfarico
concentrado. Homogeneizaram-se 0s tubos no vortex. Deixou-se
repousar 30 minutos a temperatura ambiente.

4) Leu-se a absorvancia a 490 nm.

5) Usou-se como branco a concentracdo de glucose em pg/mL igual a
zero. E como controlos as restantes concentracbes de glucose em
Mg/mL preparadas para a curva de calibragao.

6) Baseado na curva de calibracdo linear do grafico concentracdo de
aclcares versus absorvancia, determinaram-se equivalentes de
acucares por mg de bolota, tendo em conta o volume de amostra

aguosa usado no passo 2 e a percentagem de humidade.

3.3.3 Método de determinacéo dos taninos

Preparacéo de solucoes:

Prepararam-se 100 mL da solugcé&o aquosa 70% de acetona (v/v).

Preparou-se a solugéo stock de 25 mg de acido tanico em 100 mL de 70%
acetona.

Preparou-se o reagente de vanilina (4% (w/v) de vanilina em metanol):

- Colocaram-se 4 g de NaOH num baldo volumétrico de 100 mL, preparou-

se e aferiu-se com metanol.
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Preparacao dos tubos de ensaio para as curvas de calibracao:

Para a curva de calibragao para as amostras aquosas (A1C100; A2C100,
A3C100; A1C50; A2C50; Pele; Be e Bi):

Identificaram-se em duplicado 6 tubos de ensaio com a referéncia de
concentracao de acido tanico em pg/mL: O (o branco); 2.5; 5.0; 7.5; 10.0; 12.5
(os controlos), respectivamente.

Pipetaram-se 0; 0.01; 0.02; 0.03; 0.04; 0.05 mL de solucdo stock para 6
tubos de ensaio e adicionaram-se 0.05; 0.04; 0.03; 0.02; 0.01; 0 mL de agua
destilada, respectivamente. Homogeneizou-se no vortex.

Para a curva de calibragao para as amostras de bolota (B; B1C; B2C100;
B3C100 e B1C50; B2C50): Identificaram-se em duplicado 6 tubos de ensaio
com a referéncia de concentracdo de acido tanico em pg/mL: O (o branco); 25;
50; 75; 100; 125 (os controlos), respectivamente.

Pipetaram-se 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 mL de solucao stock para 6 tubos de
ensaio e adicionou-se 0.5; 0.4; 0.3; 0.2; 0.1; 0 mL de agua destilada,
respectivamente. Homogeneizou-se no vortex.

A cada tubo de ensaio:

1) Adicionaram-se 3 mL de reagente de vanilina e 1.5 mL de HCI
concentrado a 37 %.

2) A reaccdo decorreu durante 15 minutos num banho a temperatura
ambiente e com os tubos protegidos com papel de aluminio do efeito da
luz.

3) A absorvancia da mistura reaccional foi medida a 500 nm contra o
branco de uma amostra de agua.

4) Tracou-se o grafico concentracao de acido tanico versus absorvancia.

Tragou-se também a curva de calibracao que deve ser linear.

Preparacéo dos tubos de ensaio para as amostras:

1) Identificaram-se em duplicado 14 tubos de ensaio com a referéncia de
simbolo da amostra: B; B1C; B2C100; B3C100; A1C100; A2C100,
A3C100; B1C50; B2C50; A1C50; A2C50; Pele; Bi e Be,
respectivamente.

2) Nos tubos de ensaio (A1C100; A2C100, A3C100; A1C50; A2Ch0; Pele;

Be e Bi) colocaram-se 50 ul de cada amostra aquosa e nos tubos de
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ensaio (B; B1C; B2C100; B3C100) colocaram-se 500 pl de cada amostra
aguosa de bolota, preparadas como no ponto 3.2 da metodologia.

A cada tubo de ensaio:

3) Adicionaram-se 3 mL de reagente de vanilina e 1.5 mL de HCI
concentrado.

4) A reaccdo decorreu durante 15 minutos num banho a temperatura
ambiente e com os tubos protegidos com papel de aluminio do efeito da
luz.

5) A absorvancia da mistura reaccional foi medida a 500 nm.

6) Usou-se como branco a concentragcdo de acido tanico em pg/mL igual a
zero. E como controlos as restantes concentragdes de acido tanico em
Mg/mL preparadas para a curva de calibragao.

7) Baseado na curva de calibracéo linear do gréafico concentracéo de acido
tanico versus absorvancia, determinaram-se equivalentes de acido
tanico por mg de bolota, tendo em conta o volume de amostra aquosa

usado no passo 2 e a percentagem de humidade da amostra.

3.3.4 Método de determinacéo dos polifendis totais

Os polifendis totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteau.

Preparacao de solucoes:

Prepararam-se 200 mL de solucédo aquosa de 70% acetona (v / V).
Preparou-se a solucéo stock de 25 mg de acido tanico em 100 mL de 70%
acetona.

Solucéo de 0.1 N NaOH:

- Colocaram-se 0.8 g de NaOH num baldo volumétrico de 200 mL,
preparou-se e aferiu-se com agua destilada;

- A solugéo de Na,CO3 2% num baldo volumétrico de 200 mL, preparou-
se e aferiu-se com NaOH preparado anteriormente.

- Diluiu-se o reagente Folin-Ciocalteu (Fluka para preparacdo de

solugdes) 1:2 com agua destilada, num baldo volumétrico.
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Preparacdo dos tubos de ensaio para a curva de calibracio:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

Identificaram-se em duplicado 6 tubos de ensaio com a referéncia de
concentragcdo de acido tanico em pg/mL: 0; e 50; 100; 150; 200; 250,
respectivamente. A concentracado de acido tanico em ug/mL igual a zero
corresponde ao branco. As restantes concentracdes de acido tanico em
pg/mL correspondem aos controlos.

Pipetaram-se 0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0 mL de solugéo stock para 6 tubos
de ensaio e adicionou-se 1.0; 0.8; 0.6; 0.4; 0.2; 0 mL de agua destilada,
respectivamente. Homogeneizou-se no vortex.

Adicionaram-se 5 mL de 2% Na,CO3z; em 0.1 N NaOH e homogeneizou-
se.

Apoés 5 minutos, adicionaram-se 0.5 mL de Reagente Folin-Ciocalteu e
homogeneizou-se.

Apéds 120 minutos, leu-se a absorvancia a 760 nm.

Tracgou-se o grafico concentracdo de &cido tanico versus absorvancia.

Tracou-se também a curva de calibracdo que deve ser linear.

Preparacao dos tubos de ensaio para as amostras:

1) Identificaram-se em duplicado 11 tubos de centrifuga com a referéncia

de simbolo da amostra: B; B1C; B2C100; B3C100; A1C100; A2C100,
A3C100; B1C50; B2C50; A1C50; A2C50, respectivamente.

2) Nos tubos de amostras soélidas (B; B1C; B2C100; B3C100; B1C50;

B2C50) colocaram-se 100 mg de cada amostra de bolota ralada e nos
tubos de amostras aquosas, aguas de cozedura (A1C100; A2C100,
A3C100; A1C50; A2C50) colocou-se 1 mL de cada amostra aquosa.

3) Adicionaram-se 5 mL de 70% acetona aos tubos de centrifuga para

extrair os compostos fendlicos durante 1 hora a 4 °C dentro do
refrigerador. Usou-se papel de aluminio para cobrir os tubos de

centrifuga.

4) Equilibraram-se os tubos de centrifuga, numa balanga. S6 a Ultima casa

decimal pode variar na balanca.

5) Centrifugou-se a 15.000 g durante 15 minutos a 4°C.
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6) Para amostras sdlidas retiraram-se 0.5 mL de sobrenadante para cada
tubo de ensaio identificado com o simbolo da amostra e perfez-se até 1
mL com agua destilada.

7) Para amostras aquosas retiraram-se 0.150 mL de sobrenadante para
cada tubo de ensaio identificado com o simbolo da amostra e perfez-se
até 1 mL com 4gua destilada.

8) Homogeneizaram-se todos os tubos de ensaio no vortex.

9) Adicionou-se Na,COj3 e Folin-Ciocalteu como na preparacao dos tubos
de ensaio para a curva de calibracéo.

10) Ap6s 120 minutos, leu-se a absorvancia a 760 nm.

11) Usou-se como branco a concentracédo de acido tanico em pg/mL igual a
zero. E como controlos as restantes concentracdes de acido tanico em
Mg/mL preparadas para a curva de calibragao.

12) Baseado na curva de calibracdo linear do gréfico de concentracdo de
acido tanico versus absorvancia, determinaram-se equivalentes de acido
tanico por mg de amostra seca, tendo em conta o factor de diluicdo das
amostras usado nos passos 6 e 7 e a percentagem de humidade da

amostra.

3.3.5 Determinacao da actividade antioxidante — Método ABTS

Para saber se os polifendis caracteristicos da bolota estdo presentes apés

a cozedura da bolota, avalia-se a actividade antioxidante pelo método do

ABTS, em todas a fases do processamento.

A andlise de capacidade de sequestrar os radicais livres (ABTSe+) foi

descrita por RE et al., 1999. O radical ABTS++ foi formado por uma reaccéo

guimica com persulfato de potassio.

Preparacao de solucodes:

Preparou-se uma solucdo 7mM de ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico):
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- Colocaram-se 3.31 mg de persulfato de potassio num baldo volumétrico

de 5mL, preparou-se e aferiu-se com agua destilada;

- Colocaram-se 19.2 mg de ABTS noutro baldo volumétrico de 5 mL,

preparou-se e aferiu-se com o persulfato de potassio preparado

anteriormente.

Guardou-se protegida no escuro a temperatura ambiente durante 12 a 16
horas.

Misturou-se 1 mL da solucédo ABTS<+ com 80 mL de etanol.

Preparacdo dos tubos para a curva de calibracao:
1) Pipetaram-se 0; 250; 500; 750; 1000 pl de solugdo padrédo 400 uM de

Trolox (C14H1804) para 5 tubos com tampa identificados e adicionaram-

se 1000; 750; 500; 250; 0 pl de agua destilada, respectivamente.
Homogeneizou-se no vortex.

2) ldentificaram-se em triplicado os 5 tubos com tampa com a referéncia de
concentracdo de Trolox em uM: 0 (o branco); 100; 200; 300 e 400 (os
controlos), respectivamente.

3) Em cada tubo adicionou-se 1 mL de solugdo ABTS++ e 50 ul de amostra
apropriadamente diluida. Homogeneizou-se no vortex.

4) Deixou-se reagir no escuro durante 15 minutos.

5) Leu-se a absorvancia 734 nm.

6) Tracou-se o gréafico concentracdo de Trolox versus absorvancia.

7) Tracou-se também a curva de calibracdo que de ser linear.

Preparacao dos tubos para as amostras:

Identificaram-se em triplicado 6 tubos com a referéncia de simbolo da
amostra: B; B1C; B2C100; B3C100, B1C50, B2C50, respectivamente. A
amostra usada foi a mesma do método de determinacdo dos polifendis
totais.
1) Em cada tubo adicionou-se 1 mL de solugao ABTSe++ e 50 pl de amostra
apropriadamente diluida. Homogeneizou-se no vortex.
2) Deixou-se reagir no escuro durante 15 minutos.

3) Leu-se a absorvancia 734 nm.
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4) Usou-se como branco a concentragdo de Trolox em uM igual a zero. E
como controlos as restantes concentracdes de Trolox em uM preparadas
para a curva de calibracéo.

5) Baseado na curva de calibracao linear do grafico concentracdo de Trolox
versus absorvancia, determinou-se equivalentes de pM Trolox de
actividade antioxidante/mg de amostra seca, tendo em conta o factor de
diluicdo das amostras usado no passo 6 do método de determinacao

dos polifendis totais e a percentagem de humidade da amostra.

3.3.6 Método de determinacéo da digestibilidade proteica

Preparacdo de solucodes:

Preparou-se a solucéo tampédo de 0.1M de KH,PO, a pH 2, colocaram-se
1.36 g num baldo volumétrico de 100 mL, preparou-se e aferiu-se com agua
destilada, fez-se o acerto do pH com HCI.

Preparou-se a solucdo tampdo de 0.1M de K;HPO4.3H,O a pH 7,
colocaram-se 2.28 g num baldo volumétrico de 100 mL, preparou-se e aferiu-se
com agua destilada, fez-se o acerto do pH com HCI.

Preparou-se a solu¢cdo de NaOH 2M, 0.80 g num bal&do volumétrico de 10

mL, preparou-se e aferiu-se com agua destilada.

Determinacao da digestibilidade proteica in vitro

As amostras de bolota em p6 foram sujeitas a digestdo proteica in vitro
usando pepsina (Pepsin from hog stomach — Sigma — P-7000 - 654 U/mg
protein) como descreve Nunes (2004).

Colocaram-se em duplicado 100 mg de cada amostra de bolota em p6 nos
12 tubos de centrifuga, previamente identificados B; B1C; B2C100; B3C100;
B1C50; B2C50. Foram digeridas as amostras de bolota em pd com adicdo a
cada tubo centrifuga de 1 mL de pepsina (20 mg pepsina/mL tampao de 0.1M
de KH,PO4 a pH 2). Colocaram-se os tubos de centrifuga num banho de agua
a 37°C para o tempo 0 minutos (controlo) e para o tempo 120 minutos. Apés
este periodo de tempo, a digestdo foi parada com adicdo de 100 pl de 2M

NaOH e cada tubo foi depois colocado num banho de gelo.
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Centrifugaram-se todas as amostras a 2000 rpm, 25°C durante 3 minutos.
Rejeitou-se 0 sobrenadante e os residuos lavaram-se com 1 mL de solucdo
tampdo 0.1M Ky;HPO,, centrifugou-se e lavou-se com 1 mL de agua. Os
residuos foram congelados, liofilizados e pesados. A quantidade total de N
presente nas amostras controlo e a 120 minutos de digestdo da proteina foram
determinadas por analise elementar de N. Determinou-se a percentagem da
proteina na amostra controlo e a 120 minutos de digestdo proteica pela

seguinte férmula:

% Proteina = % Azoto x 6.25 (3.2)

E o rendimento da digestibilidade proteica (DP) determinou-se segundo a

seguinte férmula:

Digestibilidade proteica % = % Proteina (t0) - % Proteina (t120) x 100  (3.3)

% Proteina

Onde,

- % de proteina (t0) corresponde a quantidade total de N presente nas
amostras controlo

- % de proteina (t120) corresponde a quantidade N presente nas amostras

a 120 minutos de digestao da proteina.

3.4 Producao do pao

Foram produzidos 4 tipos de péo: pao de trigo, de bolota unicamente e
dois tipos de pao misto de trigo com 10% de bolota; um com bolota da 22

cozedura a 100°C e BC2100 outro com bolota da 22 cozedura a 50°C. BC250.

A tabela 3.2 apresenta a formulacdo usada para os péaes.
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Tabela 3.2: Férmula dos pées preparados.

Pao de Pao de
Procedimento Pao de trigo Pao de bolota bolota bolota
B2C100 B2C50
Triturou-se as bolotas
Colocou-se na amassadeira
Farinha de TrigoTipo 65 120g | = - 100,49
Farinha de bolota | = ----------—-- 120g 9,69
Sal de cozinha 1,29 1,29 1,29
Agua 60 mL 40 mL 60 mL
Amassou-se 3 minutos 3 minutos 3 minutos
Ao0s 6 minutos de amassar
levedura seca 1,29 1,29 1,29
Amassou-se 3 minutos 3 minutos 3 minutos
Tirou-se para uma vasilha a massa a massa a massa

Colocaram-se

a massa numa

a massa numa

a massa numa vasilha

vasilha vasilha
1h 30 minutos 1h 30 minutos 1h 30 minutos

Levedou

a25°C a25°C a25°C

de forma gradual| de forma gradual de forma gradual

Aqueceu-se o forno

a 170°C a 170°C a 170°C
Cozeu-se 0 péo 45 minutos 45 minutos 45 minutos

Colocou-se a arrefecer

0 pao cozido a
25°C

0 péo cozido a
25°C

0 péo cozido a 25°C

Formula do pdo e as medicoes realizadas ao longo do processo:

Triturou-se a bolota de cada tipo até obter farinha no copo da trituradora.

Numa vasilha pesaram-se 120 g de farinha de trigo tipo 65 ou farinha de

bolota e colocaram-se numa vasilha. Misturaram-se com 1% de sal (1,2 Q).

Adicionou-se o volume de agua de forma continua. Depois adicionou-se 1% de

fermento desidratado (1,2 g). Amassa-se mais 3 minutos.

Colocaram-se as massas em diferentes formas de

inox untada e

polvilhada com farinha. Deixou-se levedar durante hora e meia a 25°C.

O forno foi pré-aquecido a 250°C. Colocaram-se as formas com pées no

forno e baixou-se a tempetatura do forno para os 170°C. O pao foi cozido

durante 45 minutos. Desligou-se o forno e deixou-se arrefecer um pouco com o

decréscimo gradual da temperatura no forno durante 10 minutos.

34



Determinou-se o volume de crescimento do pao. Retiraram-se 0s paes

das formas e procedeu-se ao arrefecimento gradual dos paes, num ambiente

quente.

Pbéde-se tapar com uma folha de aluminio para ndo haver

contaminacgdes de esporos no ar. Estas condicGes foram criadas numa padaria

caseira.

De acordo com Ballester et al., 1995, os péaes produzidos foram avaliados

empiricamente relativamente a:

Forma, cor da crosta, textura ao corte, poro do miolo, aspecto do miolo e

humidade do miolo como apresentado na tabela 3.3.

Tabela 3.3: Caracteristicas dos pdes (Adaptado de Ballester et al., 1995).

Volume e peso

Forma Muito volumoso Volume normal Achatado
Cor da Crosta Clara Normal Pouco escura Escura
Textura ao corte Firme Firme normal Firme Esfarela Esfarela
Poro do miolo . . L L )
Fino Fino-médio Médio-grosso Grosso
. Regular com .
Miolo Irregular Regular gu Com alvéolos
alvéolos
Miolo . L. - S .
Firme himido Médio Médio humido Pegajento
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3.5 Prova organoléptica

Foi utilizado um teste afectivo de aceitagdo com escala heddnica. Com
este teste pretende-se inferir até que ponto o consumidor néo rejeita o produto.
As amostras foram apresentadas aos provadores em separado e estes
pontuaram o caracter agradavel da amostra numa escala hedbnica de 9
pontos:

Extremamente desagradavel.
Muito desagradavel.
Desagradavel.

Pouco desagradavel.
Indiferente.

Pouco agradavel.

Agradavel.

Muito agradavel.

© © N o o s~ w DB

Extremamente agradavel.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cozedura da bolota

Foi usado o método de cozedura por ser 0 mais natural, usado na
culinaria para reducao dos taninos em frutos (Butler, 1989).

A agua utilizada foi sempre agua destilada e no ponto de ebulicdo com o
objectivo de retirar os taninos da bolota de forma rapida. A autora provou as
bolotas ao longo da cozedura durante 1 hora e verificou que a cozedura
ocasionou uma perda de adstringéncia da bolota. Como se seleccionou a
bolota doce, de baixo teor de taninos, foi necessaria uma ligeira cozedura da
bolota, que torna o processo mais econémico e rapido. A partir dos 20 minutos
de cozedura a 100°C as bolotas ficavam sem o seu sabor original. E também
se reparou que a agua ficava cada mais acastanhada e viscosa. A &gua ficou
viscosa, porque o amido sofre gelatinizacédo (Eastwood, 2003).

Como resultado desta primeira experiéncia foram escolhidos intervalos de
cozedura de 10 minutos. Neste trabalho também se analisaram outras
possibilidades de obter bolota cozida com baixo teor em taninos, como a
cozedura da bolota com pele a 50°C até um maximo de 20 minutos, em fases
de 10 minutos. Ha artigos a relatar a demolha por varias aguas limpas até que
a agua recuperada nao seja acastanhada (Ciesla, 2002).

Relativamente a agua que sai da cozedura a 100°C foi observado que na
segunda cozedura da bolota durante 10 minutos, se recuperou &agua
avermelhada. O que pode significar que houve extrac¢do dos taninos, porque é
uma caracteristica natural dos taninos tingir a 4gua de vermelho. Na terceira
cozedura durante 10 minutos, sai agua acastanhada e viscosa e a bolota perde

um pouco a sua consisténcia, devido a gelatinizacdo do amido.
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4.2 Percentagem de aproveitamento da bolota doce

A nivel industrial € conveniente congelar a bolota para a poder utilizar ao
longo do ano. Desta forma é necessario proceder a seleccédo das bolotas antes
de seu congelamento.

Os resultados obtidos para determinacédo das massas extraidas da bolota
foram os seguintes:

De 993,30g de bolota crua a massa de mas e boas com casca foi de
326,69 e 666,79, respectivamente. A massa de cascas das boas foi de
159,70g.

A massa de subprodutos foi de 486,30 g que inclui a massa das mas e a
massa de cascas das boas. Assim a percentagem de aproveitamento da bolota
doce é de 48,96 %.

4.3 Massas das bolotas e os volumes de 4guas de cozedura

Na tabela 4.1 estdo apresentadas as massas iniciais e finais das bolotas,
volume de &gua inicial e volume de agua recuperado, na cozedura das bolotas

durante fases de cozedura de 10 minutos a 100°C e a 50°C, respectivamente.

Tabela 4.1: Massas iniciais e finais das bolotas, e volumes de agua inicial e recuperado,

na cozedura das bolotas a 100°C, durante fases de cozedura de 10 minutos.

Cozedura da bolota a 100 °C durante 10 Unidade 12 22 32
minutos

Massa de Bolota inicial g 506,30 460,30 405,10
Volume inicial de 4gua destilada mL 500,00 400,00 400,00
Massa de Bolota final g 540,60 483,30 403,00
Volume de agua recuperado mL 245,00 215,00 260,00
Referéncia das aguas de cozedura A1C100 | A2C100 | A3C100

A agua de cozedura A1C100, A2C100 e A3C100, correspondem a agua
que foi recuperada na 12, 22, 32 cozedura, respectivamente. A estas aguas de

cozedura foi feita analise de polifendis, taninos e agucares totais.
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Na 32 cozedura a 100°C a bolota deixa de absorver agua e perde massa
sob forma de puré, devido a gelatinizacdo do amido (Correia et al., 2010). Com

uma solucéo de iodo testou-se a presenca de amido, como se pode verificar na
figura 4.1.

Figura 4.1: Presenca de amido no puré de bolota.

As cozeduras sucessivas as bolotas sem pele a 100°C podem provocar
variacao da tonalidade da bolota e falta de consisténcia da bolota como mostra
a figura 4.2. Também se pode verificar que a pele d4 uma tonalidade dourada a

bolota. Sem a pele a bolota ao fim das duas fases de cozedura de 10 minutos
perde totalmente a sua cor original.

ofh 66N

B B1C B2C100 B3C100 B1C50 B2C50

Figura 4.2: Variagcdo da tonalidade e consisténcia da bolota doce cozida a 100°C.
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Figura 4.3: Variacéo da tonalidade da bolota doce cozida a 100°C.

Na tabela 4.2 sdo apresentadas as massas iniciais e finais das bolotas, e
os volumes de &gua inicial e recuperado na cozedura das bolotas a 50°C

durante fases de cozedura de 10 minutos.

Tabela 4.2: Massas iniciais e finais das bolotas, e volumes de agua inicial e recuperado

na cozedura das bolotas a 50°C durante fases de cozedura de 10 minutos.

Cozedura da bolota a 50 °C durante 10 minutos | Unidade 12 22

Massa de Bolota inicial g 108,00 74,60
Volume inicial de 4gua destilada mL 300,00 | 300,00
Massa de Bolota final g 116,60 76,50
Volume de agua recuperado mL 262,00 | 274,00

Na 22 cozedura a 50°C entra menos agua na bolota do que na 12

cozedura a 50°C.

A bolota quando aquecida a 50°C absorve menos agua do quando

aguecida a 100°C.
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4.4 Humidade

Na tabela 4.3 sédo apresentadas as percentagens de humidade das
diferentes bolotas. As bolotas foram sempre cozidas durante 10 minutos, por
cada cozedura.

Tabela 4.3: Percentagens de humidade das diferentes bolotas (%).

%

Humidade
B Bolota crua raspada (sem pele) 23
B1C Bolota da 12 cozedura a 100°C (com pele) 39
B2C100 Bolota da 22 cozedura a 100°C (sem pele) 47
B3C100 Bolota da 32 cozedura a 100°C (sem pele) 49
B1C50 Bolota da 12 cozedura a 50°C (com pele) 38
B2C50 Bolota da 22 cozedura a 50°C (com pele) 48
Pele Pele fina raspada crua 23
Be Bolota externa crua junto a pele 21
Bi Bolota parte interna 22

A figura 4.4 apresenta as percentagens de humidade da bolota crua e das
bolotas cozidas a 100°C.

60 -
50

30 —

20 —

Percentagem de humidade (%)

B B1C B2C100 B3C100

Bolota crua e bolotas cozidas a 100°C

Figura 4.4: Percentagens de humidade da bolota crua e das bolotas cozidas a 100°C.

A bolota absorve 16% de agua durante a primeira cozedura a 100°C. Nas

cozeduras seguintes, continua a ocorrer absorcédo de agua pela bolota mas em
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guantidade gradualmente menor, verificando-se que na ultima cozedura a
bolota absorve apenas 2% de agua.

No caso da cozedura a 50°C, e de forma semelhante a cozedura a 100 °C
a bolota absorve a maior quantidade de agua na primeira e segunda cozeduras
como mostra a figura 4.5. Os valores de humidade sdo concordantes as duas

temperaturas de aguecimento.

60 -

50

40 —

30 — —

20 - — — —

10 - - - _—

Percentagem de humidade (%)

0

B B1C50 B2C50
Bolota crua e bolotas cozidas a 50°C

Figura 4.5: Percentagens de humidade da bolota crua e das bolotas cozidas a 50°C.

A humidade da pele da bolota é de (23 %). A frac¢do externa da bolota
sem casca tem ligeiramente menor humidade com 21 %. E a frac¢éo interna da

bolota tem uma humidade intermédia de 22 %.
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4.5 Acgucares totais extractaveis

Absorvancia a 490 nm

0,45 -
y = 0,0007x - 0,0465 s

R2 =0,9362
yd
0,30 7

0,15 3

[ag]

0,00 ‘ ‘ ‘
0,00 200,00 400,00 600,00

Concentracéo pg/uL

800,00

Figura 4.6: Curva de calibracdo de absorvancia em funcdo da concentra¢do de acucares

em ug/uL.

Na tabela 4.4 sdo apresentadas as concentracdes de acucares totais

extraidos presentes nas diferentes bolotas e 4guas de cozedura, expressas em

equivalentes de acUcares por mg de amostra seca.

Tabela 4.4: Concentracdes de aglcares, em pg/mg de amostra seca, presentes nas

diferentes bolotas e nas aguas de cozedura.

Aclcares
Nomenclatura Amostra [] pg/mg
B Bolota crua raspada (sem pele) 141,8
B1C Bolota da 12 cozedura a 100°C (com pele) 81,1
B2C100 Bolota da 22 cozedura a 100°C (sem pele) 52,5
B3C100 Bolota da 32 cozedura a 100°C (sem pele) 41,5
A1C100 Agua da 12 cozedura antes de tirar a pele a 100°C 9,0
A2C100 Agua da 22 cozedura da bolota sem pele a 100°C 6,1
A3C100 Agua da 32 cozedura da bolota sem pele a100°C 4,3
B1C50 Bolota da 12 cozedura a 50°C (com pele) 72,0
B2C50 Bolota da 22 cozedura a 50°C (com pele) 42,8
A1C50 Agua da 12 cozedura da bolota com pele a 50°C 4,4
A2C50 Agua da 22 cozedura da bolota com pele a 50°C 7,4

43



Na figura 4.7 sdo expressas as concentracdes de acucares, em pug/mg de

amostra seca, presentes na bolota crua e nas bolotas cozidas a 100°C.

160,0 -
140,0 +——
120,0 +—
100,0 ——
80,0 ——
60,0 ——
40,0 ——
20,0 ——

0,0

Equivalentes de acucares pg/mg

B B1C B2C100 B3C100

Bolota crua e bolotas cozidas a 100°C

Figura 4.7: Equivalentes de aguUcares, em pg/mg de amostra seca, presentes na bolota

crua e bolotas cozidas a 100°C.

Verificou-se que a concentracdo de acucares decresce muito na 12
cozedura a 100°C. A concentracdo de acUcares decresce com menor
intensidade nas posteriores cozeduras a 100°C.

Na figura 4.8 pode verificar-se que os equivalentes de aclucares em pg/mg
nas aguas de cozedura das bolotas a 100°C sao muito inferiores. Os calculos
foram feitos com base no volume de agua recuperado e de amostra seca

presente nas aguas de cozedura das bolotas.
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9,0

Equivalentes de acgucares Jg/mg

0,0 -
A1C100 A2C100 A3C100

Aguas de cozedura a 100°C

Figura 4.8: Equivalentes de agUcares, em pug/mg amostra seca, presentes nas aguas de
cozedura a 100°C.

Na figura 4.9 sdo expressas as concentracdes de acucares, em pg/mg de

amostra seca, presentes nas bolotas cozidas a 50°C.

160,0 -
140,0 -
120,0 -
100,0 -
80,0 -
60,0 -
40,0 ~
20,0 ~

Equivalentes de acgucares Jg/mg

B B1C50 B2C50

Bolota crua e bolotas cozidas a 50°C

Figura 4.9: Equivalentes de aguUcares, expressos em pg/mg de amostra seca,

presentes na bolota crua e bolotas cozidas a 50°C.

Verificou-se que a concentracdo de acucares decresce acentuadamente
na primeira cozedura a 50°C e decresce com menor intensidade na segunda
cozedura. Verificou-se que mesmo na presenca da pele e a temperatura mais
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baixa os acucares se removem facilmente. Este facto revela ser uma vantagem
na obtencao de alimento com baixo teor em agucares.

As concentra¢des de agucares em pg/mg de amostra seca nas aguas de
cozedura a 50°C sdo muito inferiores como mostra a figura 4.10. Os calculos
foram feitos com base no volume de agua recuperado e de amostra seca

presente nas aguas de cozedura das bolotas.

9,0

6,0 —

Equivalentes de acgucares Jg/mg

0,0 . .
A1C50 A2C50

Aguas de cozedura a 50°C

Figura 4.10: Equivalentes de acUcares, expressos em pg/mg de amostra seca,

presentes nas guas de cozedura a 50°C.
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4.6 Taninos

0,20 -
y = 0,0015x - 0,0475
c R2 =0,8784 {
c
S 015
o
Lo
© /
8 0,10
<8 i
g
2 0,05
e
¥
0,00 T T )

0,00 50,00 100,00 150,00
Concentragdo pg/pL

Figura 4.11: Curva de calibracdo de absorvancia em funcdo da concentracéo de &cido
ténico em pg/ulL para as amostras de bolota (B; B1C; B2C100; B3C100 e B1C50; B2C50), para

determinacéo dos taninos.

0.10 1 y = 0,0061x - 0,0022

R2 = 0,9911
0,08

0,05 /
0,03 }//

0,00

0,00 5,00 10,00 15,00
Concentragéo pg/pL

Absorvancia a 500 nm

Figura 4.12: Curva de calibracdo de absorvancia em fungcdo da concentracdo de éacido
tnico em pg/uL para as amostras aquosas (A1C100; A2C100; A3C100; A1C50; A2C50; Pele;

Be e Bi), para determinacéo dos taninos.

Na tabela 4.5 sdo apresentadas, as concentracdes de taninos presentes
nas diferentes bolotas e aguas de cozedura, expressas em equivalentes de

acido tanico por mg de amostra seca.
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Tabela 4.5: Concentracdes de taninos expressas em equivalentes de &cido tanico em

pHg/mg de amostra seca, presente nas diferentes bolotas e aguas de cozedura.

Equivalentes de

acido tanico
Hg/mg
B Bolota crua raspada (sem pele) 0.2364
B1C Bolota da 12 cozedura a 100°C (com pele) 0.1290
B2C100 Bolota da 22 cozedura a 100°C (sem pele) 0.1045
B3C100 Bolota da 32 cozedura a 100°C (sem pele) 0.0954
A1C100 Agua da 12 cozedura antes de tirar a pele a 100°C 0.6830
A2C100 Agua da 22 cozedura da bolota sem pele a 100°C 0.0710
A3C100 Agua da 32 cozedura da bolota sem pele a100°C 0.0500
B1C50 Bolota da 12 cozedura a 50°C (com pele) 0.1325
B2C50 Bolota da 2% cozedura a 50°C (com pele) 0.1075
A1C50 Agua da 1% cozedura da bolota com pele a 50°C 0.3850
A2C50 Agua da 22 cozedura da bolota com pele a 50°C 0.2500
Pele Pele 0.4835
Be Parte externa da bolota 0.3965
Bi Parte interna da bolota 0.2042

4.6.1 Nas bolotas cozidas a 100°C

Pode verificar-se na figura 4.13, que os taninos sdo extraidos da bolota

por cozedura.

0,200

0,150 ~

0,100 -

0,050 -

Equivalentes de acido tanico pug/mg

0,000 -
B B1C B2C100 B3C100

Bolota crua e bolotas cozidas a 100°C

Figura 4.13: Concentragdes de taninos, expressas em equivalentes de acido tanico em

pMg/mg de amostra seca, presentes na bolota crua e bolotas cozidas a 100°C.

Os taninos que estao presentes na pele da bolota, sdo extraidos para a

agua na 12 cozedura a 100°C, como mostra a figura 4.14.
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Figura 4.14: Concentra¢des de taninos, expressas em equivalentes de acido tanico em

pMg/mg de amostra seca, presentes na agua de cozedura das bolotas a 100°C.

4.6.2 Nas bolotas cozidas a 50°C

Pode verificar-se na figura 4.15 que os taninos sdo extraidos da bolota

desde a 12 cozedura a 50°C.

o

N

o

o
J

0,150 A

0,100 +

0,050 -

Equivalentes de acido tanico pg/mg

o

o

o

o
|

B B1C50 B2C50
Bolota crua e bolotas cozidas a 50°C

Figura 4.15: Concentracdes de taninos expressas em equivalentes de acido tanico em

pMg/mg de amostra seca, presentes nas bolotas cozidas a 50°C e bolota crua.

Pode verificar-se que mesmo a baixas temperaturas de 50°C e na

presenca de pele, os taninos decrescem muito. Este facto vem comprovar que
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se pode baixar a temperatura a 50°C e bastam duas demolhas para extrair uma
quantidade consideravel e necessaria de taninos da pele e do endosperma da
bolota.

Relativamente aos taninos ha correspondéncia, entre a bolota da 12
cozedura a 100°C e a bolota da 12 cozedura a 50°C e entre a bolota da 22
cozedura a 100°C e a bolota da 22 cozedura a 50°C.

Os taninos que estdo presentes na pele da bolota, saem gradualmente

para as aguas de cozedura a 50°C, como mostra a figura 4.16.

0,800 -~

0,600

0,400

0,200 ~

Equivalentes de acido tanico ug/mg

0,000 -
A1C50 A2C50

Aguas de cozedura a 50°C

Figura 4.16: Concentracdes de taninos, expressas em equivalentes de acido tanico em

Mg/mg de amostra seca, nas aguas de cozedura a 50°C.

As concentracdes de taninos em percentagem (%) nas frac¢des da bolota

séo apresentadas na figura 4.17.
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mPele
B Bolota externa
OBolota interna

Figura 4.17: Concentracdo de taninos em percentagem (%) nas frac¢des da bolota.

A maior concentracdo de taninos esta presente na pele da bolota e é
cerca de 89%. A parte da bolota externa crua junto a pele tem uma maior

concentracdo de taninos do que a parte da bolota interna.
4.7 Polifendis e actividade antioxidante
As curvas de calibracdo para determinacdo dos polifendis e para

determinacdo da accdo antioxidante dos componentes da bolota sao

apresentadas nos seguintes graficos.

1,50
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Figura 4.18: Curva de calibracdo de absorvancia em funcdo da concentracao de acido
tanico em pyg/mL, para determinacao dos polifendis.
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Figura 4.19: Curva de calibragdo da absorvancia em fung¢éo da concentracdo de Trolox

em uM, para determinacéo da ac¢éo antioxidante dos componentes da bolota.

4.7.1 Nas bolotas cozidas a 100°C

Na tabela 4.6 sdo apresentadas as concentracfes de polifendis e as
respectivas capacidades antioxidantes, das diferentes bolotas cozidas a 100°C,
em equivalentes de &cido tanico por mg de amostra seca da bolota e em

equivalentes de uM Trolox por mg amostra seca da bolota, respectivamente.

Tabela 4.6: Concentracdes de polifendis expressas em equivalentes de acido tanico em ug/mg
e capacidade antioxidante em equivalentes uM Trolox/mg de amostra seca, para a bolota crua

e as bolotas cozidas a 100°C.

Polifendis Capacidade
Antioxidante
[l ng/mg [l uM/mg
B 10,3 8,2
B1C 8,8 9,8
B2C100 6,2 15,2
B3C100 4,5 11,1

As concentracbes de polifendis expressas em equivalentes de acido
tdnico em pg/mg de amostra seca para a bolota crua e as bolotas cozidas a

100°C séao apresentadas na figura 4.20.
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Figura 4.20: Concentracdes de polifendis expressas em equivalentes de acido tanico em

pMg/mg de amostra seca para a bolota crua e as bolotas cozidas a 100°C.

A concentracdo de polifendis decresce gradualmente com a cozedura a
100°C.

De modo a determinar qual o tempo mais favoravel para a cozedura da
bolota em termos de actividade antioxidante foi feita a sua determinag&o nas

diferentes bolotas e obtiveram-se os resultados apresentados na figura 4.21.
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Bolota crua e bolotas cozidas a 100°C

Figura 4.21: Equivalentes em pM Trolox de actividade antioxidante/mg de amostra seca para

a bolota crua e as bolotas cozidas a 100°C.
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Para as bolotas cozidas a 100°C pode verificar-se que ndo ha relacéo
directa entre a concentracdo de polifendis na bolota e a sua actividade
antioxidante. A medida que a concentracdo de polifendis decresce com a
cozedura, a actividade antioxidante mostra diferentes resultados para as
diferentes bolotas ao longo das cozeduras. A capacidade de sequestrar
radicais ABTS™ mostra ser baixa para a bolota crua sem pele e aumenta um
pouco na 12 cozedura de 10 minutos. A 22 cozedura de 10 minutos mostra um
aumento consideravel de capacidade antioxidante, mas esta volta a decrescer
a 32 cozedura de 10 minutos.

A bolota (B2C100) apresenta valor antioxidante mais alto. Tendo em conta
que a concentracdo de polifendis e taninos diminuiu, é relevante que o poder
antioxidante aumente. Podemos especular que a cozedura extrai compostos

gue inibem o poder antioxidante e que a sua saida o incrementa.

4.7.2 Nas bolotas cozidas a 50°C

Na tabela 4.7 sédo apresentadas as concentracdes de polifendis e as
respectivas capacidades antioxidantes, das diferentes bolotas cozidas a 50°C,
em equivalentes de acido tanico por mg amostra seca da bolota e em

equivalentes de uM Trolox por mg amostra seca da bolota, respectivamente.

Tabela 4.7: Concentracdes de polifendis, expressas em equivalentes de acido tanico em
pg/mg e capacidade antioxidante em equivalentes pM Trolox/mg de amostra seca, para as

bolotas cozidas a 50°C.

Polifendis Actividade

antioxidante

[ ng/mg [l uM/mg
B1C50 6,9 9,4
B2C50 5,7 21,0

As concentracdes de polifendis, expressas em equivalentes de acido
tanico em pg/mg da amostra seca, para as bolotas cozidas a 50°C, sao

apresentadas na figura 4.22.
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Figura 4.22: Concentracfes de polifendis expressas em equivalentes de acido tanico em

Mg/mg de amostra seca, para as bolotas cozidas a 50°C e bolota crua.

Para a bolota cozida com a pele a 50°C pode verificar-se que a
concentragcdo de polifendis decresce, ao longo dos periodos de 10 minutos de
cozedura. Assim, estudou-se a actividade antioxidante para estas diferentes

bolotas e obtiveram-se os resultados apresentados na figura 4.23.

25,0 ~

20,0

15,0

10,0

50 -

Equivalentes de Trolox pM/mg

0,0 A
B B1C50 B2C50

Bolota crua e bolotas cozidas a 50°C

Figura 4.23: Equivalentes em puM Trolox de actividade antioxidante/mg de amostra seca,

para a bolota crua e bolotas cozidas a 50°C.

Segundo Cantos et al. (2003) os extractos de endosperma da bolota

mostram ter menor capacidade de peroxidacéo lipidica que os extractos da
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pele. Os resultados obtidos estdo de acordo com esta afirmacdo. Neste caso
as bolotas foram cozidas com pele e h4 um aumento consideravel de
actividade antioxidante, para a bolota cozida até aos 20 minutos, com mudanca
de agua destilada aos 10 minutos de cozedura.

A pele da bolota doce € uma barreira, que permite conservacao da bolota
como alimento humano e tem a fungcdo de prevenir a peroxidagao lipidica dos
acidos gordos (principalmente do acido linolénico presente na bolota,
aproximadamente 20% quantificado por Cantos et al., 2003).

A actividade antioxidante pode estar relacionada, com a presenca de
componentes antioxidantes no endosperma da bolota tais como, galotaninos
ligados ao quercitol, descritos por Cantos et al., 2003.

E de salientar que estes resultados do aumento do valor antioxidante com
a cozedura corroboram os obtidos para a bolota cozida a 100°C. Os teores
tanto de taninos como de polifendis nas duas amostras em causa B2C100 e
B2C50 é similar, ao que o valor antioxidante seja algo mais alto no caso da

segunda bolota.

4.7.3 Polifendis presentes nas aguas de cozedura

As concentracdes de polifendis, expressas em equivalentes de acido
tanico em ug/mg de amostra seca presente nas aguas de cozedura das bolotas
sdo apresentadas na tabela 4.8. Os célculos estéo feitos com base no volume
de agua recuperado e de amostra seca presente nas aguas de cozedura das

bolotas.

Tabela 4.8: Concentracdes de polifendis expressas em equivalentes de &cido tanico em

Mg/mg de amostra seca presente nas dguas de cozedura das bolotas.

Polifendis

[l ng/mg
A1C100 1,1
A2C100 0,6
A3C100 0,5
A1C50 1,4
A2C50 1,3
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As concentracdes de polifenois, expressas em equivalentes de acido
tanico em pg/mg de amostra seca presente nas aguas de cozedura das bolotas

a 100°C, sao apresentadas na figura 4.24.

1,2

0,0 -

Equivalentes de acido tanico pug/mg
o
o

A1C100 A2C100 A3C100

Aguas de cozedura a 100°C

Figura 4.24: Concentragfes de polifendis expressas em equivalentes de 4cido tanico

em ug/mg de amostra seca presente nas aguas de cozedura das bolotas a 100°C.

A primeira cozedura da bolota retira uma grande quantidade de polifendis,
a segunda e a terceira continuaram a retirar polifendis, mas em menor

guantidade.
As concentracdes de polifendis, expressas em equivalentes de acido

tanico em pg/mg de amostra seca presente nas aguas de cozedura das bolotas

a 50°C, decrescem como mostra a figura 4.25.
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Figura 4.25: Concentrac¢des de polifendis expressas em equivalentes de &cido tanico em

pMg/mg de amostra seca presente nas aguas de cozedura a 50°C.

Em concluséo, a cozedura parece ser benéfica ndo so6 pelo facto de retirar
taninos mas também favorece o poder antioxidante da bolota. Serdo precisos
mais estudos para determinar quais os tipos de compostos que sdo extraidos
ou gue sao modificados e que estdo na base do aumento da capacidade

antioxidante com a cozedura.

4.8 Digestibilidade proteica

Os taninos, especialmente taninos condensados, ao combinarem-se com
as proteinas existentes na bolota durante o processamento (cozedura) formam
um complexo tanino — proteina. Este complexo ndo é digerido por accédo de
enzimas tais como a pepsina (Butler, 1984; Castro, 2009).

Na tabela 4.9 sdo apresentadas as percentagens de digestibilidade

proteica, das diferentes fases de processamento das bolotas.
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Tabela 4.9: Percentagens da digestibilidade proteica nas diferentes bolotas.

Digestibilidade

Proteica (%)

B Bolota crua raspada (sem pele) 4,90
B1C Bolota da 12 cozedura a 100°C (com pele) 5,80
B2C100 Bolota da 22 cozedura a 100°C (sem pele) 18,00
B3C100 Bolota da 32 cozedura a 100°C (sem pele) 11,50
B1C50 Bolota da 12 cozedura a 50°C (com pele) 5,80
B2C50 Bolota da 22 cozedura a 50°C (com pele) 13,90

A digestibilidade proteica expressa em percentagem (%), na bolota crua e
bolotas cozidas a 100°C, é apresentada na figura 4.26.

20,0 -

15,0

10,0

) . .
0,0
B B1C B2C100 B3C100

Bolota crua e bolotas cozidas a 100°C

Percentagem de digest. proteica (%)

Figura 4.26: Digestibilidade proteica expressa em percentagem (%), na bolota crua e
nas bolotas cozidas a 100°C.

A cozedura da bolota a 100°C aumenta a digestibilidade até a 22 cozedura
de 10 minutos, previsivelmente por remocdo de taninos. Com uma outra
cozedura posterior de 10 minutos perde-se parte da digestibilidade proteica.
Este facto vem comprovar que a bolota ao ser cozida mais do que 20 minutos a

100°C com ou sem pele, reduz a digestibilidade proteica.
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Figura 4.27: Digestibilidade proteica expressa em percentagem (%), na bolota crua e nas
bolotas cozidas a 50°C.

A digestibilidade proteica expressa em percentagem (%), na bolota crua e

nas bolotas cozidas a 50°C, esta representada na figura 4.27.

Verifica-se que a cozedura da bolota a 50°C aumenta a digestibilidade até
a 22 cozedura de 10 minutos, por remocao de taninos, tal como a cozedura da
bolota a 100°C. A bolota com pele da 12 cozedura a 50°C comporta-se de
modo semelhante a bolota com pele da 12 cozedura a 100°C no mesmo tempo
de cozedura de 10 minutos. E a bolota com pele da 22 cozedura a 50°C
comporta-se de modo semelhante a bolota sem pele da 22 cozedura a 100°C,
no mesmo tempo de cozedura.

De acordo com Castro (2009) a baixa digestibilidade proteica da bolota
deve-se, em parte, a presenca dos taninos que a bloqueiam através da
formacao de complexos insoluveis.

A cozedura da bolota foi importante porque baixou o teor em taninos e
aumentou a digestibilidade proteica.
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4.9 Caracterizacdo do produto panificado

Os inquéritos foram feitos a um grupo de 16 pessoas.

As bolotas que apresentaram melhores caracteristicas em funcdo da
actividade antioxidante foram utilizadas para elaborar pao, o qual foi

caracterizado e submetido a uma prova de aceitagao.

A figura 4.28 mostra os péaes elaborados

Figura 4.28: Pao de trigo, pdo de mistura com bolota B2C100, pao de mistura com bolota
B2C50 e péo de bolota B2C100.
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Nas tabelas seguintes estdo apresentados os resultados da apreciacéo

dos atributos gerais dos 4 paes produzidos.

Tabela 4.10: Nimero de pessoas que assinalaram com uma cruz os atributos que
acharam corresponder ao produto (p&o de trigo).

Volume e peso

223 ¢m®/100 g
Forma Muito volumoso | Volume normal Achatado
6 10 0 0
Cor da Crosta Clara Normal Pouco escura Escura
5 9 2 0
Textura ao corte Firme Firme normal Firme Esfarela Esfarela
5 9 1 0
Poro do miolo Fino Fino-médio Médio-grosso Grosso
4 9 3 0
Miolo Irregular Regular Reagll\lj(léa:)rlggm Com alvéolos
9 7 0
Miolo Firme hdamido Médio Médio humido Pegajoso
6 6 4 0

62



Tabela 4.11: Nimero de pessoas que assinalaram com uma cruz os atributos que

acharam corresponder ao produto (pao de bolota B2C100).

Volume e peso

208 cm*/100 g

Forma Muito volumoso | Volume normal Achatado
1 5 0 10
Cor da Crosta Clara Normal Pouco escura Escura
4 12
Textura ao corte Firme Firme normal Firme Esfarela Esfarela
16
Poro do miolo Fino Fino-médio Médio-grosso Grosso
13 1 2
Miolo Irregular Regular Reagf\tjlé%rlgsom Com alvéolos
1 14 1 0
Miolo Firme hdamido Médio Médio humido Pegajoso
2 3 9 0
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Tabela 4.12: Nimero de pessoas que assinalaram com uma cruz os atributos que
acharam corresponder ao produto (pdo de trigo com bolota B2C100 (9:1).

Volume e peso

177 cm®/100 g

Forma Muito volumoso | Volume normal Achatado
1 15 0
Cor da Crosta Clara Normal Pouco escura Escura
3 10 2 0
Textura ao corte Firme Firme normal Firme Esfarela Esfarela
4 7 3 0
Poro do miolo Fino Fino-médio Médio-grosso Grosso
2 11 2 0
Miolo Irregular Regular Reagf\tjlé%rlgsom Com alvéolos
1 6 7 0
Miolo Firme hdamido Médio Médio humido Pegajoso
4 4 5 1
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Tabela 4.13: Nimero de pessoas que assinalaram com uma cruz os atributos que
acharam corresponder ao produto (pdo de trigo com bolota B2C50 (9:1).

Volume e peso

177 cm®/100 g

Forma Muito volumoso | Volume normal Achatado
1 11 4
Cor da Crosta Clara Normal Pouco escura Escura
3 5 7 1
Textura ao corte Firme Firme normal Firme Esfarela Esfarela
5 9 1 1
Poro do miolo Fino Fino-médio Médio-grosso Grosso
5 6 5
Miolo Irregular Regular Reagf\tjlé%rlgsom Com alvéolos
3 4 7 2
Miolo Firme hdamido Médio Médio humido Pegajoso
8 1 6 1
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O péo de trigo como pao de referéncia, de acordo com a diversidade das
respostas, apresentou ser de muito volumoso a volume normal, com a cor da
crosta clara a normal e textura ao corte firme humido. O poro do miolo fino-
meédio e regular com alvéolos. A humidade do miolo apresentou ser firme-
hdamido a médio-humido.

A seguir sdo apresentados os graficos que premitem comparar 0s
atributos dos paes de mistura com bolota (B2C100 e B2C50) e p&o de bolota

B2C100 com os atribuitos do péo de trigo.

16
14
12
10 B Muito volumoso
8 ® Volume normal
6 Achatado
4
2
0
Trigo Tr-B2C100 Tr-B2C50 B2C100
Figura 4.29: Atributos para a forma dos péaes.
Clara
10
5 ) —e— Trigo
—&— Tr -B2C100
Escura< #+=——0 > Normal
% Tr - B2C50
B2C100
PoUco
escura

Figura 4.30: Atributos para a cor da crosta.
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Figura 4.31: Atributos para a textura ao corte.
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Figura 4.32: Atributos para o poro do miolo.
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Figura 4.33: Atributos para o poro do miolo.
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Figura 4.34: Atributos para a humidade do miolo.

Por analise dos gréaficos, verifica-se os seguintes atributos dos paes:

O péo de mistura com bolota B2C100 apresentou um volume e cor da
crosta normal. A humidade mostrou ser médio humido.

O pado de mistura com bolota B2C50 apresentou volume normal a
achatado e cor da crosta pouco escura. A humidade mostrou ser meédio
hamido.

Os dois paes de mistura mostraram ter uma textura ao corte firme normal

e o poro do miolo apresentou ser fino médio e regular com alvéolos.
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O péao de bolota B2C100 apresentou um volume achatado, cor da crosta

escura, poro do miolo foi regular e fino. Relativamente a humidade foi médio-

hamido. O pao esfarela-se ao corte.

4.10 Prova organoléptica

A tabela 4.14 apresenta os resultados da prova de aceitacdo com escala

hedonica para os 4 tipos de pao elaborados.

Tabela 4.14: Resultados da prova de aceitacdo com escala heddnica para os 4 tipos de

pao elaborados.

Trigo- Trigo-
Atributos Trigo Solota Bolota Bolota
B2C100 B2C50
(9:1) (9:1)

Extremamente desagradavel - - - 4
Muito desagradavel - - - 5
Desagradavel - - - 3
Pouco desagradavel - 1 3 2
Indiferente 1 3 2 -
Pouco agradavel 2 5 7 -
Agradavel 10 6 3 1
Muito agradavel 1 - -

Extremamente agradavel
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A figura 4.35 apresenta os atributos de aceitacdo das pessoas

relativamente aos paes.

Extremamente

dglsc?gradével
Extremamente s ' Muito

agradavel 6 __/'desagradavel
Muito agradavel -/~ /2. " Desagradavel —m— Trigo - B2C100
; /./z’f. SN Trigo - B2C50

Agradavel N o Pouco, B2C100

: : -~ desagradavel

Poucfo """"""""""" . ‘Indiferente
agradavel

Figura 4.35: Atributos da prova de aceitagéo.

O pdo com maior aceitacdo foi o de trigo, 0 que ndo é de estranhar,
devido aos habitos alimentares. Os seguintes paes preferidos foram os de
mistura, com uma pequena vantagem para o de bolota cozida a 100°C. Este
facto pode ser originado, porque esta bolota possui ligeiramente mais agucares
do que a bolota cozida a 50°C. Igualmente esta ultima possui a pele o que
poderia influir no flavor do produto.

O pédo sO6 de bolota B2C100 foi considerado, de um modo geral,
desagradavel (apresentou sabor forte).

Pode considerar-se que o0 pado de mistura trigo-bolota apresenta
caracteristicas organolépticas suficientes para ser produzido e que encontrara
consumidores em pessoas com gosto pelos sabores diferentes e com

preocupacdes pela conservacao da sua saude.
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V. CONCLUSOES

Através do estudo realizado verificou-se que a bolota pode ser cozida com
a pele sendo suficiente 10 a 20 minutos de cozedura a 50°C, para diminuir a
guantidade de taninos, sem perda de qualidade e das caracteristicas
necessarias para se obter uma ideal farinha para fazer pao.

A cozedura da bolota com pele proporciona:

- um processo de remocao de taninos (0.1075 ug equivalentes de acido
tanico /mg) e de acucares (42.8 pg/mg);

- a preservacdo de uma quantidade significativa de polifendis (5.7 ug
equivalentes de acido tanico /mg) e um aumento da actividade antioxidante
(21.0 yM equivalentes de Trolox /mg) de amostra seca;

- 0 aumento da digestibilidade proteica (13.90 %).

O facto de ser possivel processar uma bolota com pele, ou seja sem o 2°
descasque é um factor positivo sob o ponto de vista do processamento
industrial, pois torna o processo pouco dispéndioso. Igualmente a relacdo
tempo/temperatura de cozedura da bolota para remocdo dos taninos é
favoravel sob o ponto de vista energético.

Apos a reducdo dos taninos pode proceder-se a conservacdo da bolota
por congelamento, como se faz a castanha, para posterior utilizacdo em
diversas aplicacgoes.

De forma a conservar a bolota doce por um longo periodo de tempo de
prateleira, pode recomendar-se o processo de congelamento, uma vez que a
bolota se conservou relativamente bem em congeladores num periodo de 12
meses.

A prova de panificagdo mostra que a bolota da 22 cozedura a 100°C, sem
pele, comportou-se de modo semelhante a bolota da 22 cozedura a 50°C, com

pele. Estas farinhas mostraram um bom e estavel crescimento do pao.
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O processo de cozedura da bolota doce recomendado € apresentado na

figura seguinte.

Bolota de Azinheira

Apanha no Outono

Seleccao por corte
longitudinal da casca
grossa da bolota

(1° descasque)

Bolota descascada com pele

Colocar em agua a cozer
10 minutos a 50°C

Bolota cozida com pele 10 minutos

Cozer mais 10 minutos
em agua a 50°C

Bolota cozida com pele 20 minutos

Congelar em sacos de
polietileno

Bolota congelada

Figura 5.1: Fluxograma do processo de cozedura da bolota doce.

Assim a bolota congelada, € um ingrediente que pode ser usado nas mais
diversas receitas da alimentacdo humana. Podera fazer-se com a bolota
congelada, farinha num moinho de laminas para pé&o, bolo, sopa, doce,

queijinhos de bolota, azevias etc.
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VI. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho serviu para analisar os componentes e avaliar a
accao antioxidante dos componentes da bolota e a digestibilidade proteica da
bolota doce da Azinheira Quercus rotundifolia.

Este trabalho pretende estimular as pessoas e a industria alimentar a
preservar, a cuidar, a reflorestar e a colher os frutos das Azinheiras.

Sera preciso colher toneladas de bolota, proceder ao tratamento
recomendado neste trabalho e congelamento de modo a abastecer o mercado
exigente. Numa feira realizada este ano no Alentejo, o p&o de bolota foi um
sucesso, a padaria ndo conseguiu ter matéria-prima necessaria para dar
resposta ao mercado.

Na éarea da biotecnologia, a manipulacdo genética das azinheiras e

carvalhos, pode levar a obtencdo de arvores que produzam bolotas com
caracteristicas mais de acordo com o que a industria alimentar pretender.
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Propriedades da farinha de trigo

A farinha de trigo Dona Flor® sem fermento tem as seguintes propriedades

indicadas:

Composigéo: Farinha de trigo tipo 65 (farinha fina)

Andlise: (Teores médios)
Cinzas: 0,7 %
Humidade: 14,5 %

A farinha Dona Flor sem fermento é obtida a partir da moenda de um ou
mais lotes de trigo sem adicao de quaisquer aditivos ou auxiliares tecnoldgicos.
E utilizada para todos os usos culinarios, especialmente nos bolos, fritos e
salgados. Também ¢€ indicada para a confeccao de pao branco.
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