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Resumo

Com a viragem do século, as doencas cardiovasculares (DCV) continuam a ser principal causa de
mortalidade no mundo e em Portugal, sendo encaradas atualmente como um dos mais importantes
problemas de salde publica. Como resposta a esta situacdo e em combina¢do com 0s avangos em
diversos dominios cientificos, surgiu um novo tipo de produtos alimentares, denominados alimentos
funcionais. Estes produtos, cujo desenvolvimento aumentou consideravelmente ao longo da ultima
década, além da funcdo nutricional basica que possuem, oferecem também aos consumidores uma
gama de compostos bioativos com efeitos benéficos e cardioprotetores para a salde, reduzindo desta
forma o risco de doengas DCV.

Este trabalho teve como objetivo principal desenvolver uma bebida funcional substituta de café a
partir de duas matrizes vegetais desvalorizadas e altamente disponiveis em Portugal, a bolota e a
alfarroba. Para tal, foi necessario processar as amostras de forma a obter no final trés bebidas
funcionais, B1 (nem muito doce nem muito amarga), B2 (mais amarga) e B3 (mais doce), cada uma
com diferentes formulacdes de bolota e alfarroba torradas, que se enquadrassem no gosto dos
consumidores de café ou substitutos de café. De forma a avaliar os beneficios nutricionais e potenciais
efeitos cardioprotetores para a salde, foram efetuadas uma série de analises as bebidas desenvolvidas
assim como também as matrizes cruas e as respetivas torras usadas para a preparacao das bebidas.

Neste sentido, foi realizada uma andlise a composi¢do quimica e nutricional das amostras:
humidade/sélidos totais, cinzas, lipidos, proteinas, agucares, fibras insolUveis, minerais e valor
energético; foram avaliados, com recurso a espectrofotometria, os teores de compostos fenélicos totais
(TPC), flavonoides totais (TFC), taninos condensados, produtos da reacdo de Maillard e atividade de
sequestro dos radicais livres DPPH" e 0 ABTS™, e por ultimo foi feita uma analise a bioatividade
através do estudo da capacidade de inibicdo das enzimas a-glucosidase e a-amilase. As bebidas foram
ainda analisadas sensorialmente através de um inquérito efetuado a um grupo de 20 provadores ndo
treinados, de forma a avaliar as caracteristicas organoléticas dos produtos finais.

Os resultados obtidos mostraram que as matrizes possuem um elevado valor nutricional,
nomeadamente alto teor em fibras insoluveis, cerca de 19,0 + 2,5% para a bolota e 31,3 + 4,0% para a
alfarroba, no entanto a alfarroba apresentou teores mais elevados em acucares totais (31,3 £ 4,0%)
guando comparado com outros frutos secos (castanha, améndoa e aveld). Todas as amostras
apresentaram capacidade antioxidante, comprovada essencialmente através dos seus altos teores em
compostos fendlicos e de capacidade de sequestro dos radicais livres, nomeadamente o radical
ABTS™. Deste modo, a bolota foi a matriz que obteve valores mais altos, cerca de 1551 + 6 mg
EAG/100 g de teor em TPC e apresentou um valor de 1Cs, para a atividade de sequestro do ABTS™ de
6,04 + 0,15 pg/mL, enquanto a alfarroba obteve valores de 859 + 19 mg EAG/100 g e 203 + 5 pg/mL,
respetivamente. Em relacéo as bebidas, a B2 foi a que apresentou valores superiores de TPC, cerca de
275 £ 1,1 mg EAG/100 g, seguindo-se da B1 e B3 com os respetivos valores de 236 + 1,1 mg
EAG/100 g e 212 £ 1,6 mg EAG/100 g, por outro lado, a B3 (ICso = 83,0 = 2,1 pug/mL) obteve valores
mais elevados para a atividade de sequestro do ABTS™, seguido da B2 (ICso = 65,7 + 2,7 ug/mL) e B3
(ICs0 = 65,3 £ 0,3 pg/mL). Em termos de bioatividades todas as amostras mostraram serem potenciais
agentes antidiabéticos, uma vez que os extratos mostraram uma forte inibigdo da o-glucosidase,
apresentando valores de ICso entre 5,36 — 217 pg/mL. No entanto, ndo foram registadas quaisquer
inibicdes para a a-amilase.

Através da analise sensorial realizada, concluiu-se que os provadores tiveram mais preferéncia
pela bebida B3, de seguida da B2 e por Gltimo a B1. Apesar de os provadores terem mostrado que ndo
tinham muita intencdo de comprar alguma das bebidas, a B3 foi a que obteve maior pontuacao.
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Deste modo, este trabalho conseguiu mostrar o elevado valor nutricional das matrizes escolhidas,
que se refletiu posteriormente na produgéo de bebidas funcionais, destacando-se a sua capacidade na

prevencdo e diminuicdo do risco de DCV, comprovando que estas bebidas poderdo ser uma potencial
alternativa ao café.

Palavras-chave: Sustentabilidade; doencas cardiovasculares; alimentos funcionais; valorizacéo;
bolota; alfarroba.



-
I Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Abstract

With the turn of the century, cardiovascular diseases (CVD) continue to be the leading cause
of mortality in the world and Portugal is currently seen as one of the most critical public health
problems. In response to this situation and advances in various scientific fields, a new type of food
product called functional foods emerged. These products, whose development has increased
considerably over the last decade, in addition to their primary nutritional function, also offer
consumers a range of bioactive compounds with beneficial and cardioprotective effects on health, thus
reducing the risk of CVD diseases.

The main objective of this work was to develop a functional coffee substitute from two
undervalued and highly available vegetable matrices in Portugal, acorns and carob. For this, it was
necessary to process the samples in order to obtain, in the end, three functional drinks, B1 (neither too
sweet nor too bitter), B2 (more bitter) and B3 (sweeter), each with different formulations of acorns and
roasted carob, which fit the taste of coffee or coffee substitute consumers. Furthermore, to assess the
nutritional benefits and potential cardioprotective effects on health, a series of analyses were carried
out on the drinks developed, the raw matrices, and the respective roasts used to prepare the drinks.

In this sense, an analysis of the chemical and nutritional composition of the samples was
carried out: moisture/total solids, ash, lipids, proteins, sugars, insoluble fibres, minerals and energy
value; total phenolic compounds (TPC), total flavonoids (TFC), condensed tannins, Maillard reaction
products and free radical scavenging activity DPPH" and ABTS™ were evaluated using
spectrophotometry, and finally, an analysis of the bioactivity was performed by studying the ability to
inhibit a-glucosidase and a-amylase enzymes. In addition, the drinks were also analyzed sensorially
through a survey with a group of 20 untrained tasters to assess the organoleptic characteristics of the
final products.

The results showed that both the matrices have a high nutritional value, highlighting their high
levels of insoluble fibre, around 19.0 + 2.5% for acorn and 31.3 + 4.0% for carob. However, carob had
higher contents of total sugars (31.3 + 4.0%) when compared to other nuts (chestnut, almond and
hazelnut). Furthermore, all samples showed antioxidant capacity, proven essentially through their high
levels of phenolic compounds and free radical scavenging capacity, in particular ABTS". Thus, acorn
was the matrix that obtained the highest values, about 1551 + 6 mg GAE/100 g of TPC content and
presented an 1Cso value for ABTS™ scavenging activity of 6.04 £ 0.15 pug/mL, while carob obtained
values of 859 + 19 mg GAE/100 g and 203 + 5 ug/mL, respectively. Regarding the drinks, B2 showed
the highest TPC values, around 275 = 1.1 mg GAE/100 g, followed by B1 and B3 with respective
values of 236 + 1.1 mg GAE/100 g and 212 + 1, 6 mg GAE/100 g, on the other hand, B3 (ICs, = 83.0
+ 2.1 pg/mL) obtained the highest values for scavenging activity ABTS™, followed by B2 (ICso = 65.7
+ 2.7 pg/mL) and B3 (ICs = 65.3 £ 0.3 pg/mL). Regarding bioactivities, all samples showed their
potential as antidiabetic agents since the extracts showed strong inhibition of a-glucosidase, presenting
ICso values between 5.36 — 217 pg/mL. However, no inhibitions for a-amylase were recorded.

The results showed that both the matrices and the drinks have a high nutritional value,
highlighting their high levels of insoluble fibre in the matrices and the low energy value present in the
drinks. In addition, all samples showed antioxidant capacity, proven essentially through their high
levels of phenolic compounds and ability to scavenge free radicals, namely the ABTS™ radical.
Regarding bioactivities, all samples showed their potential as antidiabetic agents since the extracts
showed strong inhibition of a-glucosidase. However, no inhibitions for a-amylase were recorded.

Through the sensory analysis, it was concluded that the tasters had a greater preference for
beverage B3, followed by B2 and B1. Even though the tasters showed that they had no intention of
buying any of the drinks, B3 was the one with the highest score.
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This work showed the high nutritional value of the chosen matrices, which was later reflected
in the production of functional drinks, highlighting their ability to prevent and reduce the risk of CVD,
proving that these drinks could be a potential alternative to coffee.

Keywords: Sustainability; cardiovascular diseases; functional foods; valorization; acorns; carob.



-
I Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Indice geral

I 101 4 o 11 (0% Uo JS SRS 1
I =T = =N 0] o 1] (A LSS ST SRS 1
1.2. Organizagio da diSSEITAGAD ..........eiviriiireieieiee ettt 1

2. FUNAAMENTOS TEOFICOS .....cuveiiieiiiteiiite ettt bbbttt 2
2.1. D0ENGAS CArdiOVASCUIAIES ........oviiiieiieiiciieie ettt 2
2.2. A INdUStria agroaliMenTar ...........coo i 5

2.2.1. Alimentos funcionais com efeitos cardioprotetores..........coeveiieiiievenecie e 6
2.2.2. Processamento de @liMENTOS .........cceiiiriiiiiiiiiieiieiieeie e 9
2.2.2.1. Vantagens e Desvantagens do Processamento ........cccccvveveevereseeeesesieeseesieennesvenns 10
2.2.3. Seguranca e higiene aliMEeNTaAr ...........ccccoviiiiireieiee e 11
2.2.4. Valorizagéo de subprodutos agroalimentares............ccocuveiiveneneneiniesiesese e 13
2.3 A BOIOTA ...ttt n e 15
2.3.1. ComposiGao e valor NUEFICIONAL.............ccoiiiiiiiieice e 17
2.3.2. Processamento e potenciais aplicagdes em produtos alimentares.........c.ccocevevecverennnnn 19
2.4, A AITAITODA. ... 22
2.4.1. ComposiGao € valor NUEFICIONAL.............ccoeiiiereieiee e 23
2.4.2. Processamento e potenciais aplicagdes em produtos alimentares..........cc.ccocvevvereenne 26

3. Parte EXPEriMENTal ........cccooiiiiiii et re s 30
3.1. Amostras e preparagdo para processamento € anAliSe...........ccocvvererererieiieiisiese e 30
O LT Vo =] o | TSRS PSSR 31
3.3. Processamento das bebidas funcionais e Andlise sensorial preliminar .............ccccoccovenan. 31
3.4. Determinacao da composi¢ao quimica e NULFICIONAL.............cccoevevieiiciiciceceee e 36

3.4.1. Humidade € SOIIAOS TOTAIS .......ecvevirirriieiirieiie et 36
3.4.2. Cinzas (MAtéria INOIGANICA) .......ccerveririeririeieieisie ettt e 37
K I T I o o oL (0] <= V£ 38
3L PrOTBINAS. ...ttt b bbb bbbttt bt b 39
3.4.4.1. Proteinas totais nas amostras SOldas. ..o 39
3.4.4.2. Proteinas SOIUVEIS TOTAIS ........ccueuiriiiiiiiisieisie e 41

Vi



-
I Instituto Superior de
Engenharia do Porto

3.4.5. Extracdo de Compostos bioativos (compostos fendlicos, aglicares totais e taninos).... 42

3.4.6. AGUCAIES TOLAIS ... .eueveeiiiiete ettt bbbt b bbbttt 43
3.A4.7. FIDras INSOIUVEIS ......uoiiiiiteiieieiee ettt 43
3.4.8. Minerais (Ca, K, Mg 8 NA).......ccoiiiiiiiiiieieeee s 44
3.4.9. VAlOF BNEIGELICO. ...ttt bbbt b ettt 45
3.5. Avaliacdo da atividade antioXidante...........c.ccceiieiiiieeie i 45
3.5.1. ComMPOSLOS TENOIICOS ... .oveeiieiieciiee sttt sre st srenre s 45
3.5.1.1. Teor de fendlicos totaiS (TPC) .....cccccvveiieie et 45
3.5.1.2. Teor de flavonoides totais (TFC)......ccccoiiiiiiiie e 46
3.5.1.3. TaNINOS CONUENSAUOS ........euveueeiiaiiitiriiete sttt 47
3.5.2. pH e Produtos da reagao de Maillard .............cccoeoiiiiiiiininiice s 48
3.5.3. Método de SeqUESEro de DPPH  .........cooiiiiiieee e 50
3.5.4. Método de SeqUESEIO 08 ABT S ™ ...t 51
3.6. Analise da DIoatiVIdAE ..........cccoiiiiiiiii s 52
3.6.1. Ensaios de inibicio da 0-GlUCOSIAASE ........c..covriiricieece ettt 52
3.6.2. Ensaios de inibicAo da o-AMIIASE .......c..ccveiiiiii ettt 54
3.7, ANALISE SENSOTTAL ...ttt bbbt 56
3.8, ANQALISE BSTALISTICA ......veeeeieetee ettt 56
4, RESUITAAOS € DISCUSSAD .....c.veuveueeieeiiatististe sttt ettt sttt bbbttt b bt b e bbbt nb e enes 57
4.1. Composi¢a0 qUIMICa € NUEFICIONAL..........ccooiiiiiieisee s 57
4.1.1. Minerais (Ca, K, M € Na).......cooiiiiiiiiiiee e 61
4.1.2. Valor energético das bebidas fUNCIONAIS ..o 66
4.2. Analise da atividade antioXidante ...........ccooeiiiiiiiieiee s 67
4.2.1. Quantificagcdo dos compPOSt0S FENOIICOS. .........ccevrererieieieeeere s 67
4.2.2. pH e Produtos da reacdo de Maillard ..o 70
4.2.3. Atividade de sequestro do radical DPPH" € ABTS™ ..o 75
4.3. Analise da DIoatiVIdAAE ..........cc.oeriiiiiieic e 79
4.3.1. Inibi¢A0 da 0-GIUCOSIAASE. .......cceeveiieiie e sre e sreenes 79
4.3.2. Inibi¢A0 da 0-AMIIASE .....vooiviiiiece e ettt ere e 81

Vil



-
I Instituto Superior de
Engenharia do Porto

4.4, Analise Sensorial NEAONICA. .........ccciiiiiieiice e 83
5. CONCIUSDES ...ttt bbbt bbb b ettt b b b 91
LiSTa 08 RETEIENCIAS ... vttt 94
TN 1= (o PSP PP PP TRPR PN 104

A — Determinacdo das proteinas solveis totais (Bradford) ..o 104

A.l—Curvade calibrag@o de BSA ...t 104

B — Determinacao dos aGUCAIES TOLAIS .......cccceeiiiieiiiiiie e s sresne s 105

B.1 — Curva de calibragdo de gliCOSE ........ccoiiiiiiiiiieeees s 105
C — Determinagdo do teOr de MINEIAIS .......cucuviiierieieie ettt eenes 106
C.1 - Curvas de calibracio para a determinagéo dos minerais (Ca, K, Mg e Na) .............. 106
D — Determinacao do teor de taninos CONAENSAVEIS ..........cccevireiieirieiiseise e 107
D.1 - Curva de calibrag@o de CateqUING..........cooiiiriiiiiiieieiees s 107
E — Determinacéo do teor compostos fENOIICOS.........ceiiiiiiiiiiicee s 108

E.1 - Curva de calibragdo de acido galhico para a determinagao do teor de fenolicos totais

E.2 — Curva de calibragdo de epicatequina para a determinacéo flavonoides totais (TFC)109

F — Determinacéo da capacidade antioxidante pelo método de sequestro de DPPH* e ABTS™

......................................................................................................................................................... 110
F.1 — Curva de calibragéo do trolox para o método de sequestro de DPPH"....................... 110
F.2 — Curva de calibragéo do trolox para o método de sequestro de ABTS™ ........cccceeeeee. 111

G — EStudo da DIioatividade. ............cociriiiiiiieiccee 112
G.1 - Atividade da 0-GlUCOSIHASE .........ccooiiiiiiiriiieieeee e 112
G.2 — Atividade da 0-AMIIASE........cciiiiiicecc e bbb 113

H — Resultados da Correlagdo de PEAISON .........ccoeieieieiiiiiiisie et 114

I — ANGALISE SENSOTIAL........ciiiiiiiiticie ettt reetesrestesae e neens 120

viii



-
I s e‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto



ISEP faeeraribine
Indice de Figuras

Figura 1. Principais causas de morte a nivel mundial ao longo dos anos. Adaptado de (Ulster

UNIVEISIEY, 2021). ...ttt bbbt bttt b bttt b b b n e 2
Figura 2. Principais causas de morte ha UE em 2016. Adaptado de (Eurostat, 2019).........c.ccceevveuenenn. 3
Figura 3. Percentagem das principais causas de morte, entre homens e mulheres, em Portugal no ano
de 2012 (Rocha & NOQUEITa, 2015). ...ccveiiiieiecieiie sttt e et ta et e s beetaesbesreebesre e e e sreanes 4
Figura 4. Representacdo da distribuicdo das espécies Quercus mais comuns identificadas em Portugal
(a verde nos mapas) Adaptado de (Tiago, 2019)......cccciiiiiiiiiiiie e 16
Figura 5. Constituicdo morfoldgica da bolota (Bento, 2020). .........coeveirenienenerierieeeesesese e 17
Figura 6. Distribuicao geografica do cultivo da alfarroba a nivel mundial (a preto no mapa) e nacional
(a verde no mapa). Adaptado de (Batlle, & Tous, 1997; UTAD, 2022). ......cccccevviveiieieeeeie e, 23
Figura 7. Constituicdo da vagem da alfarroba (Pessoa, 2013). ......cceivririniieneinieees e 24
Figura 8. Pré-tratamento da bolota e da alfarroba. ... 30
Figura 9. Torra e p6 obtido das bolotas processadas: A) B15 € B) B30. .......ccccoovervennienniineieneenns 32
Figura 10. Torra e p6 obtido das alfarrobas processadas: A) A10; B) A20 € C) A30......cccevvrvervrerenns 32
Figura 11. Demonstracao dos testes sensoriais preliminares: A) Preparacao para a extracao das
amostras; e B) Prova das Debidas teSTe. .........ccuiiiiiiiiii e 35
Figura 12. Bebidas preparadas para analise: A — B1 (50%B30 + 25%A30 + 25%A10); B — B2
(75%B30 + 25%A30); C — B3 (50%A10 + 25%A30 + 25%B30); D — CEV; E —CF....ccovirvrrnnne 35
Figura 13. Secagem em estufa: A) Amostras solidas apds secagem; B) Bebidas apds secagem. ......... 36

Figura 14. Incineragdo seca: A) Amostras sélidas ap6s incineracdo; B) Bebidas apds incineragéo. .... 37
Figura 15. Extracdo dos lipidos: A) Filtragdo da solucéo contendo amostra; B) Tubo rotavapor com o
(ot0] 01 (=14 o [N 1T 1[0 [ ol TSSOSO PRI 38
Figura 16. Método Kjeldahl: A) Digestor de aquecimento; B) Unidade de destilagdo; C) Ponto de
EQUIVAIENCTA A TIIUTAGED ..ottt bt e s 40
Figura 17. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para a determinacéo das proteinas
soltveis. Legenda: Linha A — brancos; Linhas B e C — padrdes (do menos concentrado ao mais
concentrado); e Linhas D-H — amostras (menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas

(o0 173 T 2 PSSR 42
Figura 18. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para a determinacéo dos aglcares
totais. Legenda: Linha A — brancos; Linhas B-D — padrdes (do menos concentrado ao mais
concentrado); Linha E — Brancos das amostras; Linhas F-H — amostras menos concentradas (coluna 1)
até as mais concentradas (COIUNA 12). .....coivieiirerieiiee ettt 43

Figura 19. Extragdo a quente em refluxo das fibras inSOIUVEIS. ..o 44



-
I Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Figura 20. Representacdo esquematica das microplacas usadas para a determinacdo do TPC. Legenda:
Linha A — brancos; Linha B e C — padrGes (do menos concentrado ao mais concentrado); Linha D-H —
amostras menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas (coluna 12)..........cccceeevviivenennnn, 46
Figura 21. Representacdo esquematica das microplacas usadas para a determinagdo do TFC. Legenda:
Linha A — brancos; Linha B e C — padrBes (do menos concentrado ao mais concentrado); Linha D —
brancos das amostras; Linhas E-H — amostras menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas
(o0 173 T 2 T PSS 47
Figura 22. Representacdo esquemaética das microplacas usadas para a determinacgéo dos taninos
condensados. Legenda: Linha A — brancos; Linha B e C — padrdes (do menos concentrado ao mais
concentrado); Linha D — brancos das amostras; Linhas E-H — amostras menos concentradas (coluna 1)
até as mais concentradas (COIUNA 12). .....coiviiiiiriiiiee et 48
Figura 23. Solugdes preparadas das amostras solidas para medicao de pH e para a determinagéo dos
produtos da reacdo de Maillard: A — Bolota; B — Alfarroba; C — A10; D — A30; E—B30. ................. 48
Figura 24. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para a determinacao dos produtos da
reacdo de Maillard. Legenda: Linha A — brancos (H-O ultrapura); Linhas B e H — amostras (menos
concentradas (coluna 1) até as mais concentradas (COIUNA 12). .......cocoovierireiininnenneee e 49
Figura 25. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para o0 método DPPH. Legenda:
Linha A — Controlo negativo (ndo tem amostra); Linhas B e C — padrdes (do menos concentrado ao
mais concentrado); Linhas D-H — amostras (menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas
(o] 173 T 2 TSROSO 51
Figura 26. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para o método ABTS. Legenda:
Linha A — Brancos; Linhas B e C — padr&es (do menos concentrado ao mais concentrado); Linha D —
brancos das amostras; Linhas E-H — amostras (menos concentradas (coluna 1) até as mais
CONCENIAdAS (COIUNG L12)......eiiiiieiie ettt e et e s ae b e s beeae e s besbeesbesbeeseesresneenreseens 52
Figura 27. Reacdo de conversdo de 4-nitrofenil-a-D-glucopirandsido em p-nitrofenol e glucose.
Adaptado de LOUID (2014). ....cviie ettt ettt ettt et et e s b e ese e be s re et e be e b e sbeera e teare s 53
Figura 28. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para os ensaios de inibicdo da -
glucosidase. Legenda: Linha H — controlo negativo (sem amostra); Linhas A-G —amostra em
triplicado (mais concentradas (linha A) até a menos concentradas (linha G). .......ccccccovevveiivieicicsiennen, 53
Figura 29. Esquema da reacdo da conversdo do amido em maltose e reducdo do DNS. Adaptado de
Dangkulwanich €t al. (2018) .......ccoiiiiiieieeeie bbb 54
Figura 30. Representagdo esquematica das microplacas utilizadas para os ensaios de inibigdo da a-
amilase. Legenda: Linha H — controlo negativo (sem amostra); Linhas A-G — amostra em triplicado
(mais concentradas (linha A) até a menos concentradas (liNha G)..........cccccvevevierieiciecese e 55
Figura 31. Espectros obtidos dos produtos da reacdo de Maillard presentes nas amostras: A1/A2 —
Bolota e B30; B1/B2 — Alfarroba, A30 e Al10; e C1/C2 — bebidas: B1, B2, B3, CF e CEV. ............. 71

Xi



-
I Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Figura 32. Produtos da reacdo de Maillard e indice de acastanhamento para as amostras em estudo: A)
Bolota e B30; B) Alfarroba, A10 e A30; C) Bebidas — B1, B2, B3, CF e CEV. Os resultados estdo
expressos como média + DP de duas experiéncias. Para cada comprimento de onda e entre indices de

acastanhamento, letras diferentes correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p<0,05),

Figura 33. Inibigdo da a-glucosidase pelos extratos analisados: A) Bolota e B30; B) Alfarroba, A30 e
Al0; e C) Bebidas — B1, B2 e B3. Os resultados mostram a média £ SEM de trés experiéncias,

realizadas em triplicado, para as amostras do grafico B e média + SD de pelo menos trés experiéncias

independentes para as restantes amostras dos graficos A € C. ...ccvvveeieiiie s 80
Figura 34. Resumo das respostas dadas a aparéncia (A), aroma (B) e sabor (C) da B1. ...................... 84
Figura 35. Resumo das respostas dadas a aparéncia (A), aroma (B) e sabor (C) da B2. ..........cccce.... 85
Figura 36. Resumo das respostas dadas a aparéncia (A), aroma (B) e sabor (C) da B3. ..........ccccevenee. 86

Xii



ISEP faeeraribine
indice de Tabelas

Tabela 1. Principais compostos bioativos presentes em alguns alimentos funcionais e 0s seus

respetivos beneficios (Pereira, 2014, Hofmann et al., 2018; Moreira, 2012)........cccccoevveiviiveinrieserereenes 7
Tabela 2. Perigos de origem alimentar e respetivos exemplos de alimentos e potenciais doencas
asSOCIAd0S (ASAE, 2009)......cuiiiiie ettt st e ettt s b et te et e a e et r et et enreere e renaeenrenre e 12
Tabela 3. Composicao quimica e valor nutricional da bolota (Silva et al. 2016; Szablowska, 2021;
VINNA €L A, 20L6C). ..o.viiiieiicieeie ittt st e be e e s b e te e b e s be e st e reare e benraetenreera e reare s 18
Tabela 4. Composicao quimica e valor nutricional da alfarroba (Avallone et al.,1997; Batlle, & Tous,
1997; Duarte, 2018; Loullis & Pinakoulaki, 2018) ........ccccceviiiiiiiiiicic e 25
Tabela 5. Diferentes graus de torra estudados para a bolota e alfarroba. ..........c..cccooeveiiivciicieccennnn, 31
Tabela 6. Testes sensoriais preliminares das bebidas individuais. ..........c.ccccvviveiieiieniie e, 33
Tabela 7. Testes sensoriais preliminares de algumas das formulagdes testadas. ...........ccooveevriererenene 34
Tabela 8. Resultados obtidos para a composic¢ao quimica e nutricional das amostras sélidas............... 57
Tabela 9. Resultados obtidos para a composic¢ao quimica e nutricional das amostras liquidas. ........... 60
Tabela 10. Resultados obtidos para 0s minerais das amostras sOlidas. ..........c.ccocevererieieiiieienieseseienes 62
Tabela 11. Resultados obtidos para 0s minerais das amostras liquidas............c.ccoverrinrennieneieneiene 63
Tabela 12. Teor de sal, racio Na/K e Ca/Mg das amostras solidas em analise. .............cccceevvieieriennne. 64
Tabela 13. Teor de sal, racio Na/K e Ca/Mg das bebidas em analise. ..........ccccocovviniininninccsen 64
Tabela 14. Dose de célcio numa bebida de 35mL e a sua contribui¢do para a DDR. ..........ccccocevrienene. 65
Tabela 15. Dose de potassio numa bebida de 35mL e a sua contribuicdo paraa DDR. ...........cccccueeee. 65
Tabela 16. Dose de magnésio numa bebida de 35mL e a sua contribui¢do para a DDR. ..................... 65
Tabela 17. Dose de sodio numa bebida de 35mL e a sua contribui¢do paraa DDR. ........c..ccccoeeerieene. 66
Tabela 18. Valores de energia das bebidas preparadas. ...........ccccovveiiiiiiiieiiiecce e 66

Tabela 19. Valores obtidos para o contetido em fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC) e
taninos condensados presentes Nas amostras SOIIaS. .......c.ccviveiiiicic i 68
Tabela 20. Valores obtidos para o contetdo em fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC) e
taninos condensados presentes nas bebidas funcionais desenvolvidas..............ccccooiiiiiiiiiiicienienns 69

Tabela 21. Produtos finais de glicacéo avancada (AGEs) formados durante a reacdo de Maillard das

BIMIOSEIAS. ...ttt ettt ettt etttk e ke ekt e bt e h e e e ke e b e e SRt e eh e e SRR oA R e AR e e R e e R £ e AR et R et eR Rt e b e e Re e ebe e nheennnennbeenns 74
Tabela 22. Valores de pH obtidos de todas as amostras em analise...........ccocvvrerereieieeiesieniesese e 75
Tabela 23. Valores obtidos para o sequestro do DPPH' e do ABTS™ das amostras sélidas. ................ 76
Tabela 24. Valores obtidos para o sequestro do DPPH" e do ABTS™ das bebidas. ........c..cccccvvvvenenenn. 76
Tabela 25. Valores obtidos para a atividade de sequestro do ABTS.........cccoiiriiiiiiiiencse e 78

Tabela 26. Inibi¢do da a-glucosidase pelos extratos analisados e pela acarbose (controlo positivo). .. 80

Xiii



-
I Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Tabela 27. Médias das respostas dadas pelos participantes as notas de cada parametro organolético

(aparéncia, aroma e sabor) e da aceitacdo global e intencdo de compra de bebida. ...........c.cccceevennennen, 87
Tabela 28. Correlagdo entre os diferentes parametros analisados paraa Bl...........ccccceeveviiiiicinennnn, 88
Tabela 29. Correlacdo entre os diferentes pardmetros analisados para a B2............cccccvvveveveiecinennnnn, 88
Tabela 30. Correlagdo entre os diferentes parametros analisados paraa B3............ccccoevvveviiiiecinennenn, 89

Xiv



IS Lxosuperorae
g
Nomenclatura

ABTS™ —radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-acidosulfonico)
ADI — Ingestdo diaria aceitavel

ASAE — Autoridade de Seguranca Alimentar e Econémica

AVC — Acidente vascular cerebral

BSA — Albumina de soro bovino

CBB — Coomassie Brilliant Blue G-250

DCV - Doengas cardiovasculares

DDR — Dose diaria recomendada

DGS — Direcao-Geral da Saude

DIC — Doenga isquémica do coragdo

DPPH' — Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo

DR — Dose de referéncia

EAG — Equivalentes de acido galhico

EC — Equivalentes de catequina

EEC - Equivalentes de epicatequina

ET — Equivalentes em Trolox

EU — Unido Europeia

FAO — Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
FIPA — Federacdo das IndUstrias Portuguesas Agro-Alimentares
GAE — Gallic acid equivalent

GEE — Gases com efeito de estufa

HACCP — Anélise dos Perigos e Controlo dos Pontos Criticos
HPA — Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

IAA — Industria agroalimentar

INE — Instituto Nacional de Estatistica

LDL — Lipoproteinas de baixa densidade

LOD — Limite de detecédo

OMS - Organizacdo Mundial de Saide

PNPAS — Programa Nacional para a Promocao da Alimentacdo Saudavel

PTWI — Ingestdo semanal aceitavel provisoria

XV



-
Ise Instituto Superior de
Engenharia do Porto

RNS — Espécies reativas de nitrogénio
ROS — Espécies reativas de oxigénio
TFC — Teor de flavonoides totais

TPC — Teor de fenélicos totais

XVi



-
I s e Instituto Superior de
Engenharia do Porto

1. Introducéao

1.1. Tema e objetivos

r

O tema do estdgio ¢ “’Alimentos sustentaveis e funcionais para um coragdo saudavel’’, e teve
como objetivo principal desenvolver alimentos funcionais a partir de diferentes matrizes vegetais de
baixo custo, nativas e altamente disponiveis em Portugal.

Para a realizacdo deste projeto desenvolveu-se um substituto de café, uma das bebidas mais
consumidas em todo o mundo, tendo sido selecionadas duas matrizes para a producgéo desta bebida: a
bolota e a alfarroba. Ambas foram escolhidas com o propoésito de valorizar recursos naturais
abundantes em territ6rio nacional, ainda pouco explorados na alimentacdo humana, e por apresentarem
um grande potencial na sua utilizacdo no combate a diversas doengas cardiovasculares.

Para atingir o objetivo deste trabalho, realizou-se uma caracterizagdo quimica e nutricional e
efetuou-se uma avaliacdo da atividade antioxidante e da bioatividade tanto das matrizes como do
produto alimenticio funcional desenvolvido (bebidas), de modo a validar o produto como um
substituto de café funcional e com propriedades cardioprotetoras. Por fim, realizou-se também uma
analise sensorial as propriedades organoléticas das bebidas desenvolvidas.

1.2. Organizacao da dissertacéo

O presente trabalho encontra-se organizado em 5 capitulos. No primeiro capitulo, é feita uma
breve introducgdo através da apresentacdo do tema e objetivos de estagio e descreve-se a organizagdo
do relatorio.

O segundo capitulo encontra-se dividido em quatro subcapitulos onde sdo apresentados conceitos
tedricos relativamente as doencas cardiovasculares, a inddstria agroalimentar e processamento de
alimentos, e por fim a composicéo e valor nutricional das matrizes (bolota e alfarroba), assim como o
seu processamento e potenciais aplicagdes em produtos alimentares.

No terceiro capitulo sdo apresentados: as matrizes e a pré-preparacdo das mesmas; O0S
reagentes/materiais usados; o processamento do produto final e analise sensorial prévia do mesmo; e
0s procedimentos experimentais efetuados para este trabalho. No quarto capitulo, sdo apresentados 0s
resultados obtidos e realizada a interpretacdo dos mesmos e no quinto capitulo sdo sintetizadas as
conclusoes relativas ao trabalho realizado. No final do relatério encontram-se a Lista de Referéncias e
0S Anexos.



ISEP Gscriwratitirc
2. Fundamentos tedricos

2.1. Doencas cardiovasculares

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de morte e invalidez a nivel mundial,
causando a morte a mais de 17 milhdes de pessoas todos 0s anos, apresentando-se assim como um dos
mais importantes problemas de salde publica atualmente. As DCV sdo uma classe de doencas que
afetam o sistema cardiovascular, ou seja, 0 coracdo e/ou vasos sanguineos e incluem hipertenséo,
doencas coronérias, doencas cerebrovasculares, doengas cardiacas reumaticas e outras doencas (WHO,
2021).

A maioria das DCV séo provocadas por aterosclerose, ou seja, pela acumulacdo de placas de
gordura e célcio no interior das artérias que dificultam ou impedem a circulacdo do sangue nos 6rgaos
(Bourbon et al., 2016). Quando isto acontece, as artérias podem fechar e deixar de poder oxigenar 0s
tecidos, encontrando-se obstruidas, o que causa a ocorréncia de um enfarte na regido que nédo recebeu
oxigénio. Quando a aterosclerose se desenvolve nas artérias coronarias pode causar sintomas e
doencas como a doenca isquémica do coragao (DIC), ou até provocar um enfarte do miocérdio. Por
outro lado, quando o deposito destas placas acontece nas artérias do cérebro, pode originar sintomas
como, por exemplo, alteragBes de memoria, tonturas ou causar um acidente vascular cerebral (AVC)
(Bourbon et al., 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que 17,9 milhGes de pessoas
morreram de doencas cardiovasculares em 2019, o que representa 32% de todas as mortes a nivel
mundial, sendo que destas mortes, 85% foram causadas por ataque cardiaco e AVC. Nado s6 a
mortalidade, mas também a incapacidade causada pela DCV permanece extremamente elevada e, por
conseguinte, as DCV continuam a ser a principal causa somatica de perda de esperanca de vida
saudavel (Amini et al., 2021; Camp, 2014).

Desta forma, como se pode analisar pelo gréafico presente na Figura 1, 0 nimero de mortes por
DCV esta a crescer a nivel mundial ao longo dos anos, passando de 14,2 milhdes em 2000, para 15,9
milhdes em 2010 e para 17,9 milhdes em 2019 (Ulster University, 2021).

Causas de morte globais para o ano de 2000, 2010 e 2019

W 2019 [ 2010 2000

Doengas cardiovasculares

Cancro

Doencas respiratiriay F————
——

Doengas infeciosas'parasitarias

x —_—
Leslies  ——

Doengas digestivas Fe—

Todas as outras mortes

0 5,000,000 10,000,000 15,000,000

Figura 1. Principais causas de morte a nivel mundial ao longo dos anos. Adaptado de (Ulster University, 2021).



L
Ise Instituto Superior de
Engenharia do Porto

De acordo com os dados de 2019 (Figura 1), as DCV séo assim a principal causa de morte dentro
das doencas ndo transmissiveis, contribuindo para quase um terco da mortalidade global (17,9
milhdes), seguida do cancro (9,3 milhdes), das doencas respiratérias (4,1 milhdes) e da diabetes (1,5
milhdes) (WHO, 2021). Entretanto, se a tendéncia atual se mantiver, e de acordo com as projecdes da
OMS, estima-se que o numero total anual de mortes por DCV aumentara para mais de 23 milhdes em
2030 em todo o mundo, continuando a ser a principal causa de morte (Mathers & Loncar, 2005).

Nas Gltimas décadas, embora a prevaléncia desta patologia esteja a diminuir em muitos paises
desenvolvidos, prevé-se que aumente nos paises em desenvolvimento e segundo a OMS, mais de trés
quartos das mortes por DCV ocorreram em paises de baixo e médio rendimento, o0 que constitui um
problema epidémico crescente nos ultimos anos (Amini et al., 2021).

Na generalidade, as DCV séo progressivamente mais comuns com o avanco da idade, sendo que
mais de quatro em cada cinco mortes por doencas cardiovasculares devem-se a ataques cardiacos e
AVC e um terco destas mortes ocorrem prematuramente em pessoas com menos de 70 anos de idade
(WHO, 2021).

Neste sentido, esta patologia continua a ser a principal causa de morte prematura na Europa,
embora a mortalidade por DCV tenha diminuido consideravelmente ao longo das Gltimas décadas em
muitos paises europeus, incluindo os paises da Europa Central e Oriental, que registaram aumentos
consideraveis até ao inicio do século XXI (Wilkins et al., 2017). No entanto, todos os anos as DCV
causam cerca de 3,9 milhdes de mortes na Europa e mais de 1,8 milhdes de mortes s6 na Unido
Europeia (UE), tendo sido responséaveis por 45% de todas as mortes na Europa e 37% de todas as
mortes na UE (Wilkins et al., 2017). Na Figura 2 é possivel observar que as DCV, que abrangem a
maioria das doencas relacionadas com o sistema circulatério, foram responsaveis por 36% das mortes
gue ocorreram no ano de 2016, na UE.

Causas de morte globais na UE por tipo, 2016
(% de todas as mortes)

Outras causas de morte
13% Doengas do sistema
Doengas do sistema circulatorio
Nervoso 36%
4%
Doengas mentais e
comportamentais
4%
Doengas do sistema digestivo
4%

Acidentes e outras causas —

externas de mortes
3%

Doengas do sistema respiratorio
2%
Cancros
26%

Figura 2. Principais causas de morte na UE em 2016. Adaptado de (Eurostat, 2019).

Em Portugal, as DCV, nomeadamente a doenga isquémica do coracdo e os AVC, sdo a principal
causa de mortalidade no pais, tal como se verifica em muitos paises ocidentais, sendo considerada, no
entanto, das mais elevadas da Europa e do mundo. Estas doengas causam a morte a cerca de 35 mil
portugueses por ano, representando um terco de toda a mortalidade no pais, estando também entre as
principais causas de morbilidade e invalidez (DGS, 2006).
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Com base nos dados de 2012 fornecidos pelo Instituto Nacional de Estatistica (INE), as mortes por
DCV representaram cerca de 30,4% da mortalidade em Portugal, ligeiramente mais nas mulheres
(34,7%) do que nos homens (26,3%), como representado na Figura 3 (Rocha & Nogueira, 2015).

Homens
Doencas enddcrinas, Todas as outras

nutricionais e metabdlicas causas
Doenga isquémica
do coragdo
6,7%

4,7% 18,0%
Doengas

Causas externas
de lesdo
e envenenamento

Doengas do aparelho
digestivo
4,7%

Dosnees cerebrovasculares
Cardiovasculares
10,7%
Doengas do aparelhol 26,3% ’
respiratdrio
12,8%

Qutras doengas

cardiovasculares
8,9%

Tumaores
28,6%

Mulheres

Doenga isquémica
do coragdo
6,2%

Doengas
cerebrovasculares
14,4%

Todas as outras
causas

D ddcrinas,
oengas endécrinas, 19,8%

nutricionais e metabdlicas
6,5%

Causas externas
de lesdo

€ envenenamento

2,3%

Doengas
do aparelho
digestivo
3,7%

Outras doencas
cardiovasculares

Doengas do aparelho 14,1%

respiratdrio
13,0%

Tumores
20,0%

Figura 3. Percentagem das principais causas de morte, entre homens e mulheres, em Portugal no ano de 2012 (Rocha &
Nogueira, 2015).

Contudo, verificou-se uma reducéo da taxa de mortalidade para estas doengas nos ultimos 10 anos,
que foi maior em Portugal do que nos outros paises da regido Mediterranica. Neste sentido, dados mais
recentes apresentados pelo INE revelaram que ocorreu uma diminuigdo da proporcdo de mortes
causadas por DCV no total de mortes, de 31,9% em 2009 para 29,9% em 2019, principalmente devido
a tendéncia para a diminuicdo de mortes por AVC (INE, 2021).

A presenca de complicagdes cardiovasculares depende da associacdo entre as caracteristicas
individuais de cada individuo e os fatores de risco associados a patologia, cujos efeitos sdo sinérgicos
e multiplicativos, amplificando o risco global cardiovascular. Com isto, a melhor forma de prevenir as
DCV é controlar e diminuir os fatores de risco com a adocdo de medidas preventivas a estilos de vida
mais saudaveis (Sousa et al., 2010).

A prevencéo contra o risco de DCV é muito semelhante ao das outras doengas ndo transmissiveis.
A primeira abordagem passa pela alteracdo de fatores de risco comportamentais que sdo modificaveis,
tais como dietas inadequadas, sedentarismo, uso de tabaco e uso nocivo do &lcool. Os efeitos destes
fatores de risco podem-se manifestar em individuos por meio de pressdo arterial elevada (hipertensdo
arterial), niveis elevados de agulcar no sangue (diabetes), colesterol elevado (hipercolesterolemia),
excesso de peso e obesidade, entre outros. Estes fatores de risco podem ser mensurados em unidades
basicas de salde e indicam um maior risco de desenvolvimento de ataques cardiacos, AVC,
insuficiéncia cardiaca, entre outras complica¢Ges (Sousa et al., 2010).
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A dieta representa o fator modificavel mais importante para prevenir as DCV, sendo que ha
evidéncias de que os padrdes alimentares baseados em produtos vegetais estdo associados a um menor
risco de ocorréncia de problemas cardiovasculares, por possuirem nomeadamente efeitos anti-
inflamatorios, anti-hipertensivos, hipolipidémicos e atividades hipoglicémicas. Desta forma, os habitos
alimentares sdo um importante fator que influencia o risco cardiovascular e cada vez mais tem
aumentado o interesse nos padrdes alimentares, dos quais a dieta mediterranica é a mais estudada
(Palma, 2020).

2.2. A industria agroalimentar

O setor agroalimentar tem uma grande importancia atualmente, ndo so pelo forte impacto que
apresenta na economia nacional, europeia e mundial, mas também porque representa a forma de
subsisténcia da humanidade, sendo considerado altamente competitivo, em desenvolvimento e com
elevado impacto a nivel econdémico. Este setor inclui o conjunto de atividades relacionadas com a
transformacdo de matérias-primas em bens alimentares ou bebidas e a sua disponibilizacdo ao
consumidor final, abrangendo atividades como a agricultura, a silvicultura, a inddstria alimentar e de
bebidas e a distribuicdo (ENEI, 2013).

A industria agroalimentar (IAA) assegura assim a transformacéo de alimentos e bebidas e assume
uma relevancia estratégica no contexto nacional pelos bens imprescindiveis que produz e pelo valor e
emprego que gera. Segundo dados da Federagdo das Industrias Portuguesas Agro-Alimentares (FIPA)
relativos ao ano de 2019, das industrias transformadores, a IAA é a que mais contribui para a
economia nacional, tanto em volume de neg6cios (17 mil milhdes de euros) como em valor
acrescentado bruto (3,3 mil milhdes de euros), representando 20% do total da industria transformadora
em Portugal (FIPA, 2019). A IAA é também a segunda induUstria transformadora que mais emprega em
Portugal, sendo constituida por cerca de 10 500 empresas, maioritariamente de pequena e média
dimenséo, contribuindo direta e indiretamente para um total de 16% do emprego nacional (Magalh&es,
2012).

A nivel europeu, a IAA ¢ igualmente a maior inddstria na UE, com um volume de negdcios
registados no ano de 2020 de 1,2 trilides de euros, gerando cerca de 4,82 milhdes de empregos. A UE
é também o maior exportador de produtos alimentares e bebidas do mundo, com exportagdes que
atingem 120 mil milhdes de euros e um excedente comercial de 44 mil milhGes de euros
(FoodDrinkEurope, 2020).

Além da vertente econdmica, atingir um desenvolvimento sustentavel na IAA tornou-se uma
prioridade neste setor, sendo essencial responder as necessidades das geracBes atuais, sem
comprometer o futuro das préoximas. As mudangas climaticas, a limitacdo dos recursos fundamentais e
0 crescimento da populacdo mundial torna essencial desenvolver e manter a capacidade dos sistemas
agricolas e de produgdo no fornecimento de alimentos (Pacheco, 2015). Ademais, as mudangas nos
estilos de vida e uma maior sensibilizacdo por parte dos consumidores para a protecdo do ambiente e
respeito pelos direitos humanos modificaram radicalmente as exigéncias da populacdo, tornando a
inovacdo em produtos sustentiveis progressivamente mais importante para as empresas
agroalimentares (Aibar-Guzman et al., 2022).

Por outro lado, a valorizagdo de subprodutos derivados da IAA tem sido cada vez mais uma
questdo de extrema importancia para o setor agroalimentar, pois existem diversas oportunidades para o
desenvolvimento sustentado de novos produtos de valor acrescentado variavel, sendo que as empresas
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agroalimentares devem estar conscientes deste desafio e assumirem esta questdo como determinante
para o seu desenvolvimento (Pintado & Teixeira, 2015). Neste sentido, a IAA tem sido pioneira no
lancamento de iniciativas sustentaveis que visam a permanente inovacdo e adequacdo dos produtos
alimentares, uma melhor comunicagdo com os consumidores e, acima de tudo, a promoc¢éo de escolhas
diversificadas e de uma alimentacdo saudavel (FIPA, 2019).

2.2.1. Alimentos funcionais com efeitos cardioprotetores

Nos dias de hoje existe uma maior consciencializa¢do por parte dos consumidores para a adocéo
de um estilo de vida saudavel, sendo os consumidores cada vez mais exigentes com a sua alimentacéo
e com os beneficios que cada alimento proporciona. Entre as principais preocupac¢des com a salde
destacam-se as DCV, a obesidade, a diabetes, a hipertensao e o cancro (Oliveira & Cardoso, 2010).

Estd comprovado que um estilo de vida saudével, associado a uma alimentagédo equilibrada, traz
beneficios para a salde humana, e por isso, 0s alimentos que proporcionam um estilo de vida mais
saudavel e que diminuam o risco de doencas, estdo a desempenhar um papel cada vez mais importante
na sociedade atual. Desta forma, os consumidores ndo se limitam a procurar apenas alimentos que 0s
satisfacam sensorialmente e que sejam uma fonte de nutrientes, mas também procuram aqueles que
sdo vistos como formas de prevenir e reduzir o aparecimento de certas doencgas, aumentando o0 seu
bem-estar fisico e mental (Oliveira & Cardoso, 2010).

Este aumento da consciéncia do consumidor em combinagdo com o0s avangos em diversos
dominios cientificos deu origem ao aparecimento de uma nova geragdao de produtos: os alimentos
funcionais. Embora todos os alimentos fornecam nutrientes e energia, fundamentais para sustentar a
vida, estes s6 podem ser considerados funcionais se proporcionarem além das suas funcoes
nutricionais basicas, beneficios fisiologicos adicionais que contribuam para a reducdo do risco de
doencas ou otimizacdo da satde do consumidor (Pereira, 2014). Os alimentos funcionais podem ser
alimentos naturais ou processados que contém constituintes especificos, que desempenham um papel
particular nas funges fisiologicas do organismo humano (Oliveira & Cardoso, 2010).

Os beneficios dos alimentos funcionais estdo relacionados com varios efeitos metabdlicos e
fisiologicos resultantes da interacdo de determinadas substancias bioativas com o organismo humano.
Desta forma, os alimentos funcionais contém um ou mais compostos bioativos que podem ter alguns
mecanismos de acgdo benéficos e cardioprotetores para a salde, como atividade antioxidante,
modulacdo da atividade de enzimas, diminui¢cdo da agregacdo plaquetéria, alteracdo no metabolismo
do colesterol, reducéo da pressdo sanguinea, efeitos antibacterianos e antivirais, controlo da diabetes,
efeitos anticancerigenos, entre outros (Figueiredo & Carvalho, 2015).

Com isto, os alimentos funcionais enquanto fonte de energia e nutricdo podem ter efeitos positivos
adicionais nas funcdes fisiologicas do organismo, como no sistema cardiovascular e, assim, produzir
beneficios para a prevencdo das DCV. De entre os alimentos funcionais com efeitos cardioprotetores,
destacam-se 0s que apresentam na sua constituicdo compostos bioativos, tais como 0s compostos
fendlicos, os carotenoides, os acidos gordos polinsaturados, as vitaminas E e C e as fibras alimentares
(Hofmann et al., 2018).

Na Tabela 1 apresentam-se alguns dos principais compostos bioativos presentes em alimentos
funcionais de origem vegetal e alguns dos seus respetivos beneficios funcionais e potenciais efeitos
cardioprotetores para a saude.
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Tabela 1. Principais compostos hioativos presentes em alguns alimentos funcionais e 0s seus respetivos beneficios (Pereira,
2014, Hofmann et al., 2018; Moreira, 2012)

Beneficios funcionais e

Alimentos funcionais Compostos bioativos .
cardioprotetores

¢ Atividade antioxidante, anti-
Compostos fenolicos inflamatoria, anticancerigena,
(polifenois, flavonoides antibacteriana e antiviral,
incluindo catequinas, etc.) e Redugéo do colesterol sanguineo
e da pressao arterial

Legumes e verduras, frutas,
soja e chocolate preto

e Reducéo do colesterol sanguineo
(essencialmente triglicerideos no

Frutos secos, sementes e leos Acidos gordos sangue);
vegetais olinsaturados . S .
g P e Atividade anti-inflamatoria;
e Reducdo da presséo arterial
e Atividade antioxidante
Vegetais e frutas Carotenoides * Redugao do c_oles:[erol sanguineo
(previne a oxidag&o do colesterol
LDL®;
Noz men o]l N
0zes, seme tc_eseo eos Vitamina E B o _
vegetais ¢ Atividade antioxidante e anti-
inflamatéria
e Reducdo do colesterol sanguineo
Frutas, citrinos e vegetais Vitamina C

e Reducéo do colesterol sanguineo
Fibras alimentares e da presséo arterial
e Controlo de peso

Vegetais, frutas, frutos secos e
grdos integrais

8LDL - Lipoproteinas de baixa densidade

Os compostos fenolicos representam um vasto grupo de fitoquimicos e sdo 0s principais
componentes antioxidantes presentes nos vegetais, pelo que ostentam a capacidade de protecéo contra
DCV, cancro e doengas neurodegenerativas, aumentam a atividade anti-inflamatéria e otimizam o
sistema imunitario. Dois dos maiores grupos de compostos fenélicos sdo os flavonoides e os taninos,
amplamente encontrados em alimentos de origem vegetal, estando presentes em quantidades
significativas em frutas, verduras e legumes (Pereira, 2014; Figueiredo & Carvalho, 2015)
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Os principais acidos gordos polinsaturados presentes em alimentos funcionais sdo os 6mega-3 e 0s
Omega-6 e encontram-se disponiveis sobretudo em sementes e frutos secos (ex. sementes de girassol e
nozes), mas também em 6leos e margarinas vegetais. Relacionam-se com a reducdo do risco de DCV,
sendo que estudos indicam que os &cidos gordos 6mega-3 reduzem o colesterol, auxiliando na
manutencdo de niveis saudaveis de triglicerideos, tem acéo anti-inflamatdria e diminuem a hipertenséo
arterial. Quanto aos 6mega-6, estes apresentam essencialmente acdo anti-inflamatdria e associam-se a
estrutura das membranas celulares influenciando a permeabilidade dos vasos, a viscosidade sanguinea
e a pressdo arterial (Pereira, 2014).

Os carotenoides, a vitamina E e a vitamina C sdo exemplos de compostos antioxidantes presentes
em diversos alimentos funcionais, que tém como principal papel a prevencdo ou reducdo da oxidacdo
nos sistemas biol6gicos por a¢éo dos radicais livres (Pereira, 2014).

Os carotenoides encontram-se em alimentos de cor vermelha, laranja ou amarela, presentes
nomeadamente em frutas (ex. laranja e péssego) e vegetais (ex. tomate e abobora). Os carotenos,
principalmente o B-caroteno e o licopeno sdo os principais carotenoides que tém acdo antioxidante,
promovendo protecdo contra cancro e DCV, apresentando também capacidade de inibir a
aterosclerose, reduzindo os niveis de colesterol LDL no sangue (Pereira, 2014; Figueiredo &
Carvalho, 2015)

A vitamina E e C sdo fortes antioxidantes que inibem danos oxidativos, constituindo um dos
principais mecanismos de defesa enddgena do organismo. A vitamina E exerce um elevado efeito
antioxidante, pois pode atuar diretamente na neutralizacdo dos radicais livres ou participar
indiretamente nos sistemas enzimaticos e estd comumente presente em Oleos vegetais, nozes e
sementes. O seu consumo em alimentos funcionais reduz o risco de DCV, fortalece o sistema
imunitario e minimiza os danos provocados pelos radicais livres em doengas como cancro e artrite
(Moreira, 2012).

Por outro lado, a vitamina C, também conhecida como &cido ascorbico, esta presente em diversas
frutas (ex. limdo e laranja) e horticolas (ex. brécolos e pimento). Contribui essencialmente para a
protecdo do desenvolvimento de tumores e de danos causados pela exposicdo a radiagdo e a
medicamentos, podendo também auxiliar na diminuicdo do colesterol (Pereira, 2014).

As fibras sdo um grupo de componentes alimentares conhecidos por melhorar o funcionamento do
sistema gastrointestinal, porém muitos estudos tém vindo a mostrar que dietas ricas em fibras podem
também prevenir o aparecimento de DCV, reduzindo principalmente o risco de doengas coronarias,
AVC, diabetes e obesidade (Schieber et al., 2001). Assim, as fibras alimentares auxiliam no controlo
de peso e consequentemente no tratamento da obesidade, pois diminuem o teor de energia
metabolizavel da dieta, reduzem também a presséo arterial e inibem a absorcdo de gordura, reduzindo
os niveis de colesterol. Estdo integradas essencialmente em alimentos funcionais como vegetais (ex.
milho, e feijdo), frutas (ex. banana e abacate), frutos secos (ex. linhaca e améndoas) e gréos integrais
(ex. aveia e granola) (Figueiredo & Carvalho, 2015).

Em suma, os alimentos funcionais quando consumidos em quantidades adequadas, podem ajudar
na reducdo do risco de DCV por varios mecanismos. Desta forma, o desenvolvimento de novos
produtos alimentares funcionais de origem vegetal com efeitos cardioprotetores, que apresentem
beneficios adicionais para a satde, tem sido uma das areas de maior potencial de crescimento na IAA
(Oliveira & Cardoso, 2010).
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2.2.2. Processamento de alimentos

Historicamente, o processamento de alimentos tem desempenhado um papel fundamental em cada
etapa do sistema alimentar, desde a producdo até ao consumo. Em tempos, tinha essencialmente como
objetivo aumentar a satisfagdo das necessidades do consumidor sobretudo através do prolongamento
da vida atil dos produtos, assim como melhorar as suas caracteristicas organoléticas, sendo que eram
utilizadas préaticas simples de conservacdo de alimentos, tais como adi¢cdo de sal, fumagem e
fermentacdo. Atualmente, gracas aos métodos modernos de processamento baseados em
conhecimentos e tecnologia adquiridos ao longo dos anos, a inddstria alimentar é capaz de oferecer
aos consumidores ndo s6 produtos de qualidade, mas também garantir a seguranca alimentar, preservar
e acrescentar valor nutricional e melhorar o aspeto final do produto, assim como diminuir o tempo de
preparagéo dos alimentos para consumo (Cannon & Flores, 2014; Ribeiro et al., 2017).

O processamento alimentar consiste assim em qualquer procedimento de alteragdo intencional ou
preservacdo do alimento no seu estado in natura, a nivel fisico, bioldgico e/ou quimico. Desta forma,
existem diversas técnicas de processamento e de preservagao para que os alimentos cumpram um certo
padrdo de qualidade, sendo as mais comuns 0s processamentos térmicos, como o processamento por
aplicacgdo de calor (Crittenden & Schnorr, 2017).

Podem englobar-se no processamento térmico de alimentos todos os procedimentos que entre
outros objetivos visam a reducdo ou destruicdo dos microrganismos pelo calor, como a pasteurizagdo e
a esterilizacdo, cuja principal finalidade é a destruicdo da flora microbiana. Mas também o0 sdo o
branqueamento, a evaporacdo, destilagdo, desidratacdo, torra, cozedura, fritura de alimentos, entre
outros (Brennan, 2006). No entanto, existem outros tipos de processamento que incluem a preservacao
dos alimentos pelo frio, como o resfriamento e o congelamento, assim como outros processos como
por exemplo a fermentacdo, a adicdo de substancias quimicas e a moagem (Ribeiro et al., 2017).

Neste trabalho véo ser estudados diferentes processamentos, como a moagem, a desidratacdo e a
torra de matrizes vegetais, que serdo discutidos mais detalhadamente.

A moagem consiste na reducdo do tamanho de alimentos sélidos, desempenhando um papel
importante em muitos aspetos na industria alimentar uma vez que aumenta a superficie do material
solido, o que facilita e aumenta a eficicia de posteriores processos como a secagem, a extragdo e a
homogeneizagdo (Jung & Yoon, 2018). A moagem é um processo frequentemente utilizado em gréos,
para reduzi-los a farinha ou po.

A desidratacdo, também conhecida como secagem, consiste na aplicacdo de calor sob condicdes
controladas, para remover por evaporacdo, a maior parte da agua presente num alimento. Assim, o
objetivo principal da desidratacdo é prolongar a vida util dos alimentos, sem necessidade de ter um
armazenamento refrigerado, por meio da reducéo da humidade disponivel no alimento, o que inibe o
crescimento e o desenvolvimento de deterioracdo e dos microrganismos patogénicos, reduzindo a
atividade enzimatica e o ritmo a que ocorrem as alteracdes quimicas indesejaveis (Brennan, 2006;
OPAS, 2019). Alguns alimentos comercialmente desidratados sdo o café, as massas, 0 cacau, o leite,
farinhas, cogumelos e frutas (OPAS, 2019).

Por outro lado, a torra é uma técnica de processamento alimentar que utiliza uma fonte de calor
adequada para cozinhar um alimento uniformemente e melhorar a digestibilidade, paladar e aspetos
sensoriais com modificagdes estruturais desejaveis da matriz alimentar. Este processo é usado tanto na
fabricacdo de café, de cacau e de cerveja, como também na torra de frutos secos como nozes,
améndoas, avelds, entre outros (Sruthi et al., 2021).
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2.2.2.1. Vantagens e Desvantagens do Processamento

O processamento de alimentos induz mudancas e interacdes entre os constituintes dos alimentos,
podendo ter um impacto positivo, como a destruicdo de inibidores ou a formagdo de complexos
desejaveis entre os componentes dos alimentos, ou um impacto negativo, pois pode levar a formacéo
de compostos indesejaveis e a perda de nutrientes presentes no alimento (Correia et al., 2008).

Com isto, as vantagens mais importantes do processamento de alimentos podem ser sumarizadas
COMO Se segue:

e Aumento da seguranca alimentar — o principal beneficio do processamento alimentar é a
destruicdo de compostos e microrganismos indesejaveis, através da eliminacdo de agentes
patogénicos como virus, bactérias e parasitas, assim como a inativacdo de toxinas e enzimas
naturais. Por exemplo, no caso do processo de esterilizacdo dos alimentos enlatados, assim
como o de pasteurizacdo do leite, levando a destruicdo de microrganismos patogénicos
(Correia et al., 2008; Van Boekel et al., 2010).

e Prolongamento da vida util dos alimentos — aumenta o prazo de validade dos alimentos,
conservando-os durante mais tempo (ex. alimentos pereciveis como frutas, carnes e leite) (Van
Boekel et al., 2010).

e Aumento do valor nutritivo — pode melhorar a digestibilidade, biodisponibilidade dos
nutrientes e acrescentar valor nutricional e propriedades funcionais aos alimentos (Van Boekel
et al., 2010). Como por exemplo, no caso do processamento térmico do tomate, a absorcéo de
licopeno é maior em produtos que utilizam tomates cozidos (ex. polpa de tomate)
comparativamente ao tomate cru.

e Aumento da qualidade sensorial — confere aos produtos finais caracteristicas sensoriais
desejaveis, como alteracdo do paladar, textura e sabor (ex. panificacdo do péo e torra do gréo

de café) (Van Boekel et al., 2010).

e Permite consumir uma maior diversidade de alimentos — aumenta a variedade de produtos
alimentares disponiveis, uma vez que se pode conservar, embalar e transportar alimentos em
seguranca, e também ndo causa restrigdes ao que é produzido localmente nem a sazonalidade,
alargando a disponibilidade e acessibilidade dos alimentos (Van Boekel et al., 2010).

e Conveniéncia — aumenta a disponibilidade de alimentos prontos a consumir e semi-
preparados (ex. refeicGes congeladas de micro-ondas) (Van Boekel et al., 2010).

e Melhoria da qualidade de vida dos consumidores — é necessario menos tempo para 0
fornecimento e preparagéo dos alimentos (Van Boekel et al., 2010).

Contudo, o processamento pode também prejudicar a qualidade dos alimentos, levando a
desvantagens, como por exemplo:

e Perdas de nutrientes essenciais — pode haver reacdes quimicas que levam a perda de
nutrientes (ex. 0 cozimento de vegetais em agua e a altas temperaturas reduz o contedo de
vitamina C e de minerais) (Van Boekel et al., 2010).

e Formacdo de compostos indesejaveis — pode conduzir a alteragbes indesejaveis nos
alimentos sob a forma de redugdo do valor nutricional, por exemplo devido a diminuigdo da
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biodisponibilidade ou pela formacao de novas substancias, como por exemplo hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPA), acrilamida, furano ou acroleina, entre outros (Van Boekel et
al., 2010; Henriques, 2015).

e Perda de caracteristicas organoléticas — em alguns casos o alimento pode perder, por
exemplo o sabor, a textura, 0 aroma ou a cor (ex. desidratacdo de alimentos) (Van Boekel et
al., 2010).

Tendo em vista os diversos aspetos benéficos que o processamento dos alimentos pode trazer,
como tornar o alimento mais seguro microbiologicamente e mais rico nutricionalmente, é necessario
ter em conta que essa transformacdo pode também prejudicar a qualidade dos alimentos, levando a
consequéncias indesejaveis. Desta forma, ao estabelecer a severidade de um processamento alimentar
¢ essencial controlar os pardmetros de cada processo para que o alimento ndo perca as suas
caracteristicas sensoriais e nutricionais em paralelo a mitigagdo da formag&o de contaminantes (Lemos
et al., 2020). Logo, é importante considerar os objetivos especificos que se pretendem alcangar no
produto final e procurar tratamentos que ndo superem O necessario para garantir seguranca e
longevidade aceitaveis, devendo fazer-se uma abordagem integrada que também contemple os efeitos
positivos que o processamento pode trazer ao produto.

2.2.3. Seguranca e higiene alimentar

A seguranca e higiene alimentar € uma area que envolve um conjunto de normas de manipulacao
de alimentos, incluindo a producgdo, o transporte, 0 armazenamento e a distribui¢do, cujo objetivo é
garantir que os alimentos ndo representem riscos para a satde humana e deste modo prevenir doencas
de origem alimentar.

A contaminagdo microbioldgica e quimica dos alimentos é uma das principais causas de doengas
do foro alimentar. As patologias associadas a estas contaminagfes continuam a ser um problema real e
muitas vezes dificil de evitar em todos os paises, quer pelas consequéncias que podem trazer para as
pessoas afetadas, causando sequelas graves ou até morte, quer pelas consequéncias econdmicas
significativas para as empresas (Babtista & Saraiva, 2003). Estima-se que até um terco da populacdo
dos paises desenvolvidos é afetada anualmente por doencas de origem alimentar, sendo provavel que o
problema seja ainda mais generalizado nos paises em desenvolvimento (WHO & FAO, 2006).

Em termos de seguranca alimentar, as fontes de contaminagdo mais frequentes na origem de surtos
de doencas alimentares sdo essencialmente ingredientes contaminados, mas condi¢Bes de higiene,
falha nos processos de controlo, processamento inadequado dos alimentos e contaminagdo cruzada.
Neste sentido, as doencas alimentares podem surgir de diversas formas, habitualmente por doencas
infeciosas ou intoxicagfes alimentares. As primeiras sdo geralmente causadas pela ingestdo de
alimentos contaminados por bactérias patogénicas, enquanto as intoxicacGes alimentares podem ter
origem bacteriana, quimica ou por contaminagdo com toxinas de origem natural existentes nos
alimentos (Bruno, 2017).

No contexto dos perigos alimentares, a degradacdo dos alimentos ocorre de forma natural por agéo
de microrganismos que utilizam os alimentos como fonte de nutrientes, tornando-os impréprios para
consumo, mas para além dos perigos para a seguranca alimentar de natureza bioldgica, existem
também perigos de natureza quimica, fisica e nutricional (ASAE, 2009). Na Tabela 2 estdo
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representados os tipos de perigos e alguns exemplos, assim como alguns dos alimentos associados e
potenciais doengas provocadas no consumidor.

Tabela 2. Perigos de origem alimentar e respetivos exemplos de alimentos e potenciais doencas associados (ASAE, 2009).

Tipos de perigos

Exemplos de perigos

Exemplos de alimentos

Potencias doengas

associados
Bioldgicos
Ovos, aves, leite cru e
Salmonella sp. . Salmonelose
. derivados
Bacterias Leite cru, queijos
Campylobacter jejuni » QUELIOS, Campilobacteriose
gelados e saladas
. . . Peixe, marisco, vegetais, .
Virus Virus da Hepatite A , g_ Hepatite A
agua, frutos e leite
. Toxoplasma Carne de porco e borrego Toxoplasmose
Parasitas — " -
Giardia Saladas e 4gua Giardose
Quimicos
) Aflatoxinas Frutos secos, milho, leite
Co_ntamlr?aln,te_s de e derivados
origem bioldgica: Solanina Batata e Cancro

Toxinas naturais

Toxinas marinhas

Bivalves e marisco

Poluentes de origem
industrial

Mercario, cadmio e

Contaminantes

resultantes do

processamento
alimentar

Peixe
chumbo
Dioxinas Peixe e gorduras animais
Acrilamida Batatas fritas, café e pdo

Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos
(HPA)

Fumados, 6leos vegetais
e grelhados

e Alteracgdes do sistema

imunitario

e Doencas degenerativas

do sistema nervoso

¢ Disfuncéo ao nivel de

diversos 6rgdos
e Partos prematuros

Nutricionais

Sal, gorduras e agicar em excesso

Alimentos com excesso
de sal (ex. snacks)

DCV, obesidade e
diabetes

Alergénios

Leite de vaca,
amendoins, ovos e
crustaceos

Alergias

Fisicos

Ossos, espinhas, vidros e metais

Todo o tipo de alimentos
processados

Lesoes fisicas

Deste modo, garantir a seguranca alimentar para proteger a salde publica e promover o
desenvolvimento econdmico continua a ser um desafio imprescindivel, tanto nos paises em
desenvolvimento como nos desenvolvidos. No entanto, durante as ultimas décadas foram alcangados
progressos consideraveis para reforcar os sistemas de seguranca alimentar em muitos paises,
salientando as oportunidades de reduzir e prevenir as doencas de origem alimentar (WHO & FAO,

2006).
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A FAO e a OMS, em 1963, estabeleceram em conjunto a comissdo do Codex Alimentarius, que
tém como objetivo proteger a saude dos consumidores e assegurar praticas justas relativamente ao
comércio de alimentos. A Codex Alimentarius é uma autoridade de referéncia mundial que desenvolve
normas alimentares, regulamentos e codigos de préticas, sendo que esta compilacdo define seguranca
alimentar como a garantia de que o alimento ndo causara danos ao consumidor, quando preparado e/ou
consumido de acordo com 0 uso a que se destina e define também a higiene dos alimentos como todas
as condi¢des e medidas necessarias para garantir a seguranca e a adequacao dos alimentos em todas as
etapas da cadeia de processamento (Codex Alimentarius, 2016).

Posteriormente, de forma a aumentar e harmonizar as medidas de controlo da seguranca alimentar a
nivel internacional, a Codex Alimentarius publicou em 1993 o sistema de Analise dos Perigos e
Controlo dos Pontos Criticos (HACCP), que provém do inglés “Hazard Analysis and Critical Control
Points”. Este ¢ um sistema preventivo de controlo da seguranca alimentar que permite identificar,
avaliar e controlar os perigos que sdo significativos para a seguranca do alimento e quais as medidas
preventivas necessarias para o seu controlo em todas as etapas de producdo, baseando-se numa
abordagem sistematica, documentada e verificavel, direcionada a perigos microbioldgicos, quimicos e
fisicos (IPL, 2014)

Em Portugal, no seguimento do Decreto-Lei n° 237/2005, surge a Autoridade de Seguranca
Alimentar e Econdmica (ASAE), com a missdo de garantir aos consumidores o cumprimento das
regras gerais de seguranga e higiene aplicaveis aos géneros alimenticios, respondendo igualmente as
necessidades de avaliagdo e comunicagao do risco na cadeia alimentar e estabelecendo ligagdo com os
outros paises da UE (Guilherme, 2006). Em 2012 foi aprovado o primeiro programa nacional de
alimentacdo, o Programa Nacional para a Promoc¢éo da Alimentacdo Saudavel (PNPAS) desenvolvido
pela Direcdo-Geral da Saude (DGS), cujo objetivo foi implementar diversas medidas de forma a
garantir a seguranca alimentar da populacéo portuguesa (Gregorio et al., 2019)

Por fim, é importante salientar que para garantir um consumo seguro dos alimentos é preciso ter
especial atengdo aos valores limite de consumo para os aditivos e os contaminantes quimicos, sendo
gue os niveis de ingestdo diaria aceitavel (ADI) e de ingestdo semanal aceitavel proviséria (PTWI) sdo
expressos pela quantidade em miligramas da substancia quimica que pode ser consumida pelo
Homem, sem prejuizo para a salde, por quilograma de peso corporal do consumidor (Henriques,
2015).

2.2.4. Valorizacéo de subprodutos agroalimentares

O desperdicio alimentar e a perda de alimentos constituem um enorme problema a nivel mundial,
com consequéncias graves em termos sociais, econémicos e ambientais. Segundo um estudo divulgado
pela Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), atualmente cerca de
1/3 dos alimentos produzidos anualmente para consumo humano sdo perdidos ou desperdicados a
nivel mundial (como residuo de processamento ou perda na cadeia), correspondendo a uma producgao
mundial de residuos alimentares de cerca de 1,3 bilides de toneladas de alimentos por ano (FAO,
2019).

O aumento da quantidade destes residuos que sdo gerados anualmente representa, ndo s6 uma
oportunidade perdida para a economia e a seguranca alimentar, mas também um desperdicio de
recursos naturais, como o solo, dgua e energia, e contribui indiretamente para a poluicdo ambiental,
devido ao uso de fertilizantes e pesticidas e as emissdes de gases com efeito de estufa (GEE), emitidos
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durante a producdo primaria (por exemplo, producdo animal) ou durante a valorizacdo ou eliminacao
(compostagem, aterro) (CCDR-N, 2020).

Uma grande quantidade destes residuos, também designados por subprodutos, sdo gerados pelo
setor agroindustrial e sdo constituidos maioritariamente por sementes, cascas, folhas e matérias-primas
com caracteristicas indesejaveis (SPBT, 2015).

Com isto, mesmo que 0 excesso de alimentos comestiveis seja redistribuido com o maximo de
eficicia, continuard a existir um elevado volume de subprodutos alimentares que ndo sdo normalmente
comestiveis (por ex. cascas e sementes), sendo que uma parte desses residuos sdo reaproveitados pelas
vias tradicionais para a alimentagdo direta de animais ou para a compostagem. Outra parte
significativa do desperdicio alimentar sdo os alimentos que nunca chegam ao consumidor final pelo
seu carater altamente perecivel. No entanto, estes subprodutos alimentares que s&o normalmente
desvalorizados, contém importantes teores de nutrientes e de compostos bioativos, potenciando uma
enorme oportunidade de valorizagdo desses residuos para a alimentacdo humana (CCDR-N, 2020).

Os consumidores estdo cada vez mais conscientes dos problemas de salde relacionados com a sua
dieta, exigindo por isso produtos naturais que esperam que sejam seguros e promotores de salde
(Schieber et al., 2001). Desta forma, a temdtica da economia circular tem vindo a ser aplicada de
forma crescente no setor agroalimentar e, portanto, a valorizacdo de residuos e subprodutos
agroalimentares apresenta-se hoje em dia, ndo s6 como uma necessidade, mas como uma oportunidade
para obtencdo de novos produtos de valor acrescentado e com grande impacto na economia das 1AA,
constituindo uma excelente oportunidade de negécio (Pintado & Teixeira, 2015).

A crescente preocupacao do consumidor na manutencao de um estilo de vida saudavel tem levado
também ao aumento do consumo de produtos de origem vegetal. Os subprodutos do processamento de
alimentos vegetais representam um grande problema de eliminagdo para a IAA, mas sdo também
fontes promissoras de compostos que podem ser utilizados devido as suas propriedades nutricionais
favoraveis (Schieber et al., 2001).

Os subprodutos agroalimentares, dependendo da sua origem, podem conter varios niveis de
nutrientes basicos como proteinas, lipidos, minerais e hidratos de carbono (aglcares e fibras), podendo
ainda incluir compostos funcionais de elevado valor diferenciado, como por exemplo, vitaminas (A e
E), carotenoides, compostos fendlicos, entre outros. No entanto, tem sido dada especial atencéo a fibra
e aos compostos fendlicos dada a sua abundancia nos subprodutos agroalimentares e, em geral, as
propriedades bioldgicas a eles associados (Pintado & Teixeira, 2015).

Diversos estudos efetuados sobre a valorizagdo de subprodutos agroalimentares tém contemplado
a obtencdo de inimeros compostos nutricionais que sao aplicados na IAA em alimentos funcionais,
que trazem beneficios para a salde humana ao mesmo tempo que previnem e ajudam no combate a
diversas doencas, nomeadamente as DCV (Pintado & Teixeira, 2015).

Neste contexto, sdo varios os estudos atuais que investigam a obtencdo de mdltiplos ingredientes
benéficos a partir de subprodutos, por exemplo: a partir de subprodutos de cereais (ex. farelo de arroz)
com obtencdo essencialmente de fibras, hemiceluloses, B-glucanas e oligossacarideos pré-bidticos; a
partir de raizes e tubérculos (ex. residuos de cana-de-agicar e mandioca), com obtencao principal de
polifendis e &cidos organicos; a partir de culturas oleaginosas (ex. soja e bagaco de azeitona) com
obtencdo de fitoesterdis, polifendis e pectinas; e por fim a partir de frutos e vegetais (ex. cascas de
frutos e bagaco de tomate) com obtencdo principal de pectinas, fibras, carotenoides e polifendis
(Galanakis, 2012; Pintado & Teixeira 2015).
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Em Portugal, os principais subprodutos estdo relacionados com o0s principais setores
agroindustriais, destacando-se os subprodutos do vinho, azeitona, indUstria cervejeira, arroz, alfarroba,
industrias de processamento de vegetais e frutos. Atualmente, estes subprodutos sdo muito pouco
valorizados, sendo que grande parte s@o direcionados para inceneracdo ou aterro, causando efeitos
negativos sobre o ambiente, e apenas uma pequena percentagem para 0 desenvolvimento de
fertilizantes ou alimenta¢do animal (SPBT, 2015).

Por outro lado, estima-se que a populagdo mundial atinja quase 10 mil milhdes em 2050,
obrigando a uma adaptacdo sustentavel do sistema alimentar atual. Esta adaptacdo devera incluir a
minimizacao das perdas e desperdicios alimentares e o aproveitamento maximo dos recursos naturais
que sustentam o sistema alimentar. Com isto, aumentar o consumo de alimentos que sdo muitas vezes
desvalorizados e os seus subprodutos, de forma que estas novas alternativas consigam dar resposta a
escassez de determinados tipos de alimentos, tem vindo a tornar-se cada vez mais uma prioridade
inequivoca para as entidades governamentais e para a industria agroalimentar (FAO, 2019).

Esta linha de pensamento tem como propoésito garantir que toda a populagdo tenha acesso a
alimentos seguros e nutritivos, que sejam produzidos de forma sustentavel e com claros beneficios
nutricionais e ecoldgicos, enquanto satisfacam as preferéncias alimentares dos consumidores,
promovendo uma vida ativa e saudavel. Contudo, existe uma grande parte de recursos alimentares que
continuam a ser pouco explorados, pelo que o seu aproveitamento merece especial atencao,
particularmente no que diz respeito matrizes vegetais de baixo custo e altamente disponiveis em
Portugal (Vinha et al., 2016a). Um exemplo notavel de tais matrizes naturais sdo a bolota e a alfarroba,
que irdo ser analisadas em detalhe nas proximas se¢oes.

2.3. A Bolota

A bolota é um fruto seco proveniente de arvores de espécies do género Quercus, pertencente a
familia Fagaceae, um importante grupo de arvores de folha caduca ou persistente, predominante em
climas temperados e tropicais. Esta familia, a qual pertencem inimeras espécies nativas da floresta
portuguesa, é composta por 450 espécies a nivel mundial, as quais diferem geralmente pela sua
dinamica de floracéo e frutificacdo e pelo indice de maturacdo que apresentam (Pacheco, 2015; Vinha
et al., 2016b). Este é um fruto considerado indeiscente, ou seja, ndo se abre apds o amadurecimento, e
a queda da-se normalmente no outono, quando as temperaturas comegam a baixar (Diaz-Fernandez et
al., 2004).

Num sentido convencional, as bolotas sempre desempenharam um papel importante na economia
rural, pois a grande maioria é utilizada na alimentacdo animal (particularmente para suinos em regime
de pastoreio) e ainda hoje fazem parte da gastronomia tradicional de varios paises mediterraneos,
sendo consumida na forma de farinha para fazer pdo de bolota, ou até varias bebidas tradicionais como
substituto de café ou licor de bolota (Cruz, 2018). No entanto, o seu valor nutricional e o seu elevado
contetdo fitoquimico tém suscitado o interesse de muitos investigadores que procuram alimentos sub-
utilizados para integrar na dieta humana, trazendo potenciais efeitos benéficos para a salde e para o
tratamento de doencas (Vinha et al., 2016b)

Em Portugal existem mais de 300 espécies do género Quercus, sendo as mais comuns o carvalho-
alvarinho (Quercus robur L.), carvalho-cerquinho (Quercus faginea Lam.), carvalho-negral (Quercus
pyrenaica Willd.), a azinheira (Quercus ilex L.) e o sobreiro (Quercus suber L.) (Cruz, 2018;
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Ezequiel, 2021). Na Figura 4 encontra-se representado a distribuicdo das zonas de predominéncia
destas espécies no territorio nacional.
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Quercus robur L. Quercus faginea Lam. Quercus pyrenaica
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Quercus ilex L. Quercus suber L.

Figura 4. Representacao da distribuicdo das espécies Quercus mais comuns identificadas em Portugal (a verde nos mapas)
Adaptado de (Tiago, 2019).

As espécies do género Quercus ocupam uma area vegetal representativa, a nivel nacional, de
aproximadamente 1 200 000 ha, dos quais cerca de 80% estdo concentrados no Alentejo. Embora o
seu potencial como recurso alimentar natural ainda seja subestimado devido aos seus frutos
apresentarem baixos indices de consumo na alimentagdo humana comparativamente a outros frutos
secos, a sua ocupacao territorial € significativamente maior do que a dedicada por exemplo ao cultivo
de castanha (Castanea sativa Mill.) que ocupa cerca de 12 500 ha e a améndoa (Prunus dulcis (Mill.)
D. A. Webb) que ocupa perto de 36 530 ha (Cruz, 2018).

Para além da sua associacdo com fatores fisioldgicos, na tentativa de correlacionar caracteristicas
tais como forma, tamanho, e teor de humidade com fatores ecolégicos como clima e tipo de vegetacao,
as bolotas também foram estudadas pelo seu perfil nutricional e contetdo fitoquimico, revelando
grande variabilidade entre espécies e por vezes até dentro da mesma espécie (Vinha et al., 2016b).

Posto isto, pela sua importancia nacional e internacional, a bolota é um dos recursos alimentares
naturais mais promissores a ter em conta. Além de estar disponivel em grande abundéncia em
territério portugués, contém diversos beneficios nutricionais associados e apresenta potenciais
propriedades de prevencdo de doengas, bem como a sua valorizagdo também constitui um importante
fator de sustentabilidade (Vinha et al., 2016a).
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2.3.1. Composicao e valor nutricional

A bolota é classificada como uma noz de uma sé semente, possui uma forma ovoide e apresenta
uma clpula no topo, que liga a noz ao pedunculo da arvore que tem como objetivo diferenciar as
diferentes espécies. A noz € composta pelo pericarpo (casca) que é a capa externa lignificada que
protege a semente, e pela semente que € constituida pela testa, uma espécie de membrana aveludada
que reveste a semente, e 0 embrido onde se acumulam as reservas energéticas. Por sua vez, o embrido
é constituido por dois cotilédones alargados que acumulam as grandes reservas e, no extremo oposto
do pedinculo, na base, o eixo embrionario, onde se localizam a gémula e a radicula, por onde se
desenvolver a futura planta (Bento, 2020).

Na Figura 5 encontra-se a constituicdo morfolégica deste fruto, sendo possivel distinguir os
diferentes constituintes da bolota.

3 3
Radicula
Gémula Embrido
Cotiléd 5 — Semente
otilédones x L foz
Testa
Pericarpo

Cupula

Figura 5. Constituigdo morfolégica da bolota (Bento, 2020).

Do ponto de vista nutricional, a bolota é um alimento interessante e pode ser considerada como
um alimento saudavel, pois contém um elevado teor em hidratos de carbono (essencialmente amido),
fibra, lipidos (nomeadamente acidos gordos insaturados), proteinas, vitaminas (principalmente A e E),
minerais e baixo teor de gordura, apresentando assim um elevado valor nutricional, comparavel ao dos
cereais mais comuns. Trata-se assim de uma fonte natural ndo s6 com um alto valor nutricional, mas
também rica em compostos bioativos, para além de economicamente rentavel (Vinha et al., 2016a).

No entanto, devido a alta variabilidade do género e dependendo da espécie, as bolotas podem
diferir na sua composi¢do quimica (Pacheco, 2015). Na Tabela 3 apresentam-se alguns valores, em
base seca, retirados de estudos que foram efetuados sobre a composi¢do quimica e a caracterizagdo
nutricional deste fruto.
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Tabela 3. Composicao quimica e valor nutricional da bolota (Silva et al. 2016; Szablowska, 2021; Vinha et al, 2016c).

Composicao da bolota

Agua (%) 5,40 — 22,05
Hidratos de carbono (%) 75 -84
Amido (%) 51 - 57
Proteinas totais (%) 4,18 - 5,00
Lipidos totais (%) 8,44 — 13,41
Taninos totais (%0) 3,48-10,9
Acido oleico 59,85 — 60,92
((y: ;:engg:s'sozcggi%zgZ';C:gzs) Acido linoleico 15,34~ 15,91
Acido palmitico 14,09 — 14,98
Fibra (%) 10,89 -17,9
Cinzas (%) 1,81-2,04
Potéssio 379
Calcio 164
Magnésio 54,2
Principais componentes Ferro 18,61
minerais (mg / 100g)
Manganés 3,65
Cobre 1,04
Zinco 0,83

Nota: Os valores tabelados correspondem as espécies Quercus ilex, Quercus rotundifolia e Quercus robur.

Os hidratos de carbono representam o principal componente nutritivo da bolota, onde se destaca o
amido como composto maioritario (48% a 50%) e, em menores concentragBes, agucares sollveis
como a sacarose e a glucose, assumindo assim os hidratos de carbono como a principal reserva de
energia do fruto. Para além de energia, o elevado teor de amido presente neste fruto tem despertado
cada vez mais interesse no dominio do desenvolvimento de novos ingredientes alimentares, sobretudo
como agente espessante e de estabilizagdo, conferindo uma elevada consisténcia final as massas
utilizadas na panificacdo (Bento, 2020; Vinha et al., 2016a)

Por outro lado, a semelhanca dos hortofruticolas, a bolota apresenta baixo teor de proteina, sendo
considerada um alimento ndo proteico. No entanto, como este fruto é isento de glaten, é interessante
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para o fabrico de alimentos sem glaten, destinados a celiacos, ou para a otimizacdo de alimentos
enriquecidos com aminoacidos essenciais, vitaminas, macro e microelementos e fibra dietética,
podendo aumentar significativamente os seus valores nutricionais (Vinha et al., 2016a).

No que diz respeito ao contetdo de lipidos nas sementes, os acidos gordos mais abundantes na
bolota s&o os acidos oleico, palmitico e linoleico, o que pode ser encarado como uma mais-valia deste
fruto, uma vez que os acidos gordos insaturados como o &cido oleico e linoleico tém um efeito
benéfico na saude, particularmente nas DCV, por exemplo na regulacdo do perfil lipidico do sangue
(Taib & Lyoussi, 2020).

As bolotas sdo também uma excelente fonte de minerais, tais como o célcio, magnésio, potassio,
ferro, cobre, manganés e zinco. O teor em minerais € muito importante, uma vez que estes participam
em diversos processos metabolicos, como cofatores enziméticos diretamente envolvidos nos processos
da digestdo, absorcdo e fornecimento de energia (Cruz, 2018).

Além do seu perfil nutricional, as bolotas também sdo estudadas pelo seu perfil e conteldo
fitoquimico. Neste sentido, este fruto apresenta altos teores de compostos fendlicos, como &cidos
fendlicos, flavonoides e taninos, ndo sO presentes na semente como também na casca (sub-produto
mais abundante na transformacdo da bolota). Estes componentes sdo considerados os principais
compostos bioativos presentes na bolota, fundamentais na dieta humana essencialmente para manter
um nivel adequado de antioxidantes, estando associados a diversas fungdes bioldgicas, tais como
atividades anti tumorais, antialérgicas, anti plaquetérias, anti isquémicas, anti-inflamatérias e
antioxidantes (Vinha et al, 2016c).

Embora a maioria das espécies de bolotas sejam comestiveis, algumas contém elevados teores de
taninos, responsaveis pelo amargor dos frutos, o que por vezes pode inibir a sua utilizagdo na
alimentacdo fazendo com que a bolota ndo seja tdo apreciada pela populacdo humana. A sintese destes
compostos ¢ um mecanismo de defesa da planta contra os predadores, porém, estes compostos podem
proporcionar beneficios para a salde humana pois possuem essencialmente propriedades
antioxidantes, antibacterianas, anti-hemorragicas, antidiarreicas e sdo também utilizados para tratar a
fleuma (muco segregado pelas membranas mucosas) nos intestinos e no estbmago. No entanto, em
concentragcdes mais elevadas, 0s taninos podem ser toxicos para o ser humano, perturbando a absor¢do
de nutrientes, provocando danos no epitélio intestinal, bem como em tecidos do figado e do rim
(Szablowska, 2021).

Em resumo, a bolota, nomeadamente a sua semente, possui um perfil nutricional rico em
compostos bioativos bastante interessante, com um elevado potencial para a IAA, destacando-se a sua
importancia para a diminuicdo do risco de DCV, doengas inflamatdrias, diabetes, cancro, infeces
microbianas e outras doencas. Estes beneficios devem-se essencialmente as suas propriedades
antioxidantes, anti-tumorais e cardioprotetoras. A sua composicdo e valor nutricional fazem assim
deste fruto uma matriz adequada para o desenvolvimento de novos produtos alimentares funcionais,
isentos de gluten, através do aproveitamento sustentavel de um recurso natural que até entdo tem sido
desvalorizado (Vinha et al., 2016a).

2.3.2. Processamento e potenciais aplicagdes em produtos alimentares

A bolota foi sempre reconhecida pela sua importancia na economia rural, quer na componente de
alimentagdo humana quer animal. A sua utilizac8o, especialmente na producdo de farinha e pdo,
remonta ao século X1V, embora, em tempos mais recentes, a maioria seja utilizada para a alimentagéo
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animal devido ao seu elevado teor de hidratos de carbono, proteinas e lipidos. No entanto, tendo em
consideracdo o seu potencial nutricional e composicao fitoquimica, o seu consumo pode ser valorizado
tanto in natura como processada em produtos alimentares de alto valor agregado para a salde (Vinha
et al., 2016a).

Neste sentido, tém sido varios os estudos cientificos que validam as inimeras caracteristicas
benéficas da bolota na alimentagdo humana, sendo evidente que a utilizagdo deste recurso natural ird
aumentar drasticamente para diversas outras aplicacdes. Do ponto de vista das suas potenciais
aplicagdes na nutricdo humana, o consumo de bolota pode-se dividir em trés categorias: consumo de
bolota como nozes (semelhante a castanhas), como farinha (devido ao elevado teor de amido), ou
como Oleo alimentar (apresentando uma elevada semelhanga com o azeite). Em todos estes casos, 0
processamento da bolota inclui normalmente o processo de descasque, torra ou de cozimento, 0 que
pode gerar subprodutos com aplicagcBes potenciais adicionais, especialmente os que resultam da
producdo de farinha ou da extracdo de 6leo de bolota (Vinha et al., 2016b).

Deste modo, devido a sua matriz rica em amido, a sua melhor digestibilidade e ao seu baixo custo,
a bolota tem sido investigada em vérios estudos que indicam que possui propriedades bioldgicas
superiores a farinha de trigo, nomeadamente por ter um elevado teor em fibras, podendo ser utilizada
na producdo de pdo. Outra caracteristica da farinha de bolota é a auséncia de glaten, um fator relevante
para a producdo de produtos para celiacos, 0s quais requerem matérias-primas pré-selecionadas livres
destas proteinas (Vinha et al., 2016a).

Relativamente a aplicagdo da bolota como dleo alimentar, diversos estudos relatam que o teor de
6leo em algumas espécies pode variar entre 0s 5 -20% (Taib & Lyoussi). Além disso, alguns autores
descrevem o 6leo de bolota como tendo um sabor, valor nutricional e perfil lipidico idénticos ao do
azeite, apresentando também uma boa estabilidade oxidativa. Em algumas espécies como a Q. ilex e a
Q. suber, o perfil de acidos gordos é idéntico a muitos dleos ediveis, como girassol, amendoim,
algoddo e abacate (Pacheco, 2015).

A nivel industrial, a bolota ja € utilizada como farinha e 6leo comestivel, sendo consumida
também em refeicbes como substituto de nozes, amendoins ou azeitonas, incorporada em péo ou
biscoitos, ou dando origem a licores e “substitutos” de café (Miranda, 2018). No entanto, pode ser
desenvolvida uma grande diversidade de outros produtos alimentares inovadores e com valor
acrescentado a partir deste fruto. Com isto, pesquisas cientificas recentes demonstraram que a bolota e
0s seus subprodutos sdo um alimento com grande potencial para a salde do ser humano tendo
inclusive compostos que auxiliam no combate de DCV e de doengas como o Alzheimer e o cancro
(Vinha et al., 2016a).

Pasqualone et al. (2019), investigaram a viabilidade da utilizacdo da farinha de bolota como um
ingrediente novo e saudavel em biscoitos a base de trigo e compararam as caracteristicas fisico-
quimicas da farinha obtida a partir de trés espécies diferentes de Quercus (Q. ilex, Q. suber, e Quercus
coccifera L.) assim como avaliaram também as propriedades sensoriais dos mesmos. Para a obtengédo
das farinhas, as bolotas foram inicialmente descascadas, moidas e peneiradas e utilizadas diretamente
para preparar 0s biscoitos sem qualquer pré-tratamento adicional. As farinhas obtidas mostraram ser
ligeiramente doces e com niveis limitados de adstringéncia. Por outro lado, os biscoitos preparados
mostraram um teor significativamente mais elevado de compostos fendlicos, atividade antioxidante e
estabilidade oxidativa do que os biscoitos de controlo, preparados sem farinha de bolota, sendo que
estas caracteristicas melhoraram a medida que o nivel de farinha de bolota aumentava. Quanto a
aparéncia, os biscoitos com farinha de bolota eram mais escuros, maiores, mais volumosos e mais
guebradicos do que os biscoitos de controlo. Desta forma, os autores concluiram que o enriguecimento
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dos biscoitos com farinha de bolota provou ser uma estratégia muito eficaz para conferir propriedades
antioxidantes aos biscoitos, sem alterar excessivamente as caracteristicas sensoriais (Pasqualone et al.,
2019).

Além da alfarroba, a bolota pode ser também outra alternativa para substituir o cacau em pd no
fabrico de chocolate. Neste contexto, um estudo realizado por Marc et al. (2021) teve como objetivo
estudar o pé derivado da bolota da espécie Quercus rubra L. como alternativa ao cacau em po, a fim
de obter um chocolate que ndo contenha estimulantes do sistema nervoso, avaliando o p6 obtido
quanto ao teor total de polifendis e as propriedades antimicrobianas. Foram estudados diversos
processos de torra em diferentes intervalos de tempo e temperatura de forma a otimizar o processo de
torra para obter um perfil organolético tdo proximo quanto possivel do cacau em p6, no menor tempo
possivel. Com isto, os autores identificaram 0s seguintes parametros de torra mais adequados: 180 °C
durante 25 min; 200 °C durante 20 min; e 220 °C durante 15 min. Apds as andlises efetuadas ao pd, 0s
resultados demonstraram que a bolota € caracterizada por um elevado teor de compostos fendlicos
responsaveis por numerosas fungdes fisioldgicas, bioldgicas e bioquimicas devido a sua forte atividade
antioxidante, tendo demonstrado também ser uma matéria prima bastante promissora com grandes
quantidades de metabolitos secundarios capazes de proporcionar protecdo contra a contaminacdo
microbiana, especialmente tendo a capacidade de inibir bactérias Gram-positivas. Em conclusdo, este
estudo comprovou que os frutos da Q. rubra sdao uma potencial alternativa ao cacau em p6 no fabrico
de chocolate (Marc et al., 2021).

O desenvolvimento e caracterizagdo de bebidas a base de bolota também tem sido alvo de diversos
estudos. Um estudo realizado por Costa (2014) teve como objetivo o desenvolvimento e caraterizagdo
de uma bebida funcional a base de bolota sem e com incorporacdo de bactérias probidticas,
demonstrando, que ambas as bebidas promoveram um crescimento de bactérias benéficas na
microbiota intestinal, para além do seu potencial antioxidante (Costa, 2014).

Por outro lado, Sarddo et al. (2021) estudaram o desenvolvimento de uma bebida feita através da
bolota da espécie Q. ilex, retirada da regido de Montemor-o-Novo em Portugal e o efeito de um
processamento a alta pressdo dessa bebida. O efeito do processamento a alta pressao foi estudado para
melhorar a seguranca e a qualidade de uma bebida a base deste fruto, sendo que segundo os autores as
bebidas a base de plantas como a bolota tem um prazo de validade muito curto e os tratamentos
térmicos afetam a sua qualidade. As bolotas foram descascadas, lavadas e mergulhadas em agua (10 g
de bolota por 100 mL) durante a noite a temperatura ambiente, seguidamente foi removida a agua
lixiviada e as bolotas foram homogeneizadas com agua (200 mL por 10 g de bolota) e filtradas através
de um pano de linho. Estes autores propuseram uma solucdo para melhor reter as propriedades
nutricionais e a qualidade sensorial, prolongando igualmente o prazo de validade. Esta investigacio
avaliou o impacto do processamento a alta pressdo e do processamento térmico numa bebida de bolota
durante 63 dias de armazenamento refrigerado, concluindo que o processo a alta pressdo em particular
prolongou a validade da bebida e melhorou tanto a qualidade fisico-quimica, como a andlise sensorial
(Sardéo, 2021).

Outra aplicacdo alimentar da bolota que também tem sido bastante investigada é a substituicdo do
café tradicional por um café feito a base de bolota, isento de cafeina. Neste sentido, o estudo realizado
por Sekeroglu et al. (2017) investigou a composi¢do mineral dos cafés de bolota, tendo os resultados
mostrado que este substituto de café contém minerais Uteis e uma baixa composicdo de metais pesados
perigosos, podendo ser consumidos em seguranga como uma nova bebida saudavel, com variados
beneficios de saude, apresentando-se com um grande potencial como produto industrial alimentar
(Sekeroglu et al., 2017).
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A alternativa do uso da bolota para o desenvolvimento sustentavel de substitutos do café tem
despertado igualmente muito interesse por parte de investigadores em Portugal, a fim de estimular a
valorizacdo deste recurso natural pouco explorado. Neste seguimento, os investigadores Pinto et al.
(2019) estudaram uma bebida semelhante ao café a partir de sementes de Quercus cerris L. e
avaliaram a composi¢éo nutricional do gréo torrado assim como a atividade antioxidante, composicao
fendlica, viabilidade celular e efeitos toxicos da bebida. Inicialmente, as bolotas foram processadas
através da separacdo da semente da casca, seguido de uma secagem e posteriormente uma torra das
sementes a uma temperatura de 200 °C durante 30 min, sendo por fim moidas em pé (2-3 mm). A
preparacdo da bebida foi realizada através de uma extracéo de cerca de 8,8 g de amostra com 250 mL
de agua a 100 °C durante 5 min e finalizada por uma filtracdo. Neste estudo os autores constataram
gue as sementes apresentaram cerca de 60,4% de hidratos de carbono (dos quais 26,9% sdo fibras),
6,3% de proteinas e 4,0% de gordura, concluindo que este material vegetal pode ser considerado como
uma fonte natural de biocompositos com alto potencial antioxidante, estando associado & reducdo do
risco de desenvolvimento de varias doengas como o cancro ou perturbacfes neurodegenerativas, sendo
possivel assim ser consumido como uma bebida funcional (Pinto et al., 2019).

Coelho et al. (2018) também desenvolveram uma bebida alternativa ao café obtida das espécies Q.
ilex e Q. suber e avaliaram o efeito do processo de torra e caracterizagdo funcional da mesma. Para tal,
foram analisadas a capacidade antioxidante e a toxicidade da bebida desenvolvida e caracterizados os
compostos fendlicos e acidos gordos. Para este estudo apenas foram utilizados os cotilédones das
bolotas, torrados num forno a uma temperatura entre 225-230 °C durante 15 min e moidos num
moinho de café. A preparacdo da bebida foi efetuada usando uma cafeteira elétrica, com cerca de 4 g
de amostra em p6 em 50 mL de dgua durante 1 min, com agua a 100 °C para um volume final de café
de 50 mL. Os resultados obtidos mostraram que as bebidas preparadas apresentavam propriedades
funcionais interessantes, como capacidade antioxidante e atividades anti mutagénicas associadas ao
seu composto fenolico priméario, o &cido elagico. Por outro lado, a torra resultou numa redugdo da
concentracdo total de acidos gordos e a producédo da bebida ndo formou compostos téxicos. Com isto,
0s autores concluiram que estes resultados demonstraram a viabilidade dos alimentos a base de bolota
e 0 seu potencial para produzir uma bebida semelhante ao café tradicional.

Por fim, é notorio que a caracterizacdo abrangente da bolota pode levar a um aumento do seu valor
acrescentado para diversas aplicacBes em produtos alimentares, havendo, no entanto, uma forte
necessidade de desenvolver mais estudos para a producdo de produtos inovadores que usem este
recurso natural, muitas das vezes tdo desvalorizado.

2.4. A Alfarroba

A alfarroba é o fruto da alfarrobeira, cujo nome cientifico é Ceratonia siliqua L., uma &rvore
leguminosa de folha persistente pertencente a familia Fabaceae, que cresce espontaneamente e tem
sido amplamente cultivada em toda a regido do mediterraneo, sendo considerada um importante
componente da vegetacdo por razdes econdmicas e ambientais. A familia Fabaceae, para além de ser
uma das familias de plantas mais numerosas, estd amplamente distribuida um pouco por todo 0 mundo
nas regides onde o clima é tropical, subtropical ou temperado (Batlle, & Tous, 1997).

Em 2018, a produgdo de alfarroba no mundo foi de 165 mil toneladas sendo que os paises com 0s
maiores volumes de producdo de alfarroba foram Portugal (43 mil toneladas), Italia (29 mil toneladas)
e Espanha (23 mil toneladas), representando em conjunto 58% da producdo global (GlobalTrade,
2020).
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Portugal é assim o maior produtor de alfarroba, sendo gque a sua producdo abrange principalmente
a regido do Algarve ocupando uma é&rea de 12 mil ha e algumas zonas do Alentejo, devido
essencialmente aos solos pobres destas regides, uma vez que esta arvore praticamente nao precisa de
agua. Este facto, torna assim o estudo das caracteristicas e propriedades dos produtos da alfarrobeira
extremamente importante para um melhor aproveitamento desta arvore e do seu fruto, a alfarroba. Na
Figura 6, encontra-se uma representacdo da distribuicdo geogréafica da alfarrobeira em Portugal, sendo
que as variedades mulata e galhosa sdo as mais comuns no territorio nacional (Pessoa, 2013).

Figura 6. Distribuicio geografica do cultivo da alfarroba a nivel mundial (a preto no mapa) e nacional (a verde no mapa).
Adaptado de (Batlle, & Tous, 1997; UTAD, 2022).

Durante séculos, a alfarroba foi utilizada para os mais diversos fins, nomeadamente para o
consumo humano e animal devido a sua disponibilidade e féacil adaptacdo da arvore a habitats isentos
de agua. Atualmente é sobretudo usada na alimentacdo humana como substituto do cacau ou do
chocolate na confe¢do de docgarias e licores, sendo também amplamente utilizada como agente
estabilizador e espessante huma vasta gama de produtos alimentares comerciais. No entanto a maioria
das vagens de alfarroba sdo descartadas e ndo sdo atualmente utilizadas de forma eficaz (Alvarez,
2013).

Porém, o maior potencial da alfarroba estd na possibilidade da sua utilizacdo no combate a
diversas doencas tais como o cancro e doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer,
devido essencialmente as suas propriedades nutricionais, podendo ser incorporada na formulacéo de
produtos cardioprotetores e antimicrobianos (Alvarez, 2013).

2.4.1. Composicgao e valor nutricional

A alfarroba é uma vagem indeiscente de cor acastanhada, com uma superficie enrugada e
ligeiramente curvada que, quando madura, possui 10 a 25 cm de comprimento, sendo constituida por
cerca de 90% de polpa e 10% de sementes. As sementes sao rijas € numerosas, possuindo uma pelicula
exterior de cor castanha, enquanto a casca é dura e macia. Na Figura 7 é possivel visualizar a divisdo
das duas partes da vagem deste fruto (Duarte, 2018).
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Semente

Figura 7. Constituicdo da vagem da alfarroba (Pessoa, 2013).

A semente de alfarroba é constituida pelo involucro, pelo endosperma branco e transllcido e pelo
germe ou embrido, representando em peso seco, 30-33%, 42-46% e 23-25% da semente,
respetivamente. Estas sementes sdo utilizadas na indistria alimentar essencialmente pelo seu conteido
em goma, Visto que conseguem atuar como espessantes, emulsionantes e estabilizantes, modificando a
textura de diversos alimentos processados. Contudo, ja existem inumeras aplicagbes para o
aproveitamento das sementes, 0 que ndo acontece com a polpa, sendo esta 0 maior constituinte da
vagem deste fruto (Pessoa, 2013).

Deste modo, a polpa da vagem € a fracdo menos utilizada da alfarroba, sendo considerada um
subproduto do aproveitamento da semente. Apenas cerca de um terco desta polpa é consumida como
alimento para animais ou utilizada para a producdo de farinha de alfarroba, na confeitaria regional,
principalmente como substituto do chocolate ou aplicada em produtos dietéticos, uma vez que é isenta
de gldten. No entanto, devido as suas propriedades nutricionais e a sua composi¢do quimica, esta
fracdo representa uma mais-valia para a valorizacéo da vagem de alfarroba na sua globalidade (Duarte,
2018).

Em relagdo & composicdo quimica, a polpa da alfarroba é constituida essencialmente por hidratos
de carbono (predominantemente a sacarose), proteinas, lipidos, fibra, compostos minerais e vitaminas.
Nos extratos de polpa também se pode encontrar a presenga de &cidos gordos saturados,
monoinsaturados e maioritariamente polinsaturados. Esta composic¢éo, por outro lado, varia muito de
acordo com as variedades de alfarroba e das condi¢des edafoclimaticas, assim como o tempo de
colheita (Alvarez, 2013; Duarte, 2018). Na Tabela 4 encontra-se apresentada a composi¢do quimica e
nutricional da polpa da alfarroba.
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Tabela 4. Composicao quimica e valor nutricional da alfarroba (Avallone et al.,1997; Batlle, & Tous, 1997; Duarte, 2018;

Loullis & Pinakoulaki, 2018)

Composicao da alfarroba

Agua (%) 6,00 — 11,00
Hidratos de carbono totais (%) 40 - 60
Sacarose 30-38
Acucares (%) Frutose 5-7
Glucose 5-6
Proteinas (%) 1,00 - 5,00
Lipidos totais (%) 0,40-0,80
Acidos gordos saturados 0,09
Acidos gordos (%) Acidos gordos monoinsaturados 0,197
Acidos gordos polinsaturados 0,216
Fibra (%) 25-39,8
Cinzas (%) 2,00 - 3,40
Taninos condensados (%) 18-20
Pinitol (%) 5-7
Potassio 827
Célcio 307
orincioai Fosforo 79
e s W 42
Sadio 13
Ferro 2,94
Zinco 0,92
Folato (Vitamina B9) 29
Niacina 1,897
o _ Vitamina E 0,63
Prln(zﬁ;llsl\cl)gzr)mnas Riboflavina 0,461
Vitamina B6 0,366
Vitamina C 0,2
Tiamina 0,053

A polpa de alfarroba possui ainda na sua composicdo compostos fendlicos, sendo estes
constituidos essencialmente por taninos condensados — compostos polifendlicos complexos que se
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encontram presentes huma grande variedade de alimentos e produtos alimentares de origem vegetal
(Batlle, & Tous, 1997). E composta também por outros polifendis como flavonoides e &cidos
fendlicos, sendo que de uma forma geral, os polifendis podem exibir principalmente propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimutagénicas e anticarcinogénicas, desempenhando um papel
importante na prevengdo e reducdo do cancro e de doencas cardiacas, quando incluidos na dieta diaria
(Owen et al., 2003).

Contudo, os seus taninos que estdo presentes na fracdo de fibra alimentar sdo um dos compostos
que contribuem para o sabor amargo, sendo também responséaveis por um efeito de adstringéncia.
Desta forma apresentam caracteristicas particulares que fazem com que a farinha de alfarroba,
derivada da polpa, seja muitas vezes utilizada como antidiarreico, beneficiando a flora intestinal (Da
Silva, 2009).

Por outro lado, estudos recentes demonstraram que a fibra de alfarroba também possui um elevado
poder de reducdo do colesterol que é ingerido diariamente, uma vez que uma dieta rica em fibra
alimentar é conhecida por exercer uma variedade de efeitos fisiologicos, incluindo uma melhor
digestdo e atenuacdo do colesterol sanguineo e niveis de glicose, apresentando também potencial para
a prevencao contra certos cancros, em particular os do trato gastrointestinal (Da Silva, 2009).

Outro componente da polpa de alfarroba é o pinitol, que constitui cerca de 5 a 7% do peso do fruto
seco. Este constituinte assume um papel importante na composicdo da alfarroba visto que tem sido
identificado como tendo um efeito antidiabético, diminuindo a concentragdo de glucose no sangue
(Pessoa, 2013).

Outra vantagem do uso da alfarroba é que a farinha derivada da polpa da vagem torrada e moida
pode ser utilizada para substituir 0 cacau, pois apresenta vantagens nutricionais sobre 0 mesmo, na
medida que comparando os nutrientes de ambos, verifica-se que enquanto o cacau possui até 23% de
gordura e 5% de acUcar, a alfarroba possui 0,4 a 0,8% de gordura e um alto teor de agucares naturais
(sacarose, frutose e glucose), em torno de 30-38%. A alfarroba é ainda menos cal6rica que o cacau e
ndo contém cafeina nem teobromina, dois fortes estimulantes do sistema nervoso e do ritmo cardiaco,
gue podem ser inclusive transmitidos aos bebés através do leite materno, e em certas pessoas, a
teobromina desencadeia reacdes alérgicas visiveis (Da Silva, 2009). No entanto, o seu sabor nao € tdo
rico quanto o chocolate escuro, mas assemelha-se a leite com chocolate (Alvarez, 2013).

Deste modo, devido a sua composic¢ao Unica, abundancia em hidratos de carbono, fibra, compostos
fendlicos e outros compostos bioativos, a alfarroba possui um grande potencial para ser utilizada como
ingrediente funcional na producdo de produtos alimenticios com diversos efeitos benéficos para a
salde (Duarte, 2018).

2.4.2. Processamento e potenciais aplicagdes em produtos alimentares

Como ja foi referido anteriormente, a polpa de alfarroba € o maior constituinte do fruto da
alfarrobeira e tem na sua composicdo uma forte componente em acucares que Ihe confere um elevado
potencial de valorizagdo na inddstria alimentar (Pessoa, 2013).

Neste contexto, podem ser obtidos diversos tipos de xarope de alfarroba através da extracdo dos
acucares que constituem a polpa, sendo as suas aplicagdes mais comuns em licores, cremes ou pastas
de barrar, batidos, sumos, café, iogurtes, doces, entre outros produtos (Pessoa, 2013).
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A alfarroba tem sido também comumente utilizada em forma de farinha, na producédo de diversos
produtos alimentares como produtos de panificacdo, massas, bolos, como substituto de cacau ou do
chocolate, em produtos dietéticos e produtos para doentes celiacos. A farinha pode advir tanto da
semente como da polpa, sendo mais comum o0 uso da polpa para este processo (Papaefstathiou et al.,
2018). Deste modo, a producéo da farinha da-se inicialmente através de uma limpeza e secagem
natural das vagens, que depois de secas, as polpas sdo separadas das sementes e passam novamente
por uma limpeza, apos este processo a polpa é submetida a um tratamento térmico, que de acordo com
0 tempo e temperatura que sdo submetidas, consegue-se obter as vérias tonalidades e sabores
diferentes encontradas na farinha produzida através da torra e moagem das vagens da alfarroba (Da
Silva, 2009).

No entanto uma grande parte do subproduto da alfarroba, a polpa, é desperdicada e
consequentemente desvalorizado, sendo que diversos estudos cientificos comprovam que este recurso
natural pode ser uma mais-valia para a saude quando devidamente processado ou incorporado em
produtos processados, apresentando assim um grande potencial para a indUstria alimentar.

Um estudo efetuado por Rosa et al. (2015) avaliou o efeito da substituicdo de cacau em po por
farinha de alfarroba comercial em bolos sem glaten, feitos com a adicdo de farinhas de soja e de
banana. Nesta investigacdo foram preparadas cinco formulagbes de bolos com diferentes niveis de
alfarroba, com 100% cacau em pd (sem alfarroba), 25% farinha de alfarroba, 50% farinha de
alfarroba, 75% farinha de alfarroba e 100% farinha de alfarroba, e foram analisados diversos
pardmetros quimicos (humidade, hidratos de carbono, lipidos, proteinas, fibra dietética, cinzas e
energia), fisicos (altura e peso) e sensoriais (cor, odor, sabor e textura). Neste seguimento, os autores
descreveram que a substituicdo do p6 de cacau por farinha de alfarroba deu aos bolos um teor mais
elevado de fibras alimentares e niveis mais baixos de lipidos e hidratos de carbono, e de calorias. Por
outro lado, as analises fisicas mostraram que a medida que a substituicdo do cacau em p6 por farinha
de alfarroba aumentava, o rendimento aumentava, ou seja, aumentavam de peso. A andlise da textura
mostrou que a substituicdo parcial ou total do p6 de cacau por farinha de alfarroba diminuiu a
elasticidade, resiliéncia e coesdo e os bolos com até 75% de substituicdo do cacau em pé por farinha
de alfarroba ndo mostraram diferenca em termos de sabor, odor e textura, demonstrando que a
substituicdo até este nivel ndo influenciou os atributos sensoriais (Rosa et al., 2015).

Num outro estudo realizado por Aydin & Ozdemir (2017), foi desenvolvido e caracterizado um
creme pastoso para barrar, a partir de farinha de alfarroba, com a finalidade de ser usado como lanche
nutritivo para criangas. Investigaram-se as propriedades relacionadas com a textura, propriedades
sensoriais, como a cor e algumas propriedades nutricionais do produto, sendo que os resultados
mostraram que a pasta produzida contendo 38 g de farinha de alfarroba e 42 g de dleo de palma
hidrogenado (para 100 g de pasta de alfarroba) era bastante aceitavel para consumo, sendo quase
igualmente facil de espalhar o creme, como os confecionados com chocolate (Aydin & Ozdemir,
2017).

As propriedades cardioprotetoras da alfarroba em produtos alimentares também tem sido alvo de
diversos estudos, sendo que Zunft et al. (2001) desenvolveram diversos alimentos contento uma
preparacdo de polpa deste fruto, em especifico para o tratamento da hipercolesterolemia (colesterol
elevado no sangue). Esta investigacdo teve como objetivo fazer um estudo-piloto, testando esses
produtos em voluntarios com hipercolesterolemia moderada, demonstrando se a ingestao diaria de 15
g de alfarroba incorporada em trés produtos alimentares, nomeadamente cereais de pequeno-almoco,
barras de cereais de fruta e bebida em pd, pode afetar os niveis de colesterol total e colesterol LDL no
sangue. Com isto, os investigadores concluiram que a ingestdo destes alimentos contendo niveis
elevados de fibras alimentares e polifendis produziram uma redugdo altamente significativa e
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clinicamente relevante nos niveis de colesterol total e LDL no sangue. Este efeito foi maximo apos 6
semanas, onde foram observadas reducdes de 7,8% no colesterol total e 12,2% no colesterol LDL,
porém os valores dessa altura eram apenas ligeiramente inferiores aos valores ap6s 4 semanas sendo
que as respetivas diminuicdes foram 7,1% e 10,6%. Além desses resultados, a formulacdo da
preparagéo foi bem aceite pelos consumidores, potenciando uma vez mais o uso da alfarroba na
preparacdo de alimentos funcionais com efeitos benéficos para o tratamento de diversas doencas
(Zunftetal., 2001).

A influéncia de diferentes processos de torra da polpa da alfarroba também tem sido alvo de
diversos estudos. Boublenza et al. (2017) estudaram e compararam o efeito da temperatura nos
parametros fisico-quimicos, atividade antioxidante, composic¢do lipidica e analise sensorial em
amostras de polpa de alfarroba néo torrada e torrada a diferentes temperaturas de torra para obter
produtos diferentes em termos de cor, aroma e sabor. Apo6s a colheita das alfarrobas maduras, estas
foram limpas, misturadas, esmagadas e retiradas as sementes seguindo para o processo de torra num
torrador artesanal a diferentes temperaturas, durante 0 mesmo tempo de processamento (20 min).
Desta forma, as amostras foram sujeitas a quatro condicoes diferentes: CO — néo torrada; C1 — torrada
a 110 °C; C2 — torrada a 130 °C; C3 — torrada a 150 °C. Posteriormente as amostras torradas foram
moidas e preparadas para analise. Com isto, Boublenza et al. (2017) verificaram que os produtos
torrados se tornaram mais escuros e o teor medio de humidade, teor de 6leo e valores de dogura
diminuiram a temperaturas de torra mais elevadas. Por outro lado, o teor total de polifendis e a
atividade antioxidante aumentaram com o aumento da temperatura de torra. Por fim, os autores
também constataram que a amostra C1 foi a mais doce, com mais sabor a caramelo e mais aroma a
cacau e a amostra C3 obteve um sabor mais adstringente, mais aroma a café e aroma torrado
comparativamente aos restantes, concluindo assim que a polpa de alfarroba torrada pode ser usada
como ingrediente alimentar em diferentes tipos de alimentos e também como suplemento dietético
(Boublenza et al., 2017).

Sahin et al. (2009) também investigaram como as condi¢des de torra podem afetar as
caracteristicas quimicas do p6 final de alfarroba. Foram monitorizadas algumas alteracGes quimicas,
tais como teor fenolico total, atividade antioxidante total, indice de escurecimento, absorbancia UV e
pH durante a torra da alfarroba. O processo de torra foi realizado a diferentes combinacdes de tempos
e temperaturas, no qual foram atingidas temperaturas de 135 °C, 150 °C e 165 °C em intervalos de
tempo de aquecimento de 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75, e 90 min, sendo que as amostras torradas
foram posteriormente moidas e passadas através de uma peneira para analise. Os resultados deste
estudo revelaram que enquanto os valores de teor fendlico total, atividade antioxidante total, indice de
escurecimento e absorvancia UV das amostras aumentaram com o aumento da temperatura e tempo de
torra, 0 pH das amostras diminuiu gradualmente. Desta forma, os autores verificaram que tanto a
temperatura como o tempo de torra afetaram fortemente as propriedades quimicas do pé de alfarroba,
no entanto, o tempo de torra foi um fator critico que determinou a qualidade global do produto, uma
vez que as caracteristicas de qualidade do pé de alfarroba mudaram acentuadamente entre 20 e 60 min
de torra a todas as temperaturas testadas, o que indica que as reacgdes induzidas pelo calor aceleram
particularmente durante esse periodo de torra. Por conseguinte, Sahin et al. (2009) concluiram que o
grau 6timo de torra pode ser padronizado neste intervalo de tempo tendo em conta a influéncia da
temperatura de torra (Sahin et al., 2009).

Estes sdo apenas alguns de diversos estudos cientificos que tém explorado o uso da alfarroba e dos
seus subprodutos, nomeadamente a polpa, assim como estudado diversos tipos de processamento para
a aplicagdo em produtos alimentares.
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7

Em resumo, atualmente é cada vez mais importante uma adaptacdo sustentavel do sistema
alimentar, sendo vantajoso e importante recorrer ao aproveitamento de matrizes vegetais ricas em
nutrientes e compostos bioativos para 0 combate a diversas doencas do sistema cardiovascular que
causam a morte a milhdes de individuos todos 0s anos.
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3. Parte Experimental

3.1. Amostras e preparacdo para processamento e anélise

As amostras selecionadas para este trabalho foram a bolota de carvalho-alvarinho (Quercus robur
L.) e a alfarroba (Ceratonia siliqua L.). As bolotas foram recolhidas em meados de outubro/novembro
de 2021 numa floresta privada na regido do Minho e as vagens de alfarroba foram adquiridas a um
vendedor local na regido de Tavira, no Algarve, sendo que ambos os frutos foram adquiridos inteiros.

O pré-tratamento das bolotas foi iniciado pela desidratacdo das mesmas num desidratador
alimentar (Excalibur 9 Tray Dehydrator, Model 4926 T, USA) a 41 °C durante cerca de 72 h, de forma
a evitar a degradagdo de compostos termolabeis, tal como indicado pelo fabricante. Apds esse periodo,
algumas bolotas desidratadas foram lavadas com vinagre para eliminar possiveis fungos presentes,
sendo posteriormente separado o pericarpo e a testa da bolota, resultando apenas na parte edivel
(embrido). Para a realizagdo das andlises foram moidos cerca de 100 a 200 g de amostra hum moinho
(ZM 200, Retsch, Haan, Alemanha) e separou-se as particulas por tamanho com um agitador de
peneiros (AS 200 Basic, Retsch) de 2 mm até se obter um po fino, sendo que as restantes amostras nao
moidas foram congeladas numa arca congeladora a -80 °C.

Relativamente as alfarrobas, as suas vagens foram inicialmente cortadas em pedagos pequenos,
cerca de 0,5-1 cm, de seguida separou-se a polpa da semente e desidratou-se a polpa no desidratador
alimentar a 41 °C durante cerca de 48 h. Para a realizagdo das analises foi usada uma picadora
(Moullinex) para moer as amostras desidratadas até se obter um p6 fino sendo as restantes amostras
ndo moidas congeladas a temperatura ultrabaixa (-80°C).

Para este projeto estabeleceu-se utilizar apenas a polpa da alfarroba uma vez que ¢ a fragdo menos
aproveitada da vagem deste fruto, sendo considerada um subproduto do aproveitamento da semente
que é usada para inimeras outras aplicacdes (Duarte, 2018).

A Figura 8 representa as matrizes durante o seu pré-tratamento e preparacdo para analise.

Desidratacao

Moagem

Figura 8. Pré-tratamento da bolota e da alfarroba.
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3.2. Reagentes

Cloreto de sédio (NaCl), metanol (CHsOH), cloroférmio (CHCIs), n-hexano, e &cido bérico
(HsBO3;) foram obtidos na VWR (Leuven, Bélgica e Gliwice, Polonia). Acetona (CsHgO),
aminometano (Tris-HCI), albumina de soro bovino (BSA), fosfato de potassio monobésico (KH2PO.),
fosfato de potassio dibésico tri-hidratado (K:HPO4+3H,0), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), acido
6- hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), 2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS), glicose mono-hidratada, persulfato de potassio (K20sS2), carbonato de sddio
(Na2COs3), reagente de Folin-Ciocalteu, acido galhico, brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB), nitrito
de sddio (NaNO.), substrato 4-nitrofenil-a-D-glucopiranésido, enzima a-glucosidase, enzima a-
amilase, butilhidroxitolueno (BHT), catequina e (-)-epicatequina foram obtidos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos da Ameérica e Steinheim, Alemanha). Etanol 80% (C.HsOH), acido
cloridrico (HCI) e é&cido sulfurico (H.SO, 98%) foram obtidos da Honeywell (Charlotte, North
Carolina, Estados Unidos da América). Fenol, octanol, cloreto de césio (CsCl) e amido solivel foram
obtidos da Merck (Darmstad, Alemanha). Acido nitrico 65% (HNOs) cloreto de aluminio (AICls),
solucbes-padrdo de sodio (Na), potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg) para absor¢do atomica
foram obtidos da Carlo Erba Reagents (Chau. du Vexin, Val-de-Reuil, Franga). A vanilina foi
adquirida na Fluka (St. Louis, MO, Estados Unidos da América e Steinheim, Alemanha). O kit para a
determinagdo pelo método de Bradford (proteomics grade) foi adquirido na Amresco (Solon, Ohio,
Estados Unidos da América). O catalisador Kjeldahl (com 1,5% CuSQO4-5H,0 e 2% Se) e o hidroxido
de so6dio (NaOH) foram obtidos na Panreac (Barcelona, Espanha).

3.3. Processamento das bebidas funcionais e Analise sensorial preliminar

A preparagdo das bebidas funcionais foi realizada em trés etapas: i) torra das matrizes, ii) moagem
e iii) extracdo com agua a ferver das amostras em po.

Numa fase inicial foram testados varios graus de torra das matrizes em diferentes intervalos de
tempo e temperatura utilizando um forno, de forma a realcar o aroma e obter caracteristicas
organoléticas tdo préximas quanto possivel das do café. Como demonstrado na Tabela 5 foram
efetuados dois processos de torra a bolota — B15 (200 °C por 15 min) e B30 (200 °C por 30 min) e trés
a alfarroba — A10 (150 °C por 10 min), A20 (150 °C por 20 min) e A30 (150 °C por 30 min).

Tabela 5. Diferentes graus de torra estudados para a bolota e alfarroba.

Matrizes Torra das matrizes Tempo (min) Temperatura (°C)
B15 15
Bolota 200
B30 30
Al0 10
Alfarroba A20 20 150
A30 30
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Estas condicdes de torra foram selecionadas com base em alguns estudos realizados anteriormente,
nomeadamente Coelho et al. (2018) que avaliaram diversos graus de torra das bolotas e determinaram
gue as melhores condi¢cdes de torra estudadas variaram a uma temperatura de 180-220 °C e um
intervalo de tempo de 10-25 min. Por outro lado, Boublenza et al. (2017), constatou que a torra da
polpa da alfarroba a 150 °C durante cerca de 20 min era a mais adequada para se obter um aroma
torrado e mais parecido com o café.

Apdbs o processo de torra das matrizes, as amostras foram moidas individualmente num moinho de
café elétrico (SilverCrest, Neckarsulm, Alemanha) até se obter um p6 fino. Nas Figuras 9 e 10 ¢
possivel verificar o aspeto e a cor final das matrizes torradas e moidas, da bolota e da alfarroba

respetivamente.
A) ‘

B)

Figura 9. Torra e p6 obtido das bolotas processadas: A) B15 e B) B30.

A) | .
C) . g

Figura 10. Torra e pd obtido das alfarrobas processadas: A) A10; B) A20 e C) A30.
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De seguida, as amostras em p6 foram sujeitas a uma andlise sensorial preliminar onde foram
realizadas varias extracbes com agua a ferver. Com isto, avaliaram-se as bebidas resultantes da
extracdo de cada amostra individualmente e também se testaram diversas formulacdes de bebidas com
0 objetivo de selecionar as melhores combinacGes que se aproximavam das caracteristicas
organoléticas, como o sabor, cor, aroma e textura de um café expresso.

Nas Tabelas 6 e 7 encontra-se a analise sensorial efetuada as bebidas preparadas da extracdo de
cada amostra individual (Tabela 6) e algumas das formulagdes testadas com diferentes porcdes de
amostra (Tabela 7).

Tabela 6. Testes sensoriais preliminares das bebidas individuais.

Sabor

Cor

Aroma Textura

B15

B30

Al10

A20

A30

Amargo; pouco intenso;
alguma adstringéncia
Bastante amargo; intenso
(semelhante ao café);
alguma adstringéncia
Bastante doce; mais leve;
adstringente

Muito doce; adstringente

Doce; muito adstringente;
intenso

Amarelada; médio-clara

Acastanhada; escura

Acastanhada/avermelhada;
médio-escura

Acastanhada/avermelhada;
médio-escura

Acastanhada/avermelhada;
escura

Pouco intenso  Muito aguado

Intenso;
aroma a café

Menos aguado;
corpo/densidade

Muito
adocicado Aguado
Adocicado Aguado
Adocicado Aguado
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Sabor Cor Aroma Textura
50%B30 +
Al avel; ent Acastanhada; médio- Int :
2506A30 + grada\;(;,;nor.e doce e cas ar:e Sactljj:{:1 médio adr; sirlzcgo e
2506A10 g0,
75%B30 + | Agradavel; amargo; intenso;  Acastanhada; mais Intenso; Menos aguado;
25%A30 adstringente escura amargo corpo/densidade
%A10 + .
S0%A10 Agradavel; doce; Acastanhada/avermel Muito
25%A30 + adstringente hada; escura adocicado AU
25%B30 g !
50% B30 + . . . .
50% A20 Amargo; muito adstringente  Acastanhada; escura  Pouco intenso Aguado
9 +
75% AL0 Muito doce; muito Acastanhada/avermel Intenso;
12,5% A20 + adstringente hada; médio-escura adocicado AGIEED
12,5% B30 g :
50% A10 + .
Pouco agradavel; amargo; Acastanhada; médio- .
25% B30 + agstrin er;te g0, escurél Pouco intenso Aguado
25% B15 g
33% B30 + . . .
Mais amargo que doce; Acastanhada; médio- Pouco intenso;
33% A0 + adstrign gnte | escur:’;l amargo | AGIEED
33% A10 g g
50% B15 + Pouco agradavel; amargo; Acastanhada; médio- . .
. . Al M
50% A30 muito adstringente escura docicado uito aguado

A partir da andlise sensorial preliminar efetuada, foi possivel verificar as diferencas nas
caracteristicas organoléticas entre as matrizes e também entre os seus graus de torra. Nos testes
individuais constatou-se que as bebidas de bolota torrada apresentam um sabor amargo e intenso
(semelhante ao café), com presenca de mais corpo/densidade quando comparado a alfarroba torrada
que apresenta um sabor bastante doce e uma textura mais leve e aguada. Notou-se igualmente que a
bebida B30 apresentou caracteristicas mais agradaveis e semelhantes as de um café amargo do que a
B15, onde o sabor ndo agradou os provadores, 0 que se pode apurar que o tempo de torra ndo foi
suficiente. Por outro lado, observou-se que quanto maior o tempo de torra da alfarroba, menos doce se
torna e maior é a sensacao de adstringéncia.

Apos os testes sensoriais preliminares que foram feitos com diversas formulacGes, selecionaram-
se trés bebidas que pudessem agradar a diferentes gostos pessoais dos consumidores: B1 (50%B30 +
25%A30 + 25%A10) uma bebida nem muito amarga nem muito doce, ideal para quem gosta de café
de torra mais clara; B2 (75%B30 + 25%A30) uma bebida mais amarga, ideal para quem gosta de café
sem agUcar e de torras mais escuras; e B3 (50%A10 + 25%A30 + 25%B30) para quem gosta de um
café mais doce.

A amostra B15 ndo foi selecionada para fazer parte de nenhuma das bebidas escolhidas pois tanto
de forma individual como nas formulacdes verificou-se que a sua extracdo adicionava um sabor
desagradavel as bebidas finais, e a A20 também n&o foi usada para nenhuma das formulacdes finais
por uma questdo de exclusdo de partes, visto que as preferéncias dos provadores as formulactes
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apresentadas ndo incluiam essa amostra. Por esse motivo as duas amostras B15 e A20 foram rejeitadas
e ndo foram caraterizadas.

Os testes sensoriais e a preparacdo das bebidas finais foram realizados utilizando agua mineral
comercial em ebulicéo, filtros de café (n°4), um coador e um recipiente para armazenar a bebida. Na
Figura 11 encontra-se uma demonstragéo dos testes sensoriais realizados.

Figura 11. Demonstracdo dos testes sensoriais preliminares: A) Preparacdo para a extragdo das amostras; e B) Prova das
bebidas teste.

Para a preparacdo das trés bebidas funcionais foi utilizado uma dosagem de extracdo de 10 g de
amostra em p6 por 100 mL de &4gua, a dosagem tipica para um café de filtro. De forma a comparar as
bebidas preparadas neste projeto com bebidas comerciais decidiu-se analisar um café em gréo torrado
e moido de moagem fina e um dos principais substitutos de café, cevada em grdo torrado e moido. O
café (CF) e a cevada (CEV) foram preparados de acordo com a dosagem recomendada nos seus
rotulos, sendo as medidas 7 g de CF e 8 g de CEV para um volume total de 4gua de 100 mL.

Na Figura 12 é possivel verificar as diferentes bebidas extraidas e prontas para analise.

Figura 12. Bebidas preparadas para analise: A — B1 (50%B30 + 25%A30 + 25%A10); B — B2 (75%B30 + 25%A30); C —
B3 (50%A10 + 25%A30 + 25%B30); D — CEV; E - CF.
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3.4. Determinacdo da composi¢ao quimica e nutricional

Para determinar a composicdo quimica e nutricional das matrizes (bolota e alfarroba), das
respetivas torras utilizadas no produto final (B30, A30 e A10) e das bebidas (B1, B2, B3, CF e CEV)
foram determinados: i) humidade e solidos totais; ii) teor de cinzas; iii) lipidos totais; iv) proteinas
totais nas amostras sélidas e proteinas sollveis; v) aglcares totais; vi) fibras insollveis; e vii) minerais.

3.4.1. Humidade e sélidos totais

O teor de humidade e de sélidos totais foram determinados pelo método de secagem em estufa das
amostras solidas e liquidas respetivamente. Foram realizadas secagens repetidas das amostras solidas
(cerca de 2 g) e amostras liquidas (cerca de 50 mL) em cépsulas de porcelana numa estufa (P Selecta,
Barcelona, Spain), a 105 °C, seguido de um arrefecimento num exsicador até atingir a temperatura
ambiente. O processo prolongou-se durante alguns dias e terminou quando se atingiu um peso
constante de amostra, verificado através de pesagens numa balanca analitica (AOAC, 2005). Todas as
andlises foram realizadas em triplicado.

Na Figura 13 encontram-se representados os cadinhos de porcelana contendo as amostras sélidas e
as bebidas preparadas ap6s a secagem na estufa.

“6 e
@eee o

Figura 13. Secagem em estufa: A) Amostras sélidas apos secagem; B) Bebidas apds secagem.

O calculo do teor de humidade, da matéria seca e do teor de sélidos totais foram realizados
conforme a Equacéo 1, Equacéo 2 e Equacdo 3, respetivamente:

Massa amostrapymida(9)—Massa amostragecq(9g)

Humidade (% g/100g) = x 100 Equacéo 1

Massa amostrapymida(9)

Matéria seca (% g/100g) = 100% — Teor de humidade (%) Equacdo 2
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Massa amostragecq(9)

Solidos Totais (% g/100mL) = x 100 Equacéo 3

Volume amostra inicial (mL)

As anélises foram realizadas em triplicado.

3.4.2. Cinzas (matéria inorgéanica)

O teor de cinzas foi determinado pelo método de incineracdo seca numa mufla. Esta técnica de
incineracdo seca refere-se a utilizacdo de um forno que é capaz de manter temperaturas altas, cerca de
500-600 °C, de forma a queimar toda a matéria organica contida nas amostras até se obter cinzas. A
agua e os compostos volateis sdo vaporizados e as substancias organicas sdo queimadas na presenca de
oxigénio para CO; e oxidos de nitrogénio. Desta forma, a maioria dos minerais sdo convertidos em
oxidos, sulfatos, fosfatos, cloretos e silicatos (Nielsen, 2010).

Dado que certos alimentos sdo ricos em minerais especificos, o teor de cinzas torna-se importante
uma vez que é um indicativo do conteudo total de minerais presente em alimentos, permitindo assim
fazer uma analise ao seu valor nutricional.

Para esta determinacdo, as amostras foram identificadas em céapsulas de porcelana e colocadas
para incineragcdo numa mufla (Nabertherm B-180, Lilienthal, Alemanha) a 600 °C durante 6 h. Apds o
término do processo, as amostras foram arrefecidas num exsicador até atingir a temperatura ambiente
e pesadas numa balanca analitica (AOAC, 2005).

Na Figura 14 encontram-se representados os cadinhos de porcelana contendo as amostras sélidas e
as bebidas respetivamente, ap6s 0 processo de incineracdo. Todas as analises foram realizadas em
triplicado.

Figura 14. Incineracdo seca: A) Amostras solidas ap6s incineracao; B) Bebidas apds incineragéo.

Para a determinacdo quantitativa das cinzas totais calculou-se a percentagem de cinzas por meio
da Equacdo 4 e Equacéo 5.

% Teor de matéria seca

Equacao 4
100 quag

Coeficiente matéria seca =
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% Ci Massa (cinzas + cadinho) ap6s incineragdo — Massa cadinho vazio 100 Equacio 5
b Cinzas = — — o X u
Massa amostra inicial X coeficiente matéria seca quag

3.4.3. Lipidos totais

Os lipidos totais das amostras foram extraidos utilizando o método de Folch de acordo com Folch
et al (1957) e Ramalhosa et al (2012), com pequenas alteracGes. Esta técnica é uma extragdo a frio e é
considerada uma das mais fiaveis para a recuperacdo completa de lipidos totais para amostras tanto
solidas como liquidas. O seu principio de funcionamento baseia-se na particdo de lipidos numa
mistura biféasica contendo cloroférmio e metanol: ap6s a adi¢do do cloroférmio (solvente organico), o
metanol rompe as ligagOes de hidrogénio entre lipidos e proteinas.

Para as amostras solidas foram pesados cerca de 1 g de amostra e misturou-se com 20 mL de
liquido Folch (cloroférmio (CHCIls): Metanol (MeOH) (2:1, v/v) + 0,01%BHT) num tubo falcon. Apos
15 min de agitacéo, foi adicionado 0,5 mL de metanol e as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm
durante 10 min. De seguida adicionou-se 1 mL de metanol e a solugéo foi filtrada com papel de filtro
(Whatman) para um novo tubo falcon e com a fragdo sélida do primeiro tubo repete-se a extracao.
Apos a repeticdo da extracdo, foram adicionados 8 mL de solugédo de cloreto de sodio (NaCl 0,73%) e
as amostras foram novamente agitadas e centrifugadas a 2500 rpm durante 15 min, de modo a separar
o sistema bifasico. Com a ajuda de uma pipeta de Pasteur rejeitou-se a fase aquosa superior e
transferiu-se a fase inferior para um tubo rotavapor, previamente pesado, onde se efetuou a evaporacao
dos solventes (CHCls e MeOH) a 45 °C. O tubo com o residuo obtido foi deixado num exsicador por
24 h e posteriormente pesado (Folch, Lees, & Sloane Stanley, 1957).

A fracdo solida das amostras que ficou retida no papel (sem conteudo lipidico), foi mais tarde
colocada a secar numa estufa a 100 °C para ser usada posteriormente na determinagdo de fibras
insoluveis.

No caso das bebidas, foram medidos 25 mL de amostra e adicionado 20 mL de liquido Folch, de
seguida as amostras foram agitadas e centrifugadas a 2500 rpm durante 15 min e descartou-se o
sobrenadante com uma pipeta de Pasteur. Por fim, procedeu-se de igual forma as amostras solidas,
onde a fase remanescente que contém o conteludo lipidico solivel foi transferida para um tubo
rotavapor, de forma a evaporar os solventes.

Na Figura 15 encontra-se uma demonstragdo da filtracdo efetuada e do contetdo lipidico obtido.

Figura 15. Extragdo dos lipidos: A) Filtracao da solucéo contendo amostra; B) Tubo rotavapor com o contetdo lipidico.
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O célculo do teor de lipidos, em base seca, foi realizado conforme a Equacéo 6.

massalipidos

Teor de lipidos (% lipidos/ g amostra) = 100 Equacéo 6

. X
MmassAgmostra X Coef.matéria seca

As anélises foram realizadas em triplicado.

3.4.4. Proteinas
3.4.4.1. Proteinas totais nas amostras solidas

O teor proteico das amostras sélidas (bolota, alfarroba, B30, A30 e A10) foi determinado pelo
método Kjeldahl, através da quantificacdo do azoto total presente nas amostras em estudo. O contetdo
de proteinas nas amostras pode ser determinado com base no teor de azoto utilizando um fator de
conversdo que depende do tipo de amostra analisada. Este método envolve uma abordagem de trés
etapas para a quantificacdo de proteinas: digestéo, destilacdo e titulag&o.

Na primeira etapa da digestdo da amostra, 0 azoto organico é convertido em amoénio (NH4")
(Equacdo 7). Esta digestdo é efetuada a uma temperatura elevada, com acido sulfurico concentrado
(H2S0.), e na presenca de um sal de sulfato para elevar o ponto de ebulicdo e de um catalisador (por
exemplo, cobre, mercurio ou selénio) para acelerar a reacdo (Evers & Hughes, 2002).

Proteina (N) + H,S0, — (NH,),S0, Equacéo 7

Apos arrefecimento, na segunda etapa, a solucdo resultante da digestdo é diluida com é&gua e
neutralizada pela adicdo de hidréxido de sddio (NaOH) que converte 0 amoénio em amdnia (NHs)
(Equacdo 8), que é destilado a vapor e recolhido numa solugédo de acido borico (HsBO3s) em excesso
contendo os indicadores vermelho de metilo e azul de metileno, formando assim o borato de amonio
(H2BO3) (Equacéo 9) (Nielsen, 2010).

(NH,),S0, + 2NaOH — 2NH; + Na,S0, + 2H,0 Equagdo 8

NH; + H3;BO; - NH, + H,BO3 Equacéo 9

Na terceira etapa, o borato de aménio (proporcional & quantidade de azoto) é entdo titulado com
um acido padrdo, normalmente &cido cloridrico (HCI), para estimar o teor total de azoto da amostra,
onde o ponto de equivaléncia é detetado pela mudanca de cor da solucéo verde para rosa acinzentado
(Equacéo 10) (Nielsen, 2010).

H,BO3 + HY - H3B04 Equagcdo 10

Este método consistiu em trés etapas distintas para a quantificacdo de proteinas: digestdo,
destilagéo e titulacdo (AOAC, 2000).
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o Digestdo — As amostras foram previamente pesadas (0,5-1 g) e de seguida digeridas num
digestor de aquecimento DK6 (Velp Scientific, Usmate, Italy) (em cinco tubos digestores +
um branco) juntamente com 12 mL de acido sulfurico 98% (H.SO4) e duas pastilhas de
Kjeldahl (catalisador com 1,5% CuSQO4-5H:0 e 2% Se). A digestdo foi executada em trés
fases, com temperaturas e periodos de tempo distintos: 1°- 180 °C/30 min; 2°- 250 °C/30 min;
3°- 420 °C/120 min.

e Destilagdo — Apods arrefecimento até & temperatura ambiente das amostras digeridas,
adicionou-se cuidadosamente para cada tubo digestor 75 mL de &gua desionizada e preparou-
se seis matrazes com 25 mL de &cido bérico a 2% (HsBOs) juntamente com duas/trés gotas do
indicador vermelho de metilo e azul de metileno. Colocou-se os tubos de digestdo com os
respetivos matrazes numa unidade de destilacdo Keltec System 1002 (Foss Tecator, Hilleroed
Dinamarca) e procedeu-se a destilagdo das amostras com a adi¢éo, por bombada, de 50 mL de
hidroxido de sédio a 40% (NaOH) aos tubos de digestdo para neutralizacdo. Cada amostra
ficou a destilar durante, aproximadamente, 4 min.

e Titulacdo — Nesta etapa procedeu-se a titulacdo da solucéo destilada de cada matraz com uma
solucéo padrdo de &cido cloridrico (HCI) 0,1 M, sendo que o ponto de equivaléncia foi
detetado pela mudanga de cor da solucéo verde para rosa acinzentado.

Na Figura 16 estdo representados os equipamentos de digestdo e de destilacdo utilizados nas duas
primeiras etapas, assim como a demonstracdo do ponto de equivaléncia detetado na etapa da titulacao.

Figura 16. Método Kjeldahl: A) Digestor de aquecimento; B) Unidade de destilacéo; C) Ponto de equivaléncia da titulagéo

Para estimar o teor total de azoto da amostra, em base seca, recorreu-se a seguinte Equacéo 11.

V gasto HCL X |HCI| x 14,007
massa da amostra X Matéria seca

Equacdo 11

% Azoto(base seca) =

Com o valor calculado do teor total de azoto nas amostras, o teor de proteina total foi calculado
multiplicando o azoto orgénico por um fator de conversdo (5,30 para a bolota e 6,25 para a alfarroba
*), como demonstrado na Equacédo 12 (Greenfield & Southgate, 2003).
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% Proteina = % Azoto X fator de conversio x
Equacéo 12

As anélises foram realizadas em duplicado.

*Nota: Os fatores de conversdo escolhidos basearam-se numa tabela de conversdo de valores,

onde foi escolhido a categoria ’noz - outros’® para a bolota e a de ‘’feijao’’ para a alfarroba
(Greenfield & Southgate, 2003).

3.4.4.2. Proteinas solUveis totais

As proteinas sollveis totais presentes em todas as amostras a analisar foram determinadas pelo
método de Bradford. Este método é amplamente utilizado em anélises bioquimicas para quantificacdo
de proteinas e baseia-se na interagdo entre o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) e as
proteinas, especificamente com aminoacidos aromaticos e basicos. A ligagdo do corante a proteina
provoca uma mudanca na absorcdo maxima do corante de 465 para 595 nm, e é o aumento da
absorcdo a 595 nm que é monitorizado (Bradford, 1976).

A extracdo das proteinas das amostras solidas foi realizada de acordo com Ferreras et al. (2021)
com pequenas alteraces. Cerca de 5 g de amostra foi misturada com 20 mL de tampao (0,125M tris-
HCI [pH 7,4] com 50 mM NaCl) e extraida durante a noite com agitagdo constante. De seguida a
mistura resultante foi centrifugada numa centrifuga (Megafuge™ 16 Centrifuge Series da
ThermoFisher Scientific) durante 30 min a 4 °C a 8000xg e apds a separacdo das camadas, O
sobrenadante (fracdo que contém o extrato de proteina soluvel) foi recolhido e armazenado num
frigorifico e o residuo descartado (Ferreras et al., 2021). Para as bebidas ndo foi necessario efetuar
qualquer extracdo, sendo que as amostras liquidas seguiram diretamente para determinacdo apos
centrifugacao.

De seguida, efetuou-se a determinacdo das proteinas sollveis através do método de Bradford
adaptado para um procedimento de microplaca de 96 pocos, como esquematizado na Figura 17. Usou-
se uma proporc¢do de 1:10 entre padrdo/amostra/branco e o reagente de Bradford, usando 20 pL + 200
pL de cada um, respetivamente (Bradford, 1976), sendo o branco constituido por cloreto de sodio
(NaCl 99,9%). Foram realizadas as dilui¢des necessarias as amostras com agua ultrapura e todas as
andlises foram feitas em triplicado e medidas num leitor de microplacas por UV-Vis (Synergy HTX
Multi-Mode Reader) utilizando o software Gen5 2.0 a 595nm.
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Figura 17. Representacao esquematica das microplacas utilizadas para a determinagdo das proteinas soltveis. Legenda:
Linha A — brancos; Linhas B e C — padrdes (do menos concentrado ao mais concentrado); e Linhas D-H — amostras (menos
concentradas (coluna 1) até as mais concentradas (coluna 12).

Para a quantificacdo das proteinas sollveis, preparou-se uma curva de calibragdo ajustada por
regressao linear (Anexo A), utilizando uma solucdo de BSA (albumina de soro bovino) 0,5 mg/ mL
(do kit Bradford) como proteina padrdo. Foram realizadas oito concentraces de padrédo entre 0 e 0,5
mg / mL.

3.4.5. Extracdo de Compostos bioativos (compostos fendlicos, agUcares totais e taninos)

Para a determinagdo de alguns pardmetros como os acucares totais, teor de fenolicos totais (TPC),
teor de flavonoides totais (TFC), taninos condensados e também para a andlise da bioatividade, foi
realizada uma extragdo dos respetivos compostos bioativos a partir das amostras solidas.

Como primeiro passo foi necessario extrair as gorduras das amostras solidas: pesou-se cercade 1 ¢
de amostra e dissolveu-se em 20 mL de n-hexano (CeHi4), de seguida homogeneizou-se a solugédo
através de agitacdo num vortex por 2/3 min e por ultrassons durante 10 min, seguindo-se uma
centrifugacdo a 9000 rpm durante 10 min. Apdés a separagdo das fases, descartou-se o sobrenadante e
manteve-se o residuo resultante (sem gordura).

Para a extracdo dos compostos bioativos de interesse procedeu-se a extracdo do residuo obtido
com uma solucéo de etanol (C.HsOH 80%), como previamente relatado por Soares et al. (2021) para a
extracdo dos acUcares totais, e para a extragdo de compostos fendlicos e por Si et al. (2012) para a
extracdo de taninos. Foi adicionado ao residuo (sem gordura) 20 mL de uma solucdo etandlica
(C2HsOH 80%), e apds nova agitacdo no vortex durante 1 min, a solucdo foi colocada em banho-maria
a 80 °C com agitacdo constante durante 15 min e por fim centrifugada a 9000 rpm durante 20 min. O
sobrenadante obtido foi posteriormente utilizado para a determinacdo dos parametros ja referidos
anteriormente.

No caso das bebidas ndo foi necessario efetuar qualquer extracdo, sendo que foram analisadas
diretamente apds preparacdo.
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3.4.6. Acucares totais

O teor de acUcares totais foi determinado segundo o método fenol-sulfurico, de acordo com
Masuko et al. (2005). Este método fundamenta-se no facto de que os agucares simples ou complexos,
e seus derivados, quando tratados com fenol e &cido sulfdrico concentrado, originam compostos de
coloracdo amarelo-alaranjado, mantendo esta coloracdo estavel. Quanto maior a intensidade da cor,
maior a concentracdo de agucares, podendo esta concentracdo ser determinada por espectrofotometria,
apos a reacdo (Dubois et al., 1956).

A partir das solucBes obtidas da extracdo dos compostos bioativos (se¢do anterior) e das bebidas,
realizaram-se diluigdes usando etanol (C.HsOH 80%). Em cada eppendorf foi adicionado 100 pL
padrdo/amostra/branco, sendo o branco, agua ultrapura, + 500 pL de &cido sulfurico (H2SO4 98%) +
100 pL de solucdo de fenol concentrado a 20% e para os brancos das amostras 100 pL de cada
amostra diluida + 600 pL de agua ultrapura. Apés um tempo de incubagdo de 30 min & temperatura
ambiente, foi feita a leitura dos resultados num leitor de microplacas (200 pL de cada solugdo em
triplicado) por espectrofotometria de absor¢do molecular no UV-Vis a um comprimento de onda de
490 nm. Na Figura 18 esta representado o esquema de aplicagdo das respetivas amostras a analisar na
microplaca.
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Figura 18. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para a determinacao dos agucares totais. Legenda: Linha
A — brancos; Linhas B-D — padr&es (do menos concentrado ao mais concentrado); Linha E — Brancos das amostras; Linhas
F-H — amostras menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas (coluna 12).

Para a determinagdo do teor de acUcares totais, preparou-se uma curva de calibracdo, ajustada por
regressdo linear, utilizando uma solugdo padrdo de glicose mono-hidratada 1mg/ mL, como
demonstrado no Anexo B.

3.4.7. Fibras insolUveis

Para a determinacdo das fibras insollveis usou-se 0 método do detergente acido segundo Soest
(1963), utilizando os extratos das amostras solidas previamente desengordurados e secos (numa estufa
a 100 °C) que ficaram retidos no papel de filtro apds a extracdo dos lipidos totais. Relativamente as
bebidas, foram colocados a secar cerca de 25 mL de amostra numa estufa a 100 °C durante 24 h de
forma a obter um extrato solido.
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A digestdo das amostras para quantificar as fibras insoltveis foi efetuada através de uma digestdo
a quente em refluxo utilizando um condensador de ar: num baldo de destilagdo dissolveu-se cerca de
25 mL de uma solu¢do CTAB em H,SO, 0,5 M com cerca de 0,5 g de amostra e adicionou-se cerca de
duas gotas de octanol (um agente anti espuma para evitar a producdo excessiva de bolhas durante a
reacdo). De seguida procedeu-se a extragdo durante 1 h com uma manta de aquecimento como fonte
de calor e um condensador de ar devidamente encaixado no baldo, como é possivel ver na Figura 19.

Figura 19. Extracdo a quente em refluxo das fibras insolGveis.

Apobs a digestdo, o residuo obtido foi filtrado com papel de filtro previamente pesado para um
matraz e lavado duas vezes com agua ultrapura a ferver e de seguida com acetona até deixar de sair
uma solucdo com cor, quebrando todos os aglomerados de modo que o solvente entre em contacto
com todas as particulas de fibra. Por fim, secou-se o filtro numa estufa a 100 °C durante 30 min e
deixou-se arrefecer num exsicador até peso constante (Soest, 1963).

As andlises efetuadas foram realizadas em triplicado e a percentagem de fibra insolGvel nas

MAasSAgipras

Teor de fibras (% g fibras/ g amostra) = x 100 Equacéo 13

massQgumostra X Coef.matéria seca

amostras, em base seca, foi calculada conforme a Equagéo 13.

3.4.8. Minerais (Ca, K, Mg e Na)

Os minerais Célcio (Ca), Potassio (K), Magnésio (Mg) e Sodio (Na) foram determinados por
absorcdo atomica com atomizagdo por chama num espectrometro de absor¢do atomica de chama de
alta resolucdo com fonte continua (ContrAA® 700, Analytikjena, Jena, Alemanha) de acordo com
Soares et al. (2020). O contetdo mineral foi analisado apds adigdo cerca de 1 mL de &cido nitrico
(HNOs) as cinzas das amostras, e transferiu-se a solugdo resultante para um baldo volumétrico de 50
mL completo com agua ultrapura.

Para a determinacdo destes macronutrientes no espectrOmetro, amostras e padrdes foram
preparados com solucdo 1% em HNO;s; com 0,1% CsCl como tampéo de ionizacdo para K, Mg e Na,
enquanto a solucdo para o Ca foi preparada com 1% CsCl. Neste sentido, foram tragadas curvas de
calibracéo pela leitura de solucdes padréo, a partir de uma solugcdo mée de 10 mg / L de cada mineral
como representado no Anexo C. Todas as analises foram realizadas em triplicado e o comprimento de
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onda do espectrometro foi fixado em 422,7 nm para Ca, 589,6 nm para Na, 766,5 nm para K e 285,2
nm para Mg.

Além da determinacdo da concentracdo destes minerais, foi também calculado o racio Na/K e o
racio Ca/Mg, assim como o teor de sal para todas as amostras segundo o Regulamento (EU) n.o
1169/2011 de 25 de outubro de 2011 pela seguinte equacdo 14.

Teor de Sal (% g/100 g) = Na (%) x 2,5 Equacéo 14

3.4.9. Valor energético

Para a determinacdo do valor energético das bebidas produzidas, foi seguido o disposto no
regulamento (EU) n.o 1169/2011 de 25 de outubro de 2011 relativo a prestacdo de informacdo aos
consumidores sobre os géneros alimenticios, pela Equacéao 15.

(s Kcal ) kcal ,
Valor energético (ﬁ) = Hidratos de carbono (L) X 4 <= 4 Proteinas (L) X 4
100 g 100g. g 100g.

kcal o g kcal

? + LlpldOS (T()g) X 9 ?
Equacéo 15

3.5. Avaliacéo da atividade antioxidante

De forma a avaliar a capacidade antioxidante das matrizes (bolota e alfarroba), das respetivas
torras utilizadas no produto final (B30, A30 e A10) e das bebidas (B1, B2, B3, CF e CEV) foram
analisados: i) Compostos fendlicos dos quais — teor de fendlicos totais (TPC), teor de flavonoides
totais (TFC) e taninos condensados; ii) pH e produtos da reacdo de Maillard; e iii) Quantificagdo da
atividade antioxidante pelos métodos de sequestro dos radicais ABTS™ e DPPH".

3.5.1. Compostos fenolicos

Para as seguintes analises, foram utilizadas as solugdes obtidas da extracdo de compostos
fendlicos nas amostras sélidas, referido na seccéo 3.4.5, e as bebidas preparadas.

3.5.1.1. Teor de fendlicos totais (TPC)

O contetdo fendlico total (TPC) das amostras foi medido através de um ensaio colorimétrico
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Este é um método espectrofotométrico que avalia, em meio
alcalino, a quantidade total de compostos presentes nos extratos com capacidade redutora, através da
formac&o de um complexo azul estavel no final da reacdo. Este complexo corado tem uma absorvancia
maxima na regido de 765 nm, sendo esta proporcional a quantidade total de compostos fendlicos ou
redutores originalmente presentes (Ahmed & Igbal, 2018).

Esta andlise foi realizada de acordo com Barroso et al. (2016) numa microplaca de 96 pogos, nos
quais foi adicionado 25 uL de padrdo/amostra/branco + 75 pL de agua ultrapura e 25 pL do reagente
de Folin-Ciocalteu (mistura de reagente Folin-Ciocalteu com &gua 1:1) em todos 0s pogos, sendo o
branco constituido por agua ultrapura. Apés um repouso de 6 min ao abrigo da luz adicionou-se 100
uL de carbonato de sddio (Na2COs) e deixou-se repousar novamente durante 90 min ao abrigo da luz.
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No final desse periodo, os resultados foram lidos num leitor de microplacas a 765 nm. Na Figura 20
encontra-se uma representacdo do esquema da microplaca usada para esta determinagé&o.
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Figura 20. Representacdo esquematica das microplacas usadas para a determinacdo do TPC. Legenda: Linha A — brancos;
Linha B e C — padr@es (do menos concentrado ao mais concentrado); Linha D-H —amostras menos concentradas (coluna 1)
até as mais concentradas (coluna 12).

A quantificacdo do teor de fenolicos totais foi realizada num leitor de microplacas por UV-Vis,
usando uma solucdo de &cido galhico como padrdo com uma concentracdo de 200 mg / L, guardada ao
abrigo da luz. A partir dessa solucdo foram preparadas sete concentra¢fes de padréo entre 0 e 200 mg /
L, com &gua ultrapura e foi construido uma curva de calibragdo como apresentado no Anexo E.1. As
analises foram efetuadas em triplicado e os resultados obtidos foram expressos em equivalentes de
acido galhico (mg EAG/g extrato seco).

3.5.1.2. Teor de flavonoides totais (TFC)

O teor de flavonoides totais (TFC) nas amostras foi determinado por um ensaio colorimétrico com
o cloreto de aluminio (AICIs). Esta técnica baseia-se na formagdo de um complexo estavel derivado da
reacdo de complexacéo entre o ido de aluminio (AI**) com as moléculas de flavonoides da amostra,
produzindo uma coloracdo cor-de-rosa, lida a 510 nm, cuja intensidade é proporcional a concentragdo
de flavonoide presente na amostra (Ahmed & Igbal, 2018).

Os compostos flavonoides totais foram determinados conforme a metodologia descrita por Soares
et al. (2021). Numa microplaca de 96 pocos foi adicionado 25 pL de padrdo/amostra/branco + 100 uL
de agua ultrapura e 10 pL de nitrito de sddio (NaNO, 5%) em todos os pocos, sendo 0 branco
constituido por &gua ultrapura, e para os brancos das amostras 25 pL de cada amostra diluida + 175
pL de agua ultrapura. Ap6s 5 min em repouso e ao abrigo da luz adicionou-se 15 pL de AICI;
(100g/L), depois repousou-se novamente a microplaca durante 6 min e por fim adicionou-se 50 pL de
NaOH (1M). Por ultimo, a microplaca foi incubada em agitacdo suave durante 10 min e os resultados
lidos num leitor de microplacas a 510 nm.

Na Figura 21 encontra-se uma representacdo esquematica da microplaca de 96 pocos usada para
este ensaio.
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Figura 21. Representacao esquematica das microplacas usadas para a determinacao do TFC. Legenda: Linha A — brancos;
Linha B e C — padrfes (do menos concentrado ao mais concentrado); Linha D — brancos das amostras; Linhas E-H —
amostras menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas (coluna 12).

A quantificagdo do teor de flavonoides totais foi realizada num leitor de microplacas por UV-Vis,
usando como padrdo uma solucdo de epicatequina com uma concentragdo de 300 mg/L. Foram
preparadas sete concentragdes padréo entre 0 a 300 mg/ L, com agua ultrapura e foi construido uma
curva de calibracdo (Anexo E.2). As andlises foram lidas em triplicado e os resultados obtidos foram
expressos em equivalentes de epicatequina (mg EEC/g extrato seco).

3.5.1.3. Taninos condensados

A determinacéo dos taninos condensados foi efetuada através do método descrito por Herald et al.
(2014), com algumas modifica¢des. Para esta analise, as amostras foram diluidas com &gua ultrapura e
misturadas com vanilina dissolvida em H,SO.. Na Figura 22 encontra-se uma representacdo das
microplacas de 96 pogos usadas, sendo que a cada pogo da microplaca foi adicionado 200 pL de
etanol (C;HsOH 99,9%) para o branco, 80 uL de padrdo/amostra + 40 pL de etanol + 80 L de
reagente de vanilina (1% vanilina + &cido sulfurico (H.SO4 70%)) e para os brancos das amostras 80
ML de cada amostra diluida + 120 pL de etanol. Apés um periodo de incubacdo de 30 min a
temperatura ambiente efetuou-se a leitura dos resultados no leitor de microplacas por UV-Vis a 500
nm.
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Figura 22. Representacdo esquematica das microplacas usadas para a determinacdo dos taninos condensados. Legenda:
Linha A — brancos; Linha B e C — padrdes (do menos concentrado ao mais concentrado); Linha D — brancos das amostras;
Linhas E-H — amostras menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas (coluna 12).

Todas as analises efetuadas foram realizadas em triplicado e para a construgdo da curva de
calibragdo foram preparadas diversas concentracfes a partir de uma solucdo padréo de catequina 100
mg/ L, como representado no Anexo D.

3.5.2. pH e Produtos da reagédo de Maillard

Para efetuar a medicdo do pH e também a andlise dos produtos da reacdo de Maillard que ocorre
durante a torra das amostras solidas, preparou-se uma solu¢do aquosa de cada amostra torrada de
forma a potenciar a extracdo dos compostos de Maillard e o aparecimento de cor. Inicialmente, diluiu-
se cerca de 1g de cada amostra em 20 mL de agua ultrapura, agitou-se a mistura num vortex e
colocou-se num frigorifico (cerca de 4 °C) durante dois dias para uma melhor dissolugdo (Budryn et al,
2009). Apos esse periodo, transferiu-se a mistura para um banho-maria a 80 °C durante 15 min, agitou-
se novamente e centrifugou-se a 9000 rpm durante 20 min, de modo a separar os residuos solidos da
solucdo. O sobrenadante obtido foi assim utilizado para a realizagdo de ambas as anélises (Figura 23).

Figura 23. Solucbes preparadas das amostras solidas para medigéo de pH e para a determinacéo dos produtos da reagdo de
Maillard: A — Bolota; B — Alfarroba; C — A10; D — A30; E — B30.

Os valores de pH foram medidos, em triplicado, com um medidor de pH (pH-meter Model Crison
micro pH 2000, Barcelona, Espanha), mergulhando o elétrodo diretamente nas solucBes preparadas e
nas amostras liquidas.
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Relativamente aos produtos formados na reacdo de Maillard, foi efetuada uma andlise dos
mesmos num leitor de microplacas conforme descrito por Soares et al. (2021). O indice de
acastanhamento (Br, do inglés Browning Index), uma medida que avalia em termos visuais o nivel de
escurecimento das amostras, foi medido a 294, 360, e 420 nm e o composto hidroximetilfurfural a 280
nm. As analises foram realizadas em duplicado e quando necessario, as amostras foram diluidas de
forma a obter um valor de absorvancia inferior a 1,5. Os resultados foram expressos em unidades de
absorvancia (AU).

A formacdo dos produtos de glicacdo avancada (AGEs, do inglés Advanced Glycation
Endproducts) foi estimada medindo a fluorescéncia a um comprimento de onda de excitacdo de 360 +
40 nm e um comprimento de onda de emissdo de 460 + 40 nm. Os resultados foram expressos em
unidades de fluorescéncia (FU).

A leitura dos resultados foi realizada numa microplaca de 96 pocos, na qual se aplicou 220 UL de
agua ultrapura nos brancos e 220 pL de uma série de diluigdes de cada amostra, em duplicado,
conforme representado no esquema da Figura 24.
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Figura 24. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para a determinacdo dos produtos da reacdo de Maillard.
Legenda: Linha A — brancos (H20 ultrapura); Linhas B e H — amostras (menos concentradas (coluna 1) até as mais
concentradas (coluna 12).

Os parametros de cor de amarelo a castanho-amarelado foram calculados como reportado por
Soares et al. (2021). Estes parametros foram utilizados para obter valores de X, Y e Z, de acordo com
as Equages 16, 17 e 18, onde Tezs, Tags, Tass € Tsso S80 0S valores da transmitancia a 625, 495, 445 e
550 nm respetivamente, medidos num leitor de microplacas.
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X =Tgys X 042 + Tsgg X 0.35 + Tyus X 0.21 Equacéo 16
Y =Tgs X 0.2 4+ Tsgp X 0.63 + Tyyus X 0.17 Equagéo 17
Z = Tyo5 X 0.24 + Tyus X 0.94 Equacéo 18

O Br foi calculado de acordo com a Equagdo 19.

x—0.31
( ), onde x =
0.172 X+Y+Z

Br =100 x

Equacéo 19

Todas as leituras efetuadas foram realizadas em duplicado.

3.5.3. Método de sequestro de DPPH"

A captacdo ou sequestro de radicais € o principal mecanismo de acdo dos antioxidantes nos
alimentos. Existem diversas técnicas utilizadas para detetar a presenga de compostos antioxidantes em
gue os radicais mais usados sdo o DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e o ABTS™ (2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-acidosulfonico).

No método DPPH, a capacidade de redugdo dos antioxidantes em relacdo ao radical pode ser
avaliada através da monitorizacdo da diminuig¢do da sua absorvancia a 517 nm. Quando uma solugéo
de DPPH é misturada com um composto antioxidante, ocorre uma reacdo de oxirreducdo, onde o
antioxidante fornece um &tomo de hidrogénio ao eletrdo desemparelhado do radical DPPH:,
propiciando assim uma mudanca de coloragdo na solucéo, de violeta para amarelo-claro (Xiao et al.,
2020).

Para a realizacdo deste método foi preparado o reagente DPPH" de concentracdo 0,1 mmol/L em
etanol, mantendo-se sempre a solugéo abrigada da luz. O ensaio foi realizado numa microplaca de 96
pocos, nos quais foram adicionados 25 pL de padrdo/amostra + 200 L de DPPH" e 225 uL de DPPH*
no controlo negativo. A mistura, vigorosamente agitada, foi incubada durante 30 min no escuro (até
valores de absorcéo estaveis) e posteriormente lida a 517 nm num leitor de microplacas.

Os resultados obtidos foram equiparados a um antioxidante sintético, o Trolox, usado como
solucgdo padrdo para a realizacdo da curva de calibragéo apresentada no Anexo F.1. Desta forma foram
preparados padrfes entre 10 e 100 mg/ mL com &gua ultrapura, a partir de uma concentra¢do de 100
mg/ L de Trolox em solugdo etandlica.

Na Figura 25 estd representado um esquema dos ensaios efetuados nas microplacas, onde é
possivel observar que durante a reacdo, a intensidade da cor diminui com o aumento das concentragdes
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do Trolox e das amostras, ou seja, quanto maior for a quantidade de radicais livres reduzidos pelo
antioxidante presente nas solu¢6es, menor € a absorvancia medida.

Controlo
negativo

Amostras

-

I OTMTMmMOOW>»

000000000000
000000000000
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Q0000000000
Q00000000000
Q@000 0OOOO0O
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S/

—

- Concentrado + Concentrado

Figura 25. Representagdo esquematica das microplacas utilizadas para o método DPPH. Legenda: Linha A — Controlo
negativo (ndo tem amostra); Linhas B e C — padrdes (do menos concentrado ao mais concentrado); Linhas D-H — amostras
(menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas (coluna 12).

As analises foram realizadas em triplicado e o0s resultados obtidos foram expressos em
equivalentes de Trolox (mg ET/ g extrato seco) e em termos de 1Cso (concentracdo que inibe 50 % do
radical), sendo que a percentagem de sequestro do radical DPPH-* foi calculada através da Equagéo 20.

% Inibicao captagao do radical =

Abs do controlo — Abs do padrao/amostra

Abs do controlo

3.5.4. Método de sequestro de ABTS**

x 100

Equacéo 20

O método ABTS, baseia-se na capacidade dos compostos antioxidantes em capturar o radical
ABTS™, quando colocados em contacto com 0 mesmo, provocando uma diminui¢do na absorvancia,
gue pode ser lida a 734 nm. A adicdo de substancias com poder antioxidante ao radical ABTS™
provoca deste modo uma alteracéo estrutural que se traduz na descoloragdo da solucdo original azul-
esverdeada (Xiao et al., 2020).

Para a realizacdo deste método foi necessario preparar uma mistura de uma solugdo aquosa de
ABTS™ de concentragdo 7 mM com uma solu¢do aquosa de persulfato de potéssio (K20sS;) a 2,45
mM, tendo sido posteriormente armazenada & temperatura ambiente, protegida da luz, durante 16 h até
a sua utilizacdo. Apds esse periodo, foi preparada uma solucdo de ABTS™ diluida, com valores de
absorvancia compreendidos entre 0,680 — 0,720 nm, sendo posteriormente usada na execucdo do

ensaio.

Numa microplaca de 96 pocos foi adicionado 200 pL de etanol para o branco, 20 pL de
padrdo/amostra + 180 L de ABTS™ e para os brancos das amostras 20 L de amostra diluida + 180
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pL de agua ultrapura. Apds um periodo de incubacdo de 6 min ao abrigo da luz, os resultados foram
lidos a 734 nm num leitor de microplacas.

Tal como no método do DPPH, foi utilizado o Trolox como padrdo para este ensaio com uma
concentracdo de 100 mg/ L, efetuando-se uma curva de calibracdo com diversos padrdes entre 0,005 e
0,1 mg/ mL (Anexo F.2). O esquema dos ensaios efetuados nas microplacas esta representado na
Figura 26, onde se verifica que quanto maior for a concentragdo de antioxidantes presente nas
solucgdes, menor é a absorvancia medida e vai-se perdendo a cor azul-esverdeada do ABTS.

Brancos —p

} Padrdes

Brancos das

amostras

Amostras

I OTTMmMoOoO®W>»

@000000
Q00000000000

- Concentrado + Concentrado

Figura 26. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para o método ABTS. Legenda: Linha A — Brancos;
Linhas B e C — padrfes (do menos concentrado ao mais concentrado); Linha D — brancos das amostras; Linhas E-H —
amostras (menos concentradas (coluna 1) até as mais concentradas (coluna 12).

Todas as analises foram efetuadas em triplicado e os resultados obtidos foram expressos em
equivalentes de Trolox (mg ET/ g extrato seco) e em termos de ICso, calculado através da Equagédo 20.

3.6. Analise da bioatividade

A atividade inibitoria enzimatica dos extratos das amostras solidas e das bebidas foi avaliada
usando as enzimas o-glucosidase e o-amilase através de ensaios enzimaticos monitorizados por
espectrofotometria de absor¢do molecular no UV-Vis. Estas enzimas sdo fundamentais na digestdo dos
hidratos de carbono, sendo que tem sido cada vez mais procurados compostos naturais que inibam a
acdo destas enzimas, tornando-se importantes no tratamento da diabetes.

3.6.1. Ensaios de inibiciao da a-Glucosidase

A atividade inibitoria da enzima a-glucosidase pode ser avaliada por um ensaio colorimétrico que
determina a atividade enzimatica da enzima e o efeito dos inibidores sobre a mesma. O seu principio
baseia-se na degradacdo do substrato 4-nitrofenil-a-D-glucopiranésido pela a-glucosidase formando p-
nitrofenol, um composto amarelo que é libertado em conjunto com uma molécula de glucose conforme
demonstrado na Figura 27 (Eertmans et al., 2014).
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p-nitrofenol a-D-glucose
(amarelo)

Figura 27. Reacdo de conversdo de 4-nitrofenil-a-D-glucopiranésido em p-nitrofenol e glucose. Adaptado de Louro (2014).

O ensaio de inibicdo da a-glucosidase foi realizado adaptando o método descrito por Vinholes et
al. (2011) e por Lordan et al. (2013), com algumas modificagdes. Foram preparadas diversas solucdes,
nomeadamente uma solucdo tampéo de fosfato de potassio de 10 mM (K:HPO4/KH,PO4, pH 7), uma
solucdo de substrato 2,5 mM (4-nitrofenil-a-D-glucopiranésido), uma solugdo de enzima o-
glucosidase 0,35 U/ mL e uma solucdo de acarbose (controlo positivo) de 12 mg/ mL, todas diluidas
em tampdo. Efetuaram-se também diluicdes em série da acarbose e dos extratos preparados das
amostras, sendo que foram testadas concentragGes no pogo que variaram entre 2 e 0,0313 mg/ mL para
as amostras de alfarroba, A30, A10, CF e CEV, entre 1 e 0,0156 mg/ mL para as bebidas B1, B2, B3 e
0,0625 e 0,00391 mg /mL para a bolota e B30.

O ensaio realizou-se a condigdes especificas de temperatura a 37 °C e a mistura da rea¢do nas
microplacas foi executada como demonstrado na Figura 28, onde e se adicionou 50 L de amostra nas
linhas A a G e 50 pL na linha H (controlo negativo). Posteriormente, foi adicionado 130 uL de tampé&o
+ 100 pL de substrato em todos os pogos e 20 pL de enzima em todos menos nas colunas 4,8 e 12,
sendo substituido por 20 pL de tampéo (brancos das amostras e do controlo negativo).

r Brancos dis amostras —l
8000OOOOOO + Congerad

00000000000 OGN Nt
000000000000

J \ A\ ]
Y Y Y
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Controlo negativo ——p

Figura 28. Representacdo esquematica das microplacas utilizadas para os ensaios de inibi¢do da a-glucosidase. Legenda:
Linha H — controlo negativo (sem amostra); Linhas A-G —amostra em triplicado (mais concentradas (linha A) até a menos
concentradas (linha G).
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A absorvancia foi lida a 405 nm durante 10 min (de 2 em 2 min) a 37 °C e mantida a absorvéancia
do controlo negativo por volta de 0,07. Os resultados do estudo da cinética da atividade enzimética da
enzima foram calculados segundo a Equacdo 21 e a concentracdo de extrato necessario para inibir
50% da atividade da enzima (ICso) foi obtida utilizando o programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, Inc., S8o Diego, Califérnia, Estados Unidos da Ameérica). Foram realizados ensaios em
triplicado e os valores de ICs calculados, utilizando cinco a sete concentracdes para cada amostra.

o Declive do controlo negativo — Declive amostra .
% Atividade = Declive do controlo negativo * 100 Equagdo 21

3.6.2. Ensaios de inibicido da a-Amilase

A atividade da a-amilase é medida utilizando um método colorimétrico com um agente colorante
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) de cor amarela. Neste método, a enzima converte o0 amido (substrato)
em maltose que € posteriormente misturada com uma solugdo de DNS, causando a mudanca de cor
deste de amarelo para um vermelho-alaranjado. Neste sentido, ocorre uma reacdo de oxirreducdo,
catalisada pelo calor, entre a maltose e 0 DNS, onde os grupos aldeidos ou cetonas livres do agucar
redutor (maltose) permitem a molécula reduzir o reagente DNS, formando no fim da reacdo acido 3-
amino-5-nitrosalicilico (vermelho-alaranjado). O esquema desta reagdo estd demonstrado na Figura
29.

CH,0H CH,OH CH,0H
0, 0, 0,
OH OH OH
OH 8} O { OH
OH OH OH
Amido
a-amilase
O, OH
CH;0H CH,0H OO
o) o) OH OH
OH OH + _—>
o] = 0
OH OH O:N NO, T=100°C O,N NH,
OH OH
Acido 3-amino-5-nitrosalicilico
Maltose DNS
(amarelo)

(vermelho-alaranjado)

Figura 29. Esquema da reacdo da conversdo do amido em maltose e reducdo do DNS. Adaptado de Dangkulwanich et al.
(2018)

Para a avaliagdo da acdo inibitoria das amostras foi realizado um ensaio enzimatico acoplado para
a detecdo colorimétrica da atividade de uma enzima a-amilase (enzima pancreética de porco) sobre 0s
extratos preparados, adaptado do método previamente descrito por Lordan et al. (2013). Com isto, foi
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preparada uma solucéo tampéo de fosfato de sédio 20 mM (NasPQOs, pH 6,9), uma solucdo de amido a
1%, uma solucdo de reagente de cor com DNS, uma solugdo de enzima a-amilase 0,5 mg/ mL e uma
solucdo de acarbose de 25 mg/ mL, como controlo positivo. Foram realizadas dilui¢cbes em série tanto
da acarbose como dos extratos preparados das amostras, sendo que foram testadas ao todo cinco
concentracdes no pogo entre intervalos de 1 a 0,0625 mg/ mL.

O ensaio foi executado em duas etapas, a primeira consistiu na mistura dos reagentes em tubos de
vidro, de forma a facilitar o procedimento de fervura, e a segunda em transferir as solugdes para uma
microplaca de 96 pogos para posterior leitura das absorvancias. Na primeira etapa, foi adicionado aos
tubos de vidro 100 pL de extrato (ou tampéo, no caso do controlo negativo) + 100 pL de amido,
deixou-se reagir durante 10 min a temperatura ambiente e de seguida adicionou-se 100 pL de solugédo
de enzima (ou 100 pL de tampéo, no caso dos brancos da amostra e do branco do controlo) e deixou-
se reagir novamente esta mistura por 10 min a temperatura ambiente. Passado esse periodo adicionou-
se 200 pL do reagente colorante com DNS em todos os tubos e levou-se & fervura (100 °C) num
banho-maria durante 5 min. Apds arrefecimento das solugdes contidas nos tubos, procedeu-se ao
preenchimento da microplaca com 50 pL de cada amostra + 200 pL de &gua ultrapura e efetuou-se a
leitura a 540 nm num leitor de microplacas, sendo a absorvancia ideal do controlo negativo entre 0,8-
1,3.

Na Figura 30 encontra-se uma representacdo do esquema das microplacas efetuadas para este
ensaio.
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Figura 30. Representag¢do esquemdtica das microplacas utilizadas para os ensaios de inibi¢do da o-amilase. Legenda:
Linha H — controlo negativo (sem amostra); Linhas A-G — amostra em triplicado (mais concentradas (linha A) até a menos
concentradas (linha G).

Todas as analises foram realizadas em triplicado e através das absorvancias medidas foi calculada
a atividade da enzima, de acordo com a Equacdo 18 representada na secdo anterior, e 0s respetivos
valores de ICso através do programa GraphPad Prism 8.
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3.7. Analise sensorial

Para a andlise sensorial deste projeto foram apresentadas as bebidas preparadas B1, B2 e B3 a um
grupo de provadores informais e aleatorios, com o objetivo principal de avaliar caracteristicas
organoléticas das bebidas como a aparéncia, o aroma e o sabor. Desta forma, os participantes
preencheram um inquérito com algumas questfes importantes para a analise, tendo sido realizado de
forma an6nima.

As bebidas foram dadas a provar aos provadores de forma aleat6ria sem dar a conhecer qualquer
tipo de ingrediente da bebida, sendo que esta prova contou com cerca de 20 pessoas do sexo feminino
e masculino de faixas etarias entre os 20 anos e os 50 anos de idade.

O inquérito foi realizado recorrendo a ferramenta Google Forms.

3.8. Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelos testes de Kolmogorov—Smirnov e Shapiro-Wilk. Os
valores das determinagdes foram representados como média + desvio padrdo e as comparacgdes entre
os grupos foram feitas por analise de variancia simples (one-way ANOVA) com teste de multiplas
comparacdes Tukey, com nivel de significancia de p < 0,05. O estudo das correlagdes foi realizado
recorrendo a matrizes de correlacdo de Pearson, com o intuito de explorar as associagfes entre a
composicdo quimica das amostras e bioatividade. Para a andlise dos dados obtidos utilizou-se a
convencdo apontada por Akoglu (2018). Assim, para um valor r de 0 ndo ha correlagdo, valores de
10,10 a +0,30 sdo indicadores de uma correlacdo fraca; entre £0,40 e +0,60 de uma correlagdo
moderada; entre £0,70 e £0,90 de uma correlagéo forte e +1 representa uma correlagéo perfeita. O
programa de software GraphPad Prism 8) foi usado para realizar as analises estatisticas.

Relativamente a andlise sensorial e como anteriormente referido os questionarios foram
distribuidos e recolhidos via digital. O tratamento estatistico dos dados foi efetuado através do teste
alfa de Cronbach (Anexo H) e a comparacdo entre os grupos foi feita através de uma andlise de
variancias (ANOVA) com um grau de significancia de 0,05 com recurso ao programa IBMS SPSS
para Windows, versdo 26 (IBM Corp., Armonk, N.Y., EUA).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Composic¢do quimica e nutricional

Os resultados referentes a composi¢do quimica e nutricional das amostras solidas de bolota e
alfarroba (matrizes, B30, A30 e A10) e das bebidas funcionais desenvolvidas encontram-se
representados nas Tabelas 8 e 9, respetivamente. Em ambas as tabelas estdo reportados os valores do
teor de humidade, cinzas, lipidos totais, proteinas totais e sollveis, acUcares totais e fibras insollveis.

Tabela 8. Resultados obtidos para a composi¢do quimica e nutricional das amostras solidas.

Resultados obtidos (% ¢/100 g)

Parametros
Bolota B30 Alfarroba A30 Al0
Humidade 9,16 £ 0,072 1,83 +0,16° 11,4+1,0° 7,36 +0,21¢ 7,70 £ 0,614
Cinzas 1,81+0,112 1,90+0,112 3,25+ 0,21° 3,54 £0,13° 3,44 £0,12°
Lipidos totais 4,77 £0,202 5,16 + 0,172 1,74 £ 0,040 2,14 £ 0,07° 2,04 £ 0,10°
Totais 3,69 + 0,012 3,82 +0,11° 2,62 +0,01° 3,01 +0,04°¢ 2,68 £ 0,01°
Proteinas
SolGveis 0,126 + 0,007  0,0762 + 0,0300®  0,0510 + 0,0004°> 0,0674 + 0,0010° 0,0688 + 0,013°

Acucares totais 5,42 + 0,522 3,23 +0,25° 24,8 +0,5° 9,48 +0,12¢ 16,7 £0,1°
Fibras insol(veis 19,0 £ 2,5%¢ 175+1,8¢2 31,3 + 4,00d 438+ 24P 29,7 + 3,2¢d

Nota: Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo, em base seca (%). Em cada linha, letras
diferentes superiores & linha correspondem a diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

O teor de humidade é um dos parametros mais frequentemente determinados para analisar a
composic¢ao quimica de uma matriz. Através dos resultados apresentados na Tabela 8 verifica-se que a
bolota contém um teor de humidade significativamente mais baixo relativamente a alfarroba (p< 0,05)
e a amostra B30 apresenta um valor menor comparativamente a bolota (p< 0,05), o que era expectavel
visto que a B30 sofreu um processo de torra o que fez baixar o contetdo em agua da matriz. Ja
relativamente as amostras de alfarroba, apenas se notou uma diferenca estatisticamente significativa
entre a matriz crua e as amostras torradas (A30 e A10), sendo que apesar de ter havido um aumento
nos valores obtidos entre as amostras torradas, ndo se verificou diferencas significativas entre elas.

O teor de cinzas permite também dar uma estimativa aproximada do teor mineral total presente na
matriz alimentar, sendo um pardmetro nutricional importante. Neste sentido, em relacdo aos valores
obtidos para o conteddo em cinzas, a alfarroba apresentou valores um pouco mais altos
comparativamente com a bolota (p< 0,05), sendo que néo se verificou diferencas significativas entre as
matrizes cruas e as suas respetivas torras.

57



L
I S e Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Relativamente ao teor lipidico ndo ha diferencas significativas entre as amostras cruas e as
respetivas torras. Verificou-se que se obteve valores superiores de lipidos para a bolota em relagdo a
alfarroba (p< 0,05), constatando-se que a bolota é uma matriz com mais gordura que a alfarroba.

As proteinas sdo compostos organicos de elevada importancia nos alimentos, uma vez que
desempenham um papel bioldgico vital, exercendo fungdes a nivel estrutural, enzimatico, energético,
hormonal e de defesa. O conteddo em proteinas foi analisado em termos totais e também como
proteinas solGveis. Nas duas matrizes em estudo, verifica-se que ha diferencas estatisticas (p< 0,05)
entre as amostras, sendo que a bolota apresenta um teor de proteinas totais superior, mas dentro da
mesma ordem de grandeza, (3,69 £ 0,01%) relativamente a alfarroba (2,62 + 0,01%). Entre a bolota e
a B30 ndo se obteve diferengas estatisticamente significativas, o que significa que com o
processamento térmico ndo se perdeu conteddo proteico, observando-se um comportamento
semelhante entre a alfarroba e a A10. Por outro lado, obteve-se um aumento pouco significativo de
proteina entre a alfarroba (2,62 + 0,01%) e a A10 (2,68 + 0,01%) para com a A30 (3,01 + 0,04%) (p<
0,05). Este ligeiro aumento foi também reportado por Srour et al (2016), que analisou diferentes
variedades de alfarroba e constatou que dependia da variedade de alfarroba analisada. No caso deste
trabalho a variedade de alfarroba é desconhecida (comercial), e a amostra preparada pode conter uma
mistura de diferentes variedades.

Relativamente as proteinas sollveis, a bolota foi a amostra que apresentou valores mais altos e
significativamente diferentes em relagdo as restantes amostras (p< 0,05). Pode assim concluir-se que
apenas cerca de 2 — 3% das proteinas totais sdo proteinas sollveis para todas as amostras (bolota, B30,
alfarroba, A30 e A10).

Em termos do teor de agUcares totais nas amostras, verificou-se que ha diferencas estatisticamente
significativas entre todas elas (p< 0,05). Analisando os valores obtidos, constata-se que o contetdo de
acucares na alfarroba (24,8 £ 0,5%) se destaca de forma considerdvel em relacdo aos valores
alcancgados para a bolota (5,42 + 0,52%). Estes valores sdo expectaveis uma vez que a alfarroba é um
fruto caracteristicamente mais doce comparativamente a bolota que apresenta um sabor mais amargo.
Consegue-se prever também que o aumento da temperatura durante o processamento das amostras fez
com que estas perdessem o teor em agUcar na sua composi¢do, devido a degradacdo térmica dos
mesmos durante a torra.

Por Gltimo, foram analisadas as fibras insolUveis que incluem a celulose e a lignina. Através dos
valores obtidos, consegue-se aferir que a alfarroba (31,3 + 4,0%) contém um maior teor em fibra
insolavel relativamente a bolota (19,0 + 2,5%) (p< 0,05). A nivel estatistico ndo houve diferengas
significativas entre as amostras cruas e as torradas, sendo que o teor de fibras ndo alterou com o
processamento térmico.

Comparando os resultados obtidos com os ja reportados por outros autores, verificou-se a nivel
geral uma concordancia de resultados. Silva et al (2016) avaliaram nutricionalmente o p6 de duas
espécies de bolota, Q. rotundifolia e Q. ilex, nativas de Montemor-o-Novo em Portugal, e obtiveram
respetivamente valores de humidade de 7,45% e 5,4%, cinzas de 2,04% e 1,81 %, lipidos totais 8,44%
e 13,41%, proteinas totais 4,55 % e 4,57 % e fibras totais de 17,90% e 10,89%. Todos estes valores
encontram-se proximos e dentro da mesma ordem de grandeza que os obtidos para a bolota, exceto o
valor de fibras onde os autores obtiveram valores de fibras totais inferiores aos valores obtidos neste
estudo para as fibras insollveis (19,0 £ 2,5%) No entanto os métodos usados na determinacdo de
fibras foram diferentes (método da digestdo com detergente acida) enquanto Silva et al. efetua a sua
determinagdo com método gravimétrico enzimético, o que pode explicar as diferencas observadas. Em
termos de acUcares totais, este tém sido um parametro muito pouco investigado para a bolota, mas
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Correia et al. (2009) determinaram por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) o contelido de
acucar em duas espécies distintas de bolota, Q. suber e Q. rotundifolia, reportando cerca de 2 — 6,3%
e 0,8 — 2.2% de acUcares totais, respetivamente, valores que sdo bastante préximos do obtido para a
bolota neste estudo (5,42 + 0,52 %).

Relativamente & alfarroba, Avallone et al. (1997) relataram a humidade (6 — 10%), cinzas (1- 6%),
lipidos (0,4 — 0,8%) e teor de proteinas (1- 5%) das amostras de polpa de alfarroba provenientes das
partes orientais da Sicilia (Italia). Os valores obtidos para o presente estudo foram bastante proximos
aos valores reportados por Avallone et al. (1997), exceto o conteido em lipidos (1,74 + 0,04%) que foi
ligeiramente superior aos valores publicados por esses autores. Os teores em aclcares e em fibras
insolUveis da polpa da alfarroba também foram previamente relatados como 87,5% por Ayaz et al.
(2007) e 68,4% por Owen et al. (2003), respetivamente, sendo estes valores superiores aos obtidos
neste estudo, 24,8 + 0,5% para os agUcares e 31,3 + 4,0% para as fibras insoltveis. Esta diferenga pode
ser explicada devido aos diferentes tipos de solventes usados na extracdo destes pardmetros em relacdo
ao que foi realizado neste estudo, uma vez que Ayaz et al. (2007) extrairam os aglcares com etanol a
temperatura ambiente e Owen et al. (2003) extrairam as fibras insolUveis com metanol. Em
contrapartida, Srour et al (2016) analisaram o teor de fibra em diferentes variedades de alfarroba
através do mesmo método efetuado neste trabalho (com detergente acido) e reportaram valores
bastante aproximados dos obtidos, variando entre 22,4 — 38,7%.

Comparativamente ao perfil nutricional de outros frutos secos bastante consumidos como a
castanha europeia (5% proteina; 3% de lipidos; 7,3% fibra; 9,8% agUcares), améndoa (20% proteina;
48% lipidos; 11,2% fibra; 3,90% acucares) e aveld (17% proteina; 70% lipidos; 11,2% fibra; 4,3%
acucares), as matrizes analisadas neste trabalho, bolota (3,69% proteina; 4,77% lipidos; 19,0% fibras
insollveis; 5,42% acucares) e alfarroba (2,62% proteina; 1,74% lipidos; 31,3% fibras insoluveis;
24,8% acuUcares), apesar de apresentarem um teor em proteina mais baixo, estima-se que apresentem
um teor em fibras totais bastante mais elevado comparativamente a esses frutos (USDA 2002). A
alfarroba apresenta valores mais baixos de lipidos do que estes frutos, sendo que a bolota também
apresentou valores bastante inferiores comparativamente a améndoa e a aveld. Por outro lado, a
alfarroba obteve um contetido em agucares totais superior relativamente a castanha, a améndoa e a
aveld.

O teor de certos lipidos, como o colesterol LDL e triglicerideos, em excesso no sangue pode
representar um importante fator de risco cardiovascular, uma vez que estdo associados a aterosclerose
que pode dificultar ou impedir a circulagdo do sangue nos Orgdos. Desta forma seria importante
conhecer o perfil lipidico das matrizes nomeadamente em relagcdo a sua composi¢do em acidos gordos
polinsaturados, de modo a compreender se traria vantagens ou ndo para a prevengdo de DCV
(Bourbon et al., 2016). Noutro sentido, uma ingestdo adequada de fibras também possui diversos
efeitos protetores para a saude, pois reduz a pressdo arterial, melhora o controlo da glicemia sanguinea
em diabéticos, ajuda na perda de peso, melhora o funcionamento intestinal e reduz o colesterol
sanguineo, um fator de risco para a aterosclerose e doenca cardiaca (Frij, 2012). Deste modo, 0
consumo de fibras sollveis parece reduzir a resposta glicémica pds-prandial apés refeigdes ricas em
hidratos de carbono, no entanto, diversos estudos revelaram que ndo € a fibra solGvel a responsavel,
mas principalmente o consumo de fibra insolivel de cereais e grdos integrais que esta
consistentemente associado ao risco reduzido de diabetes mellitus tipo Il (Bernaud & Rodrigues,
2013).

Conclui-se assim que tanto a bolota como a alfarroba possuem um elevado valor nutricional,
destacando-se a sua importancia para a diminuicdo do risco de DCV, tornando estas matrizes
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perfeitamente adequadas para o desenvolvimento de novos produtos alimentares funcionais, isentos de
gluten, como uma bebida substituta de café, tal como a que foi desenvolvida neste projeto.

Neste contexto, através da andlise da Tabela 9, é possivel estudar de igual forma a composicao
guimica e nutricional das trés bebidas funcionais processadas através das matrizes discutidas
anteriormente.

Tabela 9. Resultados obtidos para a composi¢cao quimica e nutricional das amostras liquidas.

Resultados obtidos (% g/100 mL)

Parametros
B1 B2 B3 CF CEV
Solidos Totais 3,14 £ 0,012 2,04 +0,02° 4,23 +529¢ 1,45 +0,01¢ 5,29 + 0,04¢
Cinzas 0,164 + 0,0028 0,128 + 0,005° 0,194+ 0,008°¢ 0,264 + 0,002¢ 0,0959 + 0,0021¢

Lipidos totais  0,0332 +0,0028% 00,0684 + 0,0068*¢ 0,0668 + 0,00572¢ 0,126 + 0,022° 0,0886 + 0,0071°¢

Psrooltje\'lzlzs 0,0395 + 0,0005¢  0,0220 +0,0012°  0,0448 + 0,0040°  0,0585 +0,0065¢  0,0394 + 0,0066°

A‘t;gf:i;es 3,34 + 0,03° 3,33 +0,03° 6,10 + 0,090 0,134 + 0,002° 1,59 + 0,18¢
Fibras

_mibras 0433+0094°  0152+0,039°  0536+02558  0042+0,018° 0,457+ 0,026

insolUveis

Em cada linha, letras diferentes superiores a linha correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p<
0,05).

Em termos de solidos totais e teor em cinzas, a bebida que obteve valores mais elevados foi a B3,
seguida da B1 e B2. Se por um lado estas trés bebidas em analise apresentaram maior quantidade de
solidos totais em relacdo ao CF e menos relativamente a CEV, para o conteido em cinzas foi 0 oposto,
onde o CF apresentou um valor mais elevado e a CEV um valor menor comparativamente as bebidas
funcionais. As diferencas em ambas as anélises foram consideradas estatisticamente significativas para
p< 0,05.

O contetdo em lipidos totais foi semelhante entre as bebidas B1, B2 e B3, ndo havendo diferencas
significativas entre estes valores. Entre as bebidas e o CF houve diferencas significativas, sendo que o
CF obteve valores ligeiramente superiores (p< 0,05), o que ndo aconteceu relativamente a CEV, em
gue ndo houve diferengas significativas.

Relativamente as proteinas solUveis presentes nas bebidas, na B1 e na B3 ndo houve diferencas a
nivel estatistico e apresentam um contetdo em proteina mais elevado do que a B2 (maioritariamente
constituida por bolota, que também tem um mais baixo contetido em proteina). Entre o CF e a B1 e B3
também ndo se encontraram diferengas significativas, sendo que a B2 é a Unica bebida que apresenta
um teor mais baixo comparativamente a CEV.
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Os acucares foram o pardmetro que obteve valores mais altos para as trés bebidas, sendo que a B3
apresentou um teor mais alto em agUcares, 0 que era previsivel pois é a bebida mais doce, constituida
maioritariamente por alfarroba. J4 na B1 e na B2, apesar da segunda conter mais bolota, as diferencas
néo séo estatisticamente significativas. Tanto o CF como a CEV obtiveram valores bastante inferiores
aos das bebidas funcionais, o que significa que teoricamente as bebidas B1, B2 e B3 sdo mais doces.
Por ultimo, verificou-se que ndo ha diferencas significativas em todos os valores relativos ao teor de
fibras insolGveis obtidos entre as cinco amostras.

Através dos valores obtidos da analise nutricional e comparando com o CF e CEV analisados,
consegue-se confirmar que as bebidas funcionais desenvolvidas contém baixos teores em lipidos, o
que podera ser benéfico em termos cardiovasculares, e niveis de proteina e fibras semelhantes a um
café normal. No entanto contém teores mais altos de acucar que o CF analisado.

4.1.1. Minerais (Ca, K, Mg e Na)

Os minerais sdo substancias inorganicas, geralmente necessarios em pequenas quantidades diarias.
Segundo o Decreto de Lei 54/2010, de 28 de maio, pode ser necessario desde menos de 1 mg até 2500
mg por dia, dependendo do mineral. A sua presenca € necessaria para a manutencdo de certos
processos fisico-quimicos essenciais para o funcionamento do organismo e embora ndo produzam
energia, tém papéis importantes a desempenhar em muitas atividades no organismo. Cada forma de
matéria viva requer estes elementos inorganicos ou minerais para 0S Seus processos normais vitais
(Aliyu et al, 2015).

Neste capitulo véo ser analisados os macroelementos Ca, K, Mg e Na e os racios Na/K e Ca/Mg.
O calcio é essencial para a vida humana para a construgcdo e manutencdo dos 0ssos e para auxiliar o
sistema nervoso (Frij, 2012). O K e o Na desempenham ambos papeis importantes no controlo da
pressao arterial, pois é possivel regular a mesma ajustando o contetido de Na e K no organismo, ou
seja, quem sofre de pressdo alta deve diminuir a ingestdo de sal, pois é rico em Na, ou aumentar a
ingestdo de K para a redugdo da presséo arterial e do risco cardiovascular (Santos et al, 2018). O Mg é
um importante cofator encontrado na estrutura de determinadas enzimas atuando em diversas reagoes
metabdlicas, necessario também para a atividade hormonal do organismo e para a contragdo e 0
relaxamento dos musculos, incluindo o coragdo. Por outro lado, a ingestdo excessiva de alguns
minerais pode perturbar o equilibrio homeostatico e causar efeitos colaterais toxicos. E o caso da
ingestdo de Na em excesso, que esta associado a pressdo arterial elevada (Frij, 2012).

Alguns estudos comprovam que uma dieta rica em K, Mg e Ca, presentes em frutas e vegetais,
esta associada a menor incidéncia e mortalidade por DCV. O Mg, em especial, tem sido alvo de
muitos estudos, havendo uma correlagdo inversa entre 0s niveis séricos (quantidade de uma
determinada substancia no sangue) de Mg e incidéncia de DCV (Cunha et al, 2011).

Na Tabela 10 encontram-se representados os resultados obtidos para os minerais estudados das
amostras solidas.
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Tabela 10. Resultados obtidos para os minerais das amostras solidas.

Resultados obtidos (mg/100 g)

Minerais
Bolota B30 Alfarroba A30 Al0
Célcio 28,8 + 3,5 24,8 + 3,0 239+ 8° 280 + 22° 280+ 25°
Potéassio 480 + 242 647 + 302P 853 + 149%P 968 + 31° 870 + 126°
Magnésio 22,3 +3,9% 21,1+0,5% 94,4 +10,7° 98,8 +2,9° 103 £ 6°
Sédio 33,3+1,0° 32,1+1,12 120 £ 2° 278 £ 21° 285 + 34°

Em cada linha, letras diferentes superiores a linha correspondem a diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05).

Para o calcio obtiveram-se valores mais altos para a alfarroba (238,6 + 8,5 mg/100 g) e para as
suas torras A30 (280,3 + 22,2 mg/100 g) e A10 (279,7 + 25,2 mg/100 g) relativamente a bolota (28,8 +
3,5 mg/100 g) e a B30 (24,8 £ 3,0 mg/100 g) que revelaram valores bastante inferiores. Nao se
verificaram diferengas significativas entre as matrizes cruas e as suas torras pelo que o teor em célcio
ndo se alterou apds o processamento térmico.

O potassio € o mineral mais abundante em todas as amostras analisadas. Aparentemente a
alfarroba (853 = 149 mg/100 g) apresentou valores superiores aos obtidos para a bolota (480 + 24
mg/100 g), mas, no entanto, ndo existem diferencas significativas entre ambas. Por outro lado, pode-se
afirmar que a A30 (968 = 31 mg/100 g) e a A10 (870 £ 126 mg/100 g) apresentaram um maior teor em
potassio quando comparadas a bolota crua (p< 0,05).

Tal como no célcio e no potassio, nos resultados obtidos para 0 magnésio ndo existe diferengas
estatisticamente significativas entre a matriz crua e as respetivas torras. Desta forma, 0 magnésio é o
mineral presente em menor quantidade nas amostras de bolota e de alfarroba, sendo que continua a
estar em maior quantidade na alfarroba.

As amostras estudadas também apresentam baixos teores em sodio, essencialmente a bolota (33,3
+ 1,0 mg/100 g) e a B30 (32,1 £ 1,1 mg/100 g). Na alfarroba notou-se um aumento da quantidade de
sodio em funcéo da torra, aumentando de 120 + 2 mg/100 g para 278 + 21 mg/100 g (A30) e 285 + 34
mg/100 g (A10), sendo que nestas duas Ultimas ndo ha diferengas significativas entre elas.

Na totalidade, a alfarroba apresenta um conteido em minerais maior comparativamente a bolota,
no entanto, ambas apresentam valores mais altos de potassio e mais baixos em magnésio em relacdo
aos outros minerais.

Os resultados obtidos sdo valores consideraveis e semelhantes quando comparados com outros
frutos como por exemplo a castanha que contém teores de Ca = 26,5 — 44,0 mg/100 g, K = 631 — 844,1
mg/100 g, Mg = 47,4 — 75,6 mg/100 g e Na = 24,8 — 30,9 mg/100 g segundo De Vasconcelos et al
(2010).

Na literatura também se encontram alguns valores para as matrizes estudadas, sendo que para a
farinha de bolota (espécie desconhecida) os autores Szabtowska & Tanska (2021) relataram valores de
Ca = 164 mg/100 g, K = 379 mg/100 g, Mg = 54,2 mg/100 g, sendo que ndo foram reportados valores
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para o sodio. Os valores de K e Mg enquadram-se dentro da mesma gama de valores obtidos, sendo
que o valor de Ca obtido para este trabalho foi inferior ao detetado por Szabtowska & Tanska (2021).
Para a alfarroba, Loullis & Pinakoulaki (2018) indicaram valores de Ca = 285,4 — 480 mg/100 g, K =
827 —1010,9 mg/100 g, Mg = 54,0 — 170,0 mg/100 g e Na = 8,5 — 60,8 mg/100 g, sendo que todos sdo
concordantes com os resultados obtidos, exceto o contelldo em Na que é inferior ao valor neste
trabalho.

Os resultados obtidos para os minerais detetados nas bebidas funcionais preparadas e no CF e
CEV encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados obtidos para os minerais das amostras liquidas.

Resultados obtidos (mg /100 mL)

Minerais
Bl B2 B3 CF CEV
Calcio 1,13+ 0,117 1,42 + 0,26% 3,24 +0,43° 0,884 + 0,273? 1,61 +£0,23*
Potéssio 57,1+11,12 45,5 + 6,724 68,5 + 3,0°¢ 86,8 £ 8,2° 29,6 +1,4¢
Magnésio 1,34 £ 0,117 1,09 £ 0,21* 5,07 +0,43° 5,75+ 0,33" 0,85 + 0,042
Saédio 16,6 + 2,32 17,9 +2,2 19,9 +1,3 18,8 + 0,22 3,66 + 0,95°

Em cada linha, letras diferentes superiores a linha correspondem a diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05).

Através da analise destes dados é possivel verificar que as bebidas ndo contém grandes
guantidades de minerais na sua composicdo, sendo que possivelmente grande parte dos minerais
presentes nas matrizes ndo foram dissolvidos pela agua durante a extracdo realizada, uma vez que
muitos minerais por estarem ligados a moléculas organicas nao séo soltveis na fase liquida (Miller,
2017). No entanto, as bebidas em geral apresentam maiores quantidades de potassio e sédio e
guantidades muito baixas de célcio e magnésio.

Comparativamente ao CF e a CEV, as bebidas B1, B2 e B3 apresentaram valores de minerais
semelhantes, 0 que pode mostrar o seu potencial como substituto de café.

Nas Tabelas 12 e 13 encontram-se 0s valores obtidos para o teor de sal presente nas amostras
solidas e bebidas, respetivamente, assim como o r&cio sodio/potéssio e calcio/magnésio. Os quocientes
Na/K e Ca/Mg demasiado altos estdo associados a um maior risco de desenvolver subsequentemente
DCV. A OMS propde como valor alvo para o quociente Na/K um valor inferior a 1, sendo
considerados como razodaveis valores entre 1,0 e 1,2 (Santos et al, 2018) e de acordo com a World
Health Organization (2012) o valor maximo que se deve consumir de sal é de 5 g por dia. Para o
quociente Ca/Mg o valor ideal é cerca de 2,13.
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Tabela 12. Teor de sal, racio Na/K e Ca/Mg das amostras sélidas em anélise.

Amostras Teor de Sal (9/100g) RA&cio Sodio/Potassio Racio Calcio/Magnésio

Bolota 0,0832 + 0,0026% 0,0696 + 0,0054% 1,30 £0,33°
B30 0,0801 + 0,0028? 0,0497 £ 0,0039? 1,17 +0,12*
Alfarroba 0,300 + 0,006*" 0,187 + 0,081* 2,53+0,22°
A30 0,500 + 0,3432b 0,207 £ 0,141° 2,84 +0,24°
Al0 0,712 + 0,084° 0,336 + 0,093" 2,72 £0,28°

Em cada coluna, letras diferentes superiores a linha entre amostras sélidas correspondem a diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 13. Teor de sal, racio Na/K e Ca/Mg das bebidas em anélise.

Amostras Teor de Sal (g/100 g)  Récio Sddio/Potassio Ré&cio Célcio/Magnésio

Bl 0,0415 + 0,0057¢ 0,293 + 0,028? 0,843 +0,016°
B2 0,0447 + 0,0055* 0,397 + 0,065° 1,30 £ 0,02
B3 0,0497 + 0,0032% 0,291 +0,021* 0,639 + 0,106%
CF 0,0470 + 0,0006% 0,218 +0,018¢ 0,154 + 0,050¢
CEV 0,00916 + 0,00238° 0,125 + 0,038° 1,90 + 0,20¢

Em cada coluna, letras diferentes superiores a linha entre bebidas correspondem a diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).

Verifica-se que os teores de sal presentes em todas as amostras sdo muito baixos e muito inferiores
a dose maxima recomendada (5 g/ dia). Em relagdo ao racio Na/K todas as amostras apresentam
valores inferiores a 1. O mesmo se verificou para o racio Ca/Mg com valores aproximados de 2,
exceto para a B1, B3 e para o CF em que os valores foram mais baixos que o ideal.

Segundo o Decreto de Lei 54/2010, de 28 de maio, a quantidade a tomar em consideracao para
decidir o que constitui uma quantidade significativa para a ingestdo diaria de um nutriente,
corresponde a 15% da dose diéria recomendada (DDR). De acordo com o regulamento (EU) n.o
1169/2011 de 25 de outubro de 2011 relativo a prestacdo de informacdo aos consumidores sobre 0s
géneros alimenticios, a DDR para o Ca, K e Mg sao respetivamente 800 mg/100 mL, 2000 mg/100
mL, 375 mg/100 mL e segundo a World Health Organization (2012) a DDR para o Na é de 2000
mg/100 mL.

Nas Tabelas 14, 15, 16 e 17 estdo representados a dose de cada mineral estudado em 35 mL de
bebida (dosagem média de um café), assim como a contribui¢do dessa dose para a DDR.
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Tabela 14. Dose de célcio numa bebida de 35mL e a sua contribui¢do para a DDR.

Calcio
Amostras Dose em 35 mL Contribuigdo para a
B1 0,396 0,0494
B2 0,497 0,0621
B3 1,13 0,142
CF 0,309 0,0387

Tabela 15. Dose de potassio numa bebida de 35mL e a sua contribuicédo para a DDR.

Potassio
Amostras Dose em 35 mL Contribuicdo para a
(mg) DDR (%)
B1 20,0 2,50
B2 15,9 1,99
B3 24,0 3,00
CF 30,4 3,80
CEV 10,4 1,30

Tabela 16. Dose de magnésio numa bebida de 35mL e a sua contribui¢do para a DDR.

Magnésio
Amostras Dose em 35 mL Contribuicso para a
(mg) DDR (%)
B1 0,469 0,0586
B2 0,382 0,0477
B3 178 0,222
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Tabela 17. Dose de sodio numa bebida de 35mL e a sua contribuicdo para a DDR.

Sadio
Amostras Dose em 35 mL Contribuigdo para a
B1 5,81 0,726
B2 6,27 0,783
CF 6,58 0,823
CEV 1,28 0,160

Com estes resultados, pode verificar-se que as bebidas ndo contribuem significativamente para
a ingestdo diaria dos minerais analisados, mas poderéo ser incluidos numa alimentacdo diversificada.

4.1.2. Valor energético das bebidas funcionais

De acordo com o regulamento (EU) n.o 1169/2011 de 25 de outubro de 2011, a nivel calérico, a
dose de referéncia (DR) de ingestdo de calorias para um adulto médio (cerca de 70 kg) é de 2000 Kcal.
Analisando o valor energético representado na Tabela 18, comprova-se que as bebidas desenvolvidas
sdo muito pouco caldricas, o que ajuda a reduzir o risco de DCV quando consumidas.

Tabela 18. Valores de energia das bebidas preparadas.

Valor energético
Amostras g

(kcal/100 mL)
Bl 22,6
B2 22.5
B3 33,6
CF 15,6
CEV 9,89

Verifica-se que a B3, é a bebida que apresenta maior valor calérico provavelmente relacionado
com o alto teor de agUcares que apresenta na sua constituicao.
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4.2. Andlise da atividade antioxidante

Nas DCV, assim como noutros tipos de doengas, ocorrem alteracBes oxidativas que podem ser
provocadas por radicais livres, resultantes do stress oxidativo a nivel celular. Este é causado devido a
um desequilibrio que ocorre entre a producdo de compostos oxidativos (como radicais livres), que sdo
prejudiciais quando presentes em excesso, e a defesa antioxidante do organismo. Em organismos
aerobios, os radicais livres sdo constantemente produzidos durante o funcionamento normal da célula,
na maior parte sob a forma de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) (Alves,
2019).

Os antioxidantes sdo assim moléculas capazes de se ligar aos radicais livres, ou seja, impedir que
estes elementos ataquem as células, de forma a estabelecer um equilibrio com os efeitos que advém
das espécies oxidantes, a fim de evitar o stress oxidativo. Estes podem ser de origem natural ou
sintética, podendo provir do metabolismo ou da dieta, respetivamente, e sdo classificados em duas
categorias principais: 0s antioxidantes enzimaticos e 0s ndo enzimaticos. Os antioxidantes néo
enzimaticos podem por sua vez ser agrupados em compostos enddgenos e exdgenos, sendo que 0s
compostos fenolicos como os flavonoides (flavonois, isoflavonas, flavan-3-ols) e os taninos, sdo
exemplos dos principais antioxidantes exdgenos (Valente, 2014; Alves, 2019).

A manutencéo do equilibrio entre a producédo de radicais livres e as defesas antioxidantes é assim
uma condicdo essencial para o funcionamento normal do organismo, sendo cada vez mais importante
0 consumo de antioxidantes presentes em alimentos (Alves, 2019). Nesse sentido, foi essencial para
este trabalho avaliar a capacidade antioxidante das matrizes usadas (bolota e alfarroba) e das bebidas
funcionais desenvolvidas, de forma a confirmar o seu potencial na prevencéo de DCV.

4.2.1. Quantificacdo dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo os antioxidantes mais abundantes na dieta humana e podem ser
divididos em varias classes, destacando-se os acidos fendlicos, flavonoides e taninos (hidrolisados ou
condensados), como sendo os antioxidantes fendlicos mais disseminados na natureza, que apresentam
alta atividade bioldgica (Ferreira, 2015). Neste trabalho, além do teor de compostos fendlicos totais
(TPC), foi também estudado o teor de flavonoides totais (TFC) e taninos condensados presentes nas
amostras em estudo.

Nas Tabelas 19 e 20 estdo representados os valores obtidos para o TPC, TFC e taninos
condensados presentes nos extratos analisados das amostras sélidas (bolota e alfarroba) e das bebidas,
respetivamente.

67



L
I S e Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Tabela 19. Valores obtidos para o contetido em fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC) e taninos condensados
presentes nas amostras solidas.

Amostras TPC TFC Taninos condensados
(mg EAG/100 g) (mg EEC/100 g) (mg EC/100 g)
Bolota 1551+612 689 + 2822 45,7 + 0,28
B30 2729 + 22° 918 £ 2542 194 + 2°
Alfarroba 859 +19°¢ 634 + 242 173+ 1°
A30 1808 + 6¢ 990 + 44+ 330 +2¢
A10 1329+6° 896 + 1272 267 + 2°

Nota: Os valores de TPC estdo expressos em EAG (equivalentes de acido galhico, mg/100 g amostra seca), TFC
em EEC (equivalentes de epicatequina, mg/100 g amostra seca) e dos taninos condensados em EC (equivalentes
em catequina, mg/100 g amostra seca). Para cada coluna, letras diferentes superiores a linha correspondem a
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Segundo os valores obtidos na Tabela 18, pode-se observar que todos os valores que dizem
respeito ao TPC apresentam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) e com isso é possivel
afirmar que a B30 é a amostra que apresenta um maior conteddo em compostos fendlicos, seguido da
A30, bolota, A10 e por fim a alfarroba. Pode verificar-se que, com a torra da bolota (B30) e com o
aumento das torras efetuadas a alfarroba (A30 e A10), o teor destes compostos aumentou
relativamente as respetivas matrizes cruas. Segundo Sahin et al. (2009), tal aumento pode dever-se ao
facto de que o reagente Folin-Ciocalteu deteta todos os grupos fendlicos presentes nas amostras, nao
s6 os fenolicos naturais, mas também os compostos recém-formados durante a torra, como alguns dos
produtos de reacdo de Maillard, como as melanoidinas, que também sdo compostos antioxidantes.

Em relacdo ao TFC, todas os valores obtidos mostraram ndo ter diferencas estatisticamente
significativas, o que significa que ndo ha formagdo de novos compostos flavonoides com a torra das
matrizes. No entanto, todos os resultados apresentados para os taninos condensados mostraram ter
diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05). Tal como aconteceu para 0 TPC nota-se um
aumento do teor de taninos nas amostras torradas, devido presumivelmente a formacéo de compostos
antioxidantes da reacio de Maillard, como ja explicado anteriormente. E de notar também que a
alfarroba apresenta maior quantidade de taninos condensados quando comparada a bolota.

Os taninos causam o sabor amargo e adstringente dos alimentos e podem apresentar propriedades
anti-nutricionais em concentragcdes mais elevadas, sendo que a ingestdo excessiva destes compostos
pode provocar danos no epitélio intestinal, figado, e tecidos renais. Por outro lado, 0s compostos
fendlicos, presentes nas matrizes em quantidades significativas, juntamente com o0s taninos, séo
derivados do &cido galhico, incluindo o galhato de metilo, sendo que estes compostos podem
desempenhar um papel importante na prevencdo de doencas e apresentar efeitos anti-inflamatérios,
anticarcinogénicos e antimutagénicos além de propriedades antioxidantes (Szabtowska & Tanska,
2021).

Na bolota o teor de flavonoides e de taninos correspondem a cerca de 44% e 3%, respetivamente,
do conteudo total de compostos fendlicos analisados e na alfarroba estes valores correspondem a cerca
de 74% e 20%. No que concerne as amostras torradas, a diferenca de valores apresenta a mesma
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tendéncia, sendo que os compostos fenodlicos totais sdo constituidos por cerca de 34% e 7% para a
B30, 55% e 18% para a A30 e 67% e 20% para a Al0, de flavonoides e taninos condensados,
respetivamente.

O elevado teor de compostos fendlicos na bolota tem sido confirmado por alguns investigadores.
Vinha et al (2016c) reportaram valores de TPC = 1800 mg EAG/100 g para a espécie Q. ilex, TPC =
3100 mg EAG/100 g para a espécie Q. faginea e TPC = 2800 mg EAG/100 g para a espécie Q. suber.
Estes valores ndo sdo muito diferentes dos obtidos neste trabalho, contudo o facto de que no pré-
tratamento das bolotas se ter efetuado uma lavagem com vinagre para eliminar possiveis fungos
presentes, pode ter feito com que muitos compostos solUveis tivessem sido lixiviados e ser essa a
razdo dos valores mais baixos obtidos.

Em relacéo a alfarroba, os valores encontrados na literatura sdo semelhantes aos obtidos neste
trabalho. Benchikh & Louaileche (2014) analisaram um extrato da polpa da alfarroba da espécie
Ceratonia siliqua L. obtido com acetona, através do ensaio colorimétrico utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu. Neste estudo e comparativamente aos resultados obtidos neste trabalho, a alfarroba
apresentou valores maiores de contetdo fendlico (TPC = 1625 mg EAG/100 g) e valores mais baixos
de flavonoides (TFC =292 mg EQ/100 g, com EQ — quercetina). Por outro lado, Avallone et al (1997)
obtiveram resultados ligeiramente mais baixos, mas dentro da mesma gama de valores para os taninos
condensados (275 mg EC/100 g) através de um ensaio com vanilina e uma extracdo com acetona.

Além da comparagdo com valores de literatura, € importante comparar também com frutos ja bem
conhecidos pelo seu poder antioxidante como é o exemplo dos mirtilos e das amoras. Neste sentido, Li
et al. (2013) reportaram valores de TPC = 2600 mg EAG/ 100 g de extratos etandlicos de mirtilos e
Cosmulescu et al. (2017) encontraram valores de TPC = 412,38 mg EAG/100 g de amoras silvestres
europeias. Deste modo, estes valores provam que tanto a bolota como a alfarroba sdo matrizes com
alto poder antioxidante, obtendo valores semelhantes ou até maiores de compostos fendlicos
comparativamente a estes frutos.

No que diz respeito as bebidas desenvolvidas (Tabela 20), verifica-se que igualmente ao que
aconteceu nas amostras solidas, os compostos fendlicos analisados nas bebidas sdo maioritariamente
constituidos por flavonoides e apresentam menor quantidade de taninos condensados.

Tabela 20. Valores obtidos para o conteido em fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC) e taninos condensados
presentes nas bebidas funcionais desenvolvidas.

Amostras TPC TFC Taninos condensados
(mg EAG/100 mL) (mg EEC/100 mL) (mg EC/100 mL)
B1 236+1,1° 36,6+0,5° 23,0+0,2
B2 275+1,1° 396102 15,8 +0,2°
B3 212+ 1,6° 342052 25,3+0,4°
CF 397 +2,1¢ 345+4,1" 8,70 + 0,40°
CEV 127+0,4°¢ 82,7+0,3° 11,7 £ 0,2¢

Para cada coluna, letras diferentes superiores a linha correspondem a diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Nos resultados obtidos para o TPC e para os taninos condensados verificou-se diferencas
estatisticamente significativas entre todas as amostras (p< 0,05), sendo possivel afirmar que nas
bebidas B1, B2 e B3, apesar dos valores serem relativamente préximos, a B2 é a bebida funcional com
maior teor em compostos fendlicos, seguido da B1 e por ultimo a B3, tendo todas valores superiores
aos obtidos para a CEV. No entanto, apresentam uma menor quantidade comparando com o CF.
Relativamente aos taninos condensados a B3 e a B1 obtiveram teores bastante préximos, sendo que a
B2 apresentou valores inferiores a estas. Por sua vez, comparando com o CF e a CEV as bebidas
preparadas mostraram ter mais conteddo em taninos condensados, o que se reflete num sabor mais
adstringente como confirmado anteriormente na analise sensorial preliminar.

O teor em TFC foi estatisticamente semelhante entre as trés bebidas funcionais, mostrando ndo
haver diferencas nos seus contetdos em flavonoides, porém, o CF obteve valores bastante superiores
comparativamente a estas.

4.2.2. pH e Produtos da reagéo de Maillard

A reacdo de Maillard é uma reagdo quimica de escurecimento ndo enzimatico que ocorre entre 0s
grupos amina das proteinas e os agUcares redutores. Ela induz o escurecimento dos alimentos através
de processamentos térmicos (sem &gua), 0 que garante a seguranca microbiolodgica, a inativagdo de
algumas enzimas, a degradacdo de substancias toxicas e, ainda, o desenvolvimento de substancias
(produtos da reacdo) responsaveis pelo aroma, cor e sabor, melhorando a sua palatabilidade (Van
Boekel, 2016). Estes compostos denominados por produtos da reacdo de Maillard sdo biologicamente
ativos e podem ser benéficos para a salde, por apresentarem atividade antioxidante e anti-mutagénica.
Por outro lado, podem ter um efeito sobre o valor nutritivo, uma vez que podem levar a perda de
nutrientes e ter implicacdes toxicoldgicas (como a formacéo de acrilamida) (Shibao & Bastos, 2011).

Desta forma, os produtos da reacdo de Maillard encontrados em alimentos permitem avaliar a
intensidade do processamento térmico aplicado, bem como as provaveis alteragcBes nutricionais
relacionadas a ele. Entre estes compostos estd o hidroximetilfurfural (HMF), um marcador da fase
intermediaria da reacdo de Maillard que se pode polimerizar com grupos amino, originando as
melanoidinas, polimeros azotados de cor castanha que apresentam efeitos bioldgicos positivos devido
a sua atividade antioxidante (Francisquini et al, 2017). Contudo, a producdo de HMF em
concentracdes muito elevadas pode ser toxico para a salde humana, sendo que 0s niveis seguros de
consumo deste composto ainda ndo sdo bem esclarecidos (Morales, 2008).

A reacdo de Maillard, assim como as atividades antioxidantes dos seus produtos, podem afetar
mais o pH dos sistemas do que a degradacdo térmica. Neste sentido, ja foi comprovado por diversos
estudos que a reacdo de Maillard tem tendéncia a diminuir o pH das solu¢fes em analise devido ao
consumo de grupos de amino&cidos e & producdo de acidos organicos que acontece durante a reacdo
(Soares et al, 2021).

Na Figura 31, encontram-se 0s espectros obtidos de todos os compostos que foram detetados por
absorvancia UV-Vis a varios comprimentos de onda, incluindo os produtos formados pela reacdo de
Maillard presentes nas amostras analisadas. Estes espetros mostram essencialmente as alteracdes antes
e apos a torra de forma a verificar as mudangas que aconteceram com 0 processamento térmico. As
amostras estdo divididas em trés espectros (A — Bolota e B30; B — Alfarroba, A30 e A10; C — B1, B2,
B3, CF e CEV), todos com uma imagem com amplificacdo detalhada das regifes onde se consegue ver
0s picos méaximos de absorvancia a certos comprimentos de onda de cada uma.
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Figura 31. Espectros obtidos dos produtos da reagdo de Maillard presentes nas amostras: A1/A2 — Bolota e B30; B1/B2 —
Alfarroba, A30 e A10; e C1/C2 — bebidas: B1, B2, B3, CF e CEV.

Além das alteracOes de intensidade que se observam em todos os espetros, no espectro Al é
possivel verificar que existe uma alteracdo no perfil da B30 em relacéo a bolota, observando-se apenas
que na amostra B30 h&4 uma maior quantidade de compostos corados que se formaram durante o
processo de torra da matriz. No espectro A2 observa-se um aumento de absorvancia em ambas as
amostras no comprimento de onda por volta de 360 nm, que € a regido dos produtos acastanhados. Em
relacdo ao espectro B1, também se observa um deslocamento do comprimento de onda do maximo de
absorg¢do entre a alfarroba (Amax = 272 nm) e as torras (A30, Amax = 282nm; A10, Amax =280 nm), sendo
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gue se nota uma maior alteracdo na amostra A30 que foi processada a temperaturas mais elevadas.
Pode concluir-se que a temperatura favoreceu a formacdo de produtos da reacdo de Maillard e
aumentou a intensidade da cor. Ja no espectro B2 consegue-se ver de forma mais clara que houve uma
deslocacdo do pico maximo da matriz crua (Amax = 275-285 nm) para as amostras A10 (Amax = 270-280
nm) e A30 (Amax = 280-290 nm), comprovando que houve a formagao de compostos durante a torra da
alfarroba.

No espetro C1 verifica-se que houve uma alteracdo de perfil entre as trés bebidas desenvolvidas,
sendo que a bebida que contém mais teor de bolota (B2) foi a que apresentou um limite maximo de
absorcdo maior comparativamente as restantes, seguindo-se a B1 e a B3, esta Gltima constituida
maioritariamente por alfarroba. Todas apresentaram picos maximos de absorvancia no comprimento
de onda entre Amax = 270-280 nm. Comparativamente ao CF e a CEV, verifica-se que estes tém perfil
de cor mais acentuados por volta da mesma regido, sendo que o CF demonstrou ter dois picos, sendo
um deles devido possivelmente & absorcéo da cafeina (Amax = 273 nm) (Teixeira, 2011).

Neste sentido, através da andlise destes espectros pode-se concluir que apés a torra, hd sempre
uma alteragdo do perfil devido & formacéo ou destrui¢do de compostos, o que se reflete posteriormente
no perfil dos espectros das bebidas desenvolvidas.

Estes resultados estdo em concordancia com o indice de acastanhamento obtido representado nos
dois graficos da Figura 32 (linha azul). Neste contexto, analisando o gréafico A, verifica-se que o indice
de acastanhamento foi maior na B30 comparativamente a A30 e A10, com diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,05), verificando-se uma subida deste pardmetro conforme o aumento do grau de
torra para a alfarroba. Nas bebidas B1l, B2 e B3 os resultados também foram estatisticamente
diferentes (p< 0,05), observando-se niveis de acastanhamento ndo muito distintos entre si. Por outro
lado, o CF e essencialmente a CEV apresentaram indices de acastanhamento superiores
comparativamente as bebidas funcionais, o que ja era esperado visto que sdo bebidas visualmente mais
escuras preparadas com outras condigdes de torra.
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Figura 32. Produtos da reagé@o de Maillard e indice de acastanhamento para as amostras em estudo: A) Bolota e B30; B)
Alfarroba, A10 e A30; C) Bebidas — B1, B2, B3, CF e CEV. Os resultados estao expressos como média + DP de duas
experiéncias. Para cada comprimento de onda e entre indices de acastanhamento, letras diferentes correspondem a
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05),

Os produtos intermedidrios (sem cor) da reacdo de Maillard sdo geralmente detetados por
absorvancia a 294 nm, enquanto os compostos da fase final da reacdo (produtos acastanhados) séo
detetados a 360 e 420 nm. Os compostos intermédios sdo considerados precursores dos produtos de
escurecimento na reacdo de Maillard ou caramelizacdo, e na fase final, as melanoidinas (A = 420 nm),
sdo produzidas a partir de produtos intermédios ativos como o HMF (A =280 nm) (Gomes et al, 2022).

A nivel geral, comparando as torras, a B30 foi a que mostrou uma maior quantidade de compostos
de cor (acastanhamento), e também de outros produtos formados pela reacdo, como 0s produtos
intermediarios e os produtos finais como as melanoidinas. Quanto ao produto HMF (colunas a
vermelho), verificou-se que aparentemente este € 0 composto maioritario presente nas amostras, sendo
que se observa um acréscimo do mesmo nas amostras torradas.

Os produtos intermediarios (colunas a verde), os produtos acastanhados (colunas a roxo) e as
melanoidinas (colunas a laranja) também foram detetados em maiores quantidades nas amostras B30,
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A30 e A10 em relacdo as matrizes, sendo que as melanoidinas sdo o produto presente em menor
guantidade nas amostras. Analisando todos estes pardmetros, comprova-se que com 0 aumento do
processo de torra das amostras aumentou a formacdo de todos os produtos de Maillard, o que era
expectavel uma vez que esta reacdo aumenta conforme o aumento da temperatura durante
processamentos térmicos, dando origem a produtos cada vez mais escuros.

No que diz respeito as bebidas funcionais desenvolvidas, os resultados mostraram que a nivel
global estas apresentam menos produtos formados pela reacdo de Maillard em compara¢do com o CF
e a CEV. No entanto, é possivel observar que o teor em melanoidinas entre as trés bebidas e o CF foi
muito semelhante, sendo o valor obtido para a B2 superior ao do CF, devido provavelmente ao maior
contetdo em bolota dessa mesma bebida.

Foram também analisados os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), compostos formados
na fase final da reacdo de Maillard, que estdo associados a efeitos negativos na salde, quando em
niveis elevados, como em condicOes de hiperglicemia ou stress oxidativo, podendo alcancar os tecidos
e a circulagdo tornando-se patogénicos (Francisquini et al, 2017).

Os AGEs, sdo outros produtos da reacdo de Maillard que tém uma forte emissdo de luz entre 400 e
500 nm, apds excitacdo a 360 ou 370 nm. Em geral, como demonstrado na Tabela 21, o contetdo de
AGEs fluorescentes nas matrizes foi bastante inferior as amostras torradas (p< 0,05), o que significa
que aumenta o risco na saide com o aumento da temperatura a que a amostra esta sujeita.

Desta forma, estes produtos formam-se durante a torra e sdo extraidos para as bebidas aquando do
preparo das mesmas. As bebidas B1 e B2 ndo apresentam diferengas estaticamente significativas,
sendo que a B3 obteve um valor ligeiramente maior (2233 + 7) que as restantes (p< 0,05). No entanto,
0 CF e a CEV apresentaram um maior teor em AGESs, o que significa que as bebidas funcionais
desenvolvidas apresentam menor risco para a salude humana quando consumidas, em comparagdo com
um café ou uma cevada.

Tabela 21. Produtos finais de glicacao avancada (AGEs) formados durante a reagé@o de Maillard das amostras.

AGEs

(hexc=360/40; Lem= 460/40)
Bolota 40,8 +1,4°
B30 459 + 10°

Alfarroba 130 £ 1°

A30 761 +13¢
A10 559 + 18¢
Bl 2043 £ 72
B2 2033 £ 72
B3 2233+ 7°
CF 3578 + 14°¢
CEV 4972 + 649

Em cada coluna, letras diferentes superiores a linha entre amostras sélidas ou entre bebidas correspondem a
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Outro parametro a analisar neste capitulo € o pH, pois além da influéncia que a reacdo de Maillard
exerce sobre o pH, como ja explicado anteriormente, a sua medi¢do na producdo de bebidas € um
indicador essencial da sua qualidade, seguranca microbioldgica e conservacao dos alimentos (Andrés-
Bello et al, 2013).

Na Tabela 22, encontram-se os valores obtidos de pH medidos nas solugdes aquosas preparadas
das amostras sélidas e das bebidas em analise. Nas matrizes, foi observada uma diminui¢do do pH
com o0 aumento da torra para as amostras de alfarroba, tendo em conta que as diferencas sdo
significativas (p< 0,05). Entre a bolota e a B30 também baixou o valor de pH com a torra (p< 0,05)
sendo que a solucdo de bolota apresentou valores mais baixos comparativamente as restantes,
traduzindo-se numa solugdo mais &cida.

Tabela 22. Valores de pH obtidos de todas as amostras em analise.

pH
Bolota 4,87 + 0,012
B30 4,71 +£0,01°
Alfarroba 5,24 +0,01°
A30 4,72 +0,01°
A10 5,04 +0,01¢
B1 4,83 +£0,01°
B2 4,71 +0,01°
B3 4,93 +£0,01°
CF 5,30 £ 0,01¢
CEV 4,63 £ 0,01°

Em cada coluna, letras diferentes superiores a linha entre amostras sélidas ou entre bebidas correspondem a
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

A maioria das variedades de café sdo acidas, com um valor médio de pH de 4,85 a 5,10 (Rao &
Fuller, 2018). As bebidas funcionais desenvolvidas neste trabalho enquadram-se dentro dessa gama de
pH, e obtiveram valores parecidos aos do CF e da CEV, embora com diferengas significativas entre
eles.

4.2.3. Atividade de sequestro do radical DPPH" e ABTS™

O potencial antioxidante das amostras também foi analisado pela capacidade de sequestro dos
radicais livres DPPH' e ABTS™". Nas Tabelas 23 e 24 estdo representados os valores obtidos para as
concentracdes das amostras solidas e das bebidas, respetivamente, em equivalentes de trolox que
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inibem na totalidade os radicais, tendo em conta que o trolox é um controlo positivo com bastante
atividade antioxidante.

Tabela 23. Valores obtidos para o sequestro do DPPH* e do ABTS** das amostras solidas.

Amostras DPPH* (mg ET/100 g) ABTS™ (mg ET/100 g)

Bolota 2,86 £0,11° 5,46 +0,41°
B30 4,20 +0,35° 8,84 +0,04°
Alfarroba 0,750 + 0,100¢ 1,71+0,21°
A30 1,74 £ 0,06¢ 8,48 +£0,09°
Al0 1,08 + 0,23¢¢ 3,03 +0,06°

Em cada coluna, letras diferentes superiores a linha correspondem a diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).

Analisando as concentracGes obtidas para os dois métodos estudados para as amostras sélidas, 0s
resultados demonstram que os extratos analisados tém maior capacidade de sequestro do radical
ABTS™ comparativamente ao radical DPPH’, e que a bolota tem um maior poder antioxidante que a
alfarroba, uma vez que as concentragdes em trolox foram superiores (p< 0,05). A Unica excegao € a
amostra A30 gue apresentou um valor de sequestro de ABTS " semelhante a B30.

Nos dois métodos, a Bolota e a B30 apresentaram diferencgas estatisticamente significativas (p<
0,05), pelo que se pode concluir que a torra na bolota aumentou a capacidade antioxidante em ambos
0s casos. O mesmo se verificou entre a alfarroba e a A30 para os valores de DPPH e entre a alfarroba e
a A30 e A10 para os valores obtidos no método ABTS. Entretanto no método de sequestro de DPPH*
n&o se verificaram diferengas estatisticamente significativas entre a amostra A10 e a alfarroba e A30.

Através da Tabela 24, pode-se verificar que tal como para as amostras sélidas, os resultados
mostram que as bebidas analisadas tém maior capacidade de sequestro do radical ABTS™
comparativamente ao radical DPPH".

Tabela 24. Valores obtidos para o sequestro do DPPH* e do ABTS'* das bebidas.

Amostras DPPH* (mg ET/100 mL)  ABTS™ (mg ET/100 mL)

Bl 286 + 11° 494 + 82
B2 405 + 1° 509 + 122
B3 296 + 172 433 £1°
CF 265 + 19% 596 + 7¢
CEV <LOD¢® 109 + 21°

Nota: O valor do LOD ¢ igual a 0,000200 mg ET/100 mL; Em cada coluna, letras diferentes superiores a linha
correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
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No método de sequestro de DPPH", ndo ha diferencas significativas entre a amostra B1, B3 e a
CEV, sendo que a B2 foi a que obteve uma maior concentracdo em equivalentes de trolox. J& no
método de sequestro do ABTS™ as bebidas B1 e B2 (sem diferengas estatisticamente significativas)
foram as que obtiveram valores mais altos quando comparado com a B3.

Comparando os valores obtidos das bebidas funcionais com o CF e a CEV, verifica-se que a nivel
geral, se alcangou valores mais altos nas bebidas funcionais no método DPPH, exceto entre a B1 e a
CEV, que ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes. Para o método ABTS as bebidas
apresentaram concentracdes mais altas relativamente ao CF (p< 0,05), e a CEV foi a amostra que
exibiu uma maior concentracdo em equivalentes de trolox para este método.

Outra forma de avaliar a atividade antioxidante atraves do sequestro destes radicais, € analisar a
concentracdo das amostras que equivalem ao 1Cso, OU Seja, a concentracdo que € necessaria dos
extratos das amostras (antioxidantes) para reduzir em 50% os radicais DPPH" e ABTS™, sendo que
guanto menor o valor 1Cs, maior a atividade antioxidante presente nas amostras em estudo.

Em relacdo ao radical DPPH' ndo foi possivel chegar a valores de ICso para as concentracfes
testadas, sendo importante como trabalho futuro testar concentracBes mais altas as estudadas.
Contudo, para as amostras solidas obtiveram-se as seguintes percentagens de inibi¢do para diferentes
concentragdes maximas testadas no pogo: Bolota — 34,0 + 2,1% para uma concentragao de 7,5 pg/mL;
B30 — 41,2 + 4,7% para 8,8 ug/mL; Alfarrofa — 31,8 + 2,6% para 368 pug/mL; A30 — 27,3 £ 1,9% para
61,4 pg/mL; e A10 — 43,4 + 4,2% para 330 pg/mL. Para as bebidas funcionais obteve-se para uma
concentracdo maxima de 222 pug/mL para: B1 — 39,4 + 0,8%; B2 — 42,1 + 0,6%; e B3 -40,2 + 1,3%. E
para o CF obteve-se cerca de 42,5 + 1,2% para uma concentracdo de 148 pg/mL e paraa CEV 17,2 £
1,0% para uma concentracdo de 178 pg/mL.

Por outro lado, obtiveram-se valores de ICsy para a atividade de sequestro do ABTS™ nas
concentracdes testadas, representados na Tabela 25.
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Tabela 25. Valores obtidos para a atividade de sequestro do ABTS.

1Cso (Mg/mL)

Trolox 479 + 0,242
Bolota 6,04 £ 0,152
B30 3,08 £ 0,162

Alfarroba 203 +5°
A30 38,0+ 15°

Al0 103 + 11¢
Bl 65,3 £ 0,3%¢
B2 65,7 £2,7°
B3 83,0+21°
CF 53,4 + 0,49

CEV 281 + 5N

Letras superiores a linha diferentes correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)

Através dos resultados obtidos, é possivel verificar que tanto a bolota como a B30 exibiram
valores bastante proximos ao alcancado para o controlo positivo (trolox), ndo apresentando diferencas
estatisticamente significativas. Quanto a alfarroba, esta ndo obteve um valor tdo baixo e proximo do
trolox como a bolota, mas é possivel concluir que com o aumento do grau de torra o valor de I1Cso
diminuiu, e consequentemente a capacidade antioxidante das amostras aumenta, visto que as
diferencas entre a alfarroba, A30 e A10 mostraram ser estatisticamente significativas.

Relativamente as bebidas funcionais, estas apresentaram resultados de ICsp numa gama entre 0s
valores obtidos para as matrizes, alfarroba e bolota. Entre a B1 e a B2 ndo existem diferencas
estatisticamente relevantes, sendo que apresentaram valores mais baixos relativamente a B3. Em
comparagdo com o CF e a CEV, as trés bebidas funcionais revelaram ter mais capacidade antioxidante
face a CEV e a B1 foi a bebida que se aproximou mais do valor obtido para o CF, que apresentou um
valor de ICso inferior em relacdo a B2 e B3, mas ndo muito distante.

N&o foram encontrados valores de 1Cs na literatura para a atividade de sequestro destes radicais
na bolota e na alfarroba, no entanto pode-se aferir que tanto estas matrizes, nomeadamente a bolota,
como as bebidas extraidas, apresentam bastante potencial antioxidante, provado pelas altas
concentragdes obtidas para o sequestro do DPPH" e do ABTS™ em equivalentes de trolox e pela
capacidade dos extratos em reduzir o radical ABTS™" através de baixos valores de ICso.
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4.3. Analise da bioatividade

O consumo de alimentos ultraprocessados, excesso de bebidas alcodlicas, tabagismo e o
sedentarismo estdo diretamente ligados ao aumento do nimero de pessoas com diabetes mellitus tipo
Il e a prevaléncia crescente desta doenca esta a tornar-se uma grande preocupacao de sadude publica,
apresentando um problema de salde emergente nas sociedades ocidentais.

As DCV, danos renais e neuropatia (disturbio neurolégico) sdo a principal causa de elevadas taxas
de mortalidade entre os individuos com diabetes (Dirir et al., 2021). Uma abordagem terapéutica para
o tratamento da diabetes € diminuir a hiperglicemia pds-prandial através da inibicdo de enzimas
digestivas como o-glucosidase e a a-amilase pois sdo responsaveis pela digestdo de hidratos de
carbono complexos, convertendo-os em monossacarideos simples facilmente digeriveis, como a
glicose (Lopes et al., 2019). Estas enzimas desempenham o seu papel em diferentes partes do
organismo nos mamiferos. A a-glucosidase € uma enzima intestinal ligada & membrana epitelial do
intestino delgado que catalisa a etapa final do processo digestivo dos hidratos de carbono em glicose,
enquanto a a-amilase € uma enzima que participa na digestdo de duas formas, uma produzida nas
glandulas salivares e outra produzida no pancreas, catalisando a hidrolise do amido que o transforma
em moléculas de aglcares mais simples como a glicose e a maltose (Assefa et al., 2019; Lopes et al.,
2019).

Atualmente, alguns inibidores sintéticos de ambas as enzimas, tais como a acarbose, o miglitol e o
voglibose sdo amplamente utilizados em clinicas para controlar os niveis de glucose no sangue dos
pacientes, contudo, podem causar sintomas gastrointestinais negativos. Neste sentido, a comunidade
cientifica tem vindo a procurar novos compostos naturais com propriedades antidiabéticas de forma a
superar qualquer resisténcia desenvolvida pelos pacientes aos medicamentos atualmente utilizados.
Idealmente, a descoberta de inibidores das enzimas a-glucosidase ¢ a a-amilase a partir de materiais
naturais, tais como matrizes alimentares, sera muito Gtil no desenvolvimento de novos medicamentos
antidiabéticos para o tratamento da diabetes e das suas complicacfes (Li et al., 2010).

Neste trabalho, as matrizes, as suas torras, as bebidas produzidas e as bebidas comerciais (CF e
CEV) foram analisados quanto as suas capacidades como inibidores das enzimas a-glucosidase e o-
amilase com o intuito de provar o seu potencial na prevencdo de DCV. Esta capacidade de inibigdo
pode ser avaliada através do valor de ICso, que é definido como o valor da concentragdo de um
inibidor necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica.

4.3.1. Inibicdo da a-Glucosidase

As amostras em estudo foram analisadas quanto a sua capacidade para prevenir a clivagem de
hidratos de carbono complexos, através da avaliagdo dos seus efeitos na atividade da enzima o-
glucosidase. Globalmente, todos os extratos foram capazes de inibir a a-glucosidase de forma
dependente da dose, como pode ser observado na Figura 33, com os respetivos valores de 1Cso que se
encontram representados na Tabela 26. No Anexo G.1 encontram-se os graficos independentes das
amostras analisadas.
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Figura 33. Inibi¢do da a-glucosidase pelos extratos analisados: A) Bolota e B30; B) Alfarroba, A30 e A10; e C) Bebidas —
B1, B2 e B3. Os resultados mostram a média + SEM de trés experiéncias, realizadas em triplicado, para as amostras do
grafico B e média + SD de pelo menos trés experiéncias independentes para as restantes amostras dos graficos A e C.

Tabela 26. Inibicdao da a-glucosidase pelos extratos analisados e pela acarbose (controlo positivo).

1Cso (Mg/mL)
Acarbose 304 + 37°
Bolota 5,36 + 0,66°
B30 10,5 +0,4°
Alfarroba 91,9+17,4°
A30 217 + 411
Al10 132 £ 12°¢
Bl 79,6 £ 3,4°¢
B2 53,8 + 16,2¢
B3 79,8 £ 12,5%¢

Letras superiores a linha diferentes correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
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Nos trés graficos representados (Figura 33) é possivel ver o efeito de inibicdo de diferentes
concentracdes dos extratos das amostras sélidas (graficos A e B) e das bebidas desenvolvidas (grafico
C) sobre a a-glucosidase. De todas, a bolota foi a amostra que mais se destacou pela positiva,
mostrando um maior efeito inibidor sobre esta enzima, com um ICso = 5,36 £ 0,66 pg/mL, sendo mais
de 50 vezes inferior ao valor encontrado para o controlo positivo acarbose com ICsy = 304 + 37
pg/mL. As restantes amostras obtiveram também valores bastante inferiores aos da acarbose, sendo
que a alfarroba e as suas torras foram as Unicas com valores de ICsp mais proximos aos obtidos para
este controlo positivo.

Relativamente as matrizes cruas, a bolota obteve uma maior capacidade de inibigdo sobre a a-
glucosidase, tendo obtido um valor de ICs cerca de 16% mais baixo comparativamente a alfarroba (p<
0,05). Entre as matrizes cruas e as respetivas torras, a bolota e a B30 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, assim como a alfarroba e a A10, contudo isso ndo aconteceu entre a
alfarroba e a A30 (p< 0,05). Desta forma, notou-se que neste caso a A30 (217 + 41 ug/mL) obteve um
valor maior comparativamente a A10 (ICso= 132 + 12 pg/ mL) e a alfarroba crua (ICsp= 91.9 £ 17,4
Hg/ mL), constatando-se que tanto o processo de torra influenciou a capacidade de inibi¢do do extrato
para com a enzima a-glucosidase, sendo que quanto maior a temperatura de torra desta matriz, maior a
perda da sua capacidade de inibicéo.

Curiosamente, ndo existem muitos estudos sobre o efeito inibitério da bolota e da alfarroba para
com esta enzima, contudo, um estudo realizado por Giivenalp et al. (2016) investigou a atividade
inibitdria de extratos metandlicos de bolota da espécie Quercus robur L., tendo sido reportado um
valor de 1Cso = 7,1 pg/mL, bastante proximo ao obtido neste trabalho para esta matriz (ICso = 5,36 +
0,66 pg/mL). Por outro lado, Qasem et al. (2018) reportaram um valor de 1Cso = 97,13 pug/mL para um
extrato de polpa de alfarroba previamente extraido com metanol, um valor igualmente préximo ao
obtido neste trabalho (ICso=91,9 + 17,4 pg/mL).

No que diz respeito as bebidas produzidas, também revelaram uma atividade inibitoria bastante
forte contra a a-glucosidase, um pouco mais eficazes que a acarbose. Nas trés bebidas verificou-se que
as diferencas ndo sdo estatisticamente significantes, visualizando-se também na quase sobreposi¢do
das suas curvas de dose-resposta.

O CF e a CEV foram também analisados, sendo que ndo apresentaram qualquer atividade
inibitoria sobre a a-glucosidase para as concentracfes testadas, provando que as bebidas produzidas
sdo claramente mais eficazes do que um café normal e do que uma cevada na inibi¢cdo desta enzima.

A partir destes resultados, pode-se prever que todas as amostras estudadas em relagdo as matrizes
e as bebidas confecionadas possuem um valor previsto de atividade para a inibi¢ao da a-glucosidase
muito maior em relacdo ao controlo positivo acarbose. Estes resultados sdo interessantes, tendo em
vista 0s poucos estudos acerca destas matrizes e o seu potencial uso em produtos como substituto de
café. Neste sentido, a inibi¢do da o-glucosidase é um dos mecanismos envolvidos no efeito
hipoglicémico da bolota e da alfarroba, assim como das bebidas preparadas.

4.3.2. Inibicao da a-Amilase

A a-amilase (derivada do pancreas de porco) foi outra enzima utilizada para avaliar o potencial
das amostras estudadas em suprimir a hiperglicemia pés-prandial, através da sua capacidade de
inibigdo. Ao contrario do que se observou na a-glucosidase, a maioria dos extratos mostraram muito
pouca ou nenhuma atividade de inibi¢do para a a-amilase.
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Os gréficos das curvas de dose-resposta obtidos estdo representados no Anexo G.2, sendo que se
pode observar que ndo foi possivel atingir valores de ICso para nenhuma amostra em estudo, contudo
obteve-se um valor de 1Cs= 913 pg/ mL para a acarbose (controlo positivo), o que significa que o
ensaio realizado funciona.

Entre todas as amostras analisadas, a bolota e a B30 foram as que mostraram algum efeito
inibitério na atividade desta enzima para a concentragcdo mais alta testada, de 1 mg/ mL, com uma
percentagem de inibicdo de 44,5 + 8,5% e 38,6 + 15,1%, respetivamente. A alfarroba, a A30 e a A10
mostraram um ligeiro aumento da inibicdo da enzima a concentra¢cdes mais altas, sendo que esta
capacidade diminuiu com o aumento do grau de torra. As bebidas preparadas e o CF e CEV néo
mostraram qualquer atividade de inibic&o.

Na literatura, ndo foram encontradas informagdes sobre a capacidade de inibi¢ao da a-amilase por
parte de qualquer espécie de bolota, porém, um estudo realizado por Qasem et al. (2018) testou a
inibicdo desta enzima com extratos de polpa de alfarroba, comprovando a sua potencial capacidade de
inibicdo com um valor de 1Cso= 92,99 pg/ mL. Estes extratos foram obtidos através de uma extracao
por Soxhlet com metanol, sendo posteriormente determinada a inibicdo pelo método colorimétrico
com o agente colorante DNS. A distin¢do no tipo de extracdo entre o ensaio efetuado neste trabalho e
do estudo dos autores Qasem et al. (2018) pode explicar a diferenca de resultados relativamente a esta
andlise.

Com isto, é possivel aferir que os extratos preparados revelaram ndo ter muita capacidade de
inibi¢do da enzima o-amilase, no entanto é essencial realizar estudos adicionais de forma a testar
diferentes solventes e técnicas de extracdo de forma verificar se conseguem atingir uma maior inibigdo
desta enzima.

O estudo das correlacbes de Pearson estd representado no Anexo H, onde estdo presentes duas
tabelas que apresentam as correlagdes entre todas as amostras e todas as anélises efetuadas no presente
trabalho.

Em relagdo as amostras solidas nota-se uma correlacdo bastante positiva entre a inibi¢do da
enzima o-glucosidase e os minerais estudados, para o potassio (r = 0,821), sédio (r = 0,886), magnésio
(r = 0,840), célcio (r = 0,893), assim como também para o racio Na/K (r = 0,767) e racio Ca/Mg (r =
0,890) e para o teor de sal (r = 0,779); existe também uma correlacéo forte positiva entre a inibi¢do da
enzima e o teor de fibras insolaveis (r = 0,917), sendo que quando o teor de fibras aumenta, aumenta
igualmente o valor de 1Cso e diminui a capacidade de inibicdo da enzima. Em contrapartida, existe
uma correlacdo negativa entre a inibi¢do da enzima a-glucosidase e o teor de lipidos (r = -0,815) e
proteinas (r = -0,703). Em relagdo aos produtos da reacdo de Maillard, esta enzima tem uma
correlacdo negativa com todos os comprimentos fixos, 280 nm (r = -0,519), 294 nm (r = -0,465), 360
nm (r = -0,860) e 420 nm (r = -0,878), sendo que quanto mais produtos de Maillard se formam mais
baixa é a inibigdo da enzima. Isto pode ser também evidenciado pela correla¢do positiva que a enzima
a-glucosidase tem com os AGEs (r = 0,927) e os taninos condensados (r = 0,835).

Nas bebidas, existem duas correlagfes fortes entre a enzima a-glucosidase e as proteinas (r =
0,789) e fibras (r = 0,807) e tal como nas amostras sélidas. Esta enzima tem uma correlagdo forte
negativa com todos os comprimentos fixos dos produtos da reacdo de Maillard, 280 nm (r = -0,779),
294 nm (r = -0,801), 360 nm (r = -0,808) e 420 nm (r = -0,792). Os valores de 1Cs para esta enzima
podem ser explicados também devido & correlacdo negativa forte com os TPC (r = -0,787) e os TFC (r
= -0,876), uma vez que os compostos fendlicos sdo inibidores enzimaticos e é preciso uma
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concentracdo de extrato mais pequena para inibir a enzima (Moreira, & Mancini-Filho, 2004). A
correlagéo entre esta enzima e os taninos foi positiva indicando a influéncia negativa destes compostos
na inibi¢do da enzima (r = 0,793).

Também existem diversas correlacBes entre os compostos fendlicos, atividades de sequestro de
radicais e produtos da reacdo de Maillard. Nas amostras sdlidas, observaram-se correlagbes bastante
positivas entre os teores de TPC e compostos de Maillard a 280 nm (r = 0,962), 294 nm (r = 0,942),
360 nm (r = 0,967) e a 420 nm (r = 0,955), sendo 0s compostos da reacdo de Maillard podem interferir
com o ensaio de Folin-Ciocalteu, o que resulta em valores de TPC maiores. Como era previsto, existe
também uma forte correlacdo entre os valores de TPC e ABTS™ (r = 0,889) e entre o DPPH" (r =
0,893), o que significa que quando uma amostra tem alto teor em compostos fendlicos, apresenta uma
capacidade maior de sequestro do radical ABTS™ e DPPH'. Contudo, nas bebidas néo se observaram
estas correlagGes positivas, pelo que pode ser explicado pelo facto da parte solavel que é extraida com
agua quente pode ndo ser a mais bioativa e para além disso pode haver efeitos antagdnicos ou
sinergéticos entre 0s compostos quando se misturam as amostras.

4.4. Andlise sensorial heddnica

A andlise sensorial efetuada as bebidas funcionais preparadas (B1, B2 e B3) teve como objetivo
avaliar ndo s6 a opinido dos provadores relativamente as caracteristicas organoléticas das bebidas, mas
também a aceitacdo dos mesmos e a potencial intencdo de compra face aos produtos desenvolvidos.
Esta analise foi estudada por um método da escala heddnica que analisa a preferéncia dos
consumidores por determinados produtos por meio de uma avaliacdo que contém uma escala de
respostas previamente estabelecida.

Esta prova sensorial contou com a participacdo de 20 pessoas, de forma andnima, 65% do sexo
feminino e 35% do sexo masculino. Destes participantes, a maioria tinha idades entre 20 a 30 anos
(40%) e 31 a 40 anos (35%), sendo que apenas 20% tinha entre 41 a 50 anos e apenas um com menos
de 20 anos (Figura 14, Anexo |).

No inquérito realizado, as trés bebidas foram apresentadas como substitutos de café, sendo
avaliadas diversas caracteristicas relacionadas com a aparéncia, com o aroma e com o sabor, onde 0s
provadores puderam selecionar as que fossem mais de acordo com as suas preferéncias pessoais.

Nas Figuras 34, 35 e 36 estdo representados 0s resumos das respostas obtidas para as bebidas B1
(aazul), B2 (a laranja) e para a B3 (a vermelho), respetivamente.
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17 (85%)

10 (50%)
9 (45%)

8 (40%)

6 (30%)

9 (45%)

7 (35%)

4 (20%)
7 (35%)

Figura 34. Resumo das respostas dadas a aparéncia (A), aroma (B) e sabor (C) da B1.

Relativamente a aparéncia, a B1 foi descrita como tendo uma coloragdo castanha por 85% dos
provadores, também com alguma coloragdo amarelada e vermelha, homogénea e aguada. Quanto ao
aroma a maioria dos provadores considerou o aroma agradavel (40%) e pouco intenso (30%), mas
também um aroma bastante tostado (45%). Em termos de sabor consideraram esta bebida doce (35%),
mas com um sabor pouco intenso (35%). Cerca de 30 % também achou a bebida amarga e agradavel
(20%) com sabor a frutado (25%). No entanto, apenas 10% identificou a bebida adstringente e com
sabor a café.
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Aparéncia A

20 respostas

Coloragéo acastanhada 19 (95%)
Coloragdo amarelada
Coloragao avermelhada

Homogéneo

Aguado

Presenca de precipitado 4 (20%)

Apresenta corpo/densidade 4 (20%)

0 5 10 19 20

Aroma B

20 respostas

Aroma intenso 5 (25%)

Aroma agradavel 6 (30%)
Aroma pouco intenso
Aroma a café 7 (35%)

Aroma queimado
Aroma tostado
Aroma adocicado
Torrado

Acido 1(5%)

Sabor C

20 respostas

Sabor doce
Sabor amargo 11 (55%)
Sabor acido
Sabor intenso
Sabor agradavel

Sabor pouco intenso

Sabor adstringente
Sabor café
Sabor frutado
Sabor torrado
Sabor queimado 2 (10%)
0,0 25 5,0 7.5 10,0 12,5

Figura 35. Resumo das respostas dadas a aparéncia (A), aroma (B) e sabor (C) da B2.

Quanto a amostra B2, 95% dos provadores consideraram que a bebida tinha uma coloragdo
acastanhada. O aspeto final da bebida era homogéneo e aguado segundo 35% e 10% dos provadores,
respetivamente, e 20% consideraram que havia presenca de algum precipitado assim como que a
bebida apresentava corpo/densidade. Em relacdo ao aroma cerca de 35% detetaram o aroma a cafe,
assim como aroma a tostado (30%), achando a bebida agradavel (30%). O sabor foi destacado como
amargo (55%), apresentando também um sabor a café (35%) e a torrado (30%).

85



L
I s e Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto

Aparéncia A

20 respostas

Coloragéo acastanhada 15 (75%)

Coloragdo amarelada

Coloragdo avermelhada 4 (20%)
Homogéneo 8 (40%)
Aguado

Presenca de precipitado

Apresenta corpo/densidade

Aroma B

20 respostas

Aroma intenso
Aroma agradavel
Aroma pouco intenso
Aroma a café 5(25%)

Aroma queimado
Aroma tostado

Aroma adocicado 8 (40%)

Sabor C

20 respostas

Sabor doce
Sabor amargo
Sabor acido

14 (70%)

Sabor intenso

Sabor agradavel
Sabor pouco intenso
Sabor adstringente
Sabor café

Sabor frutado

Sabor torrado

Sabor queimado
Sabor residual intenso

4 (20%)

7 (35%)

Figura 36. Resumo das respostas dadas a aparéncia (A), aroma (B) e sabor (C) da B3.

No que diz respeito a B3, 75% dos provadores consideraram que apresentava uma coloracao
acastanhada, mas também avermelhada (20%) e com um aspeto bastante homogéneo (40%) e aguado
(35%). Apenas 15 % verificou a presenca de precipitado assim como de corpo/densidade na bebida.
Em relacdo ao aroma, este foi considerado intenso (45%), adocicado (40%) e agradavel (30%). Em
termos de sabor ndo houve qualquer duvida pois 70% considerou que a bebida tinha um sabor doce,
adicionalmente também consideraram a bebida com sabor a frutado (35%) contendo um sabor no fim
agradavel (25%).

Os pardmetros de aparéncia, aroma e cheiro foram também avaliados através da atribuigdo de uma
nota dada a cada um entre 1 e 9, assim como uma nota de 1 a 9 em relacdo a aceitacdo global e a
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intencdo de compra (1 a 5) pelos participantes, para cada bebida individualmente. As médias destes
resultados encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27. Médias das respostas dadas pelos participantes as notas de cada parédmetro organolético (aparéncia, aroma e

sabor) e da aceitacéo global e intencéo de compra de bebida.

B1 B2 B3
Aparéncia [0-9] 5,85+ 1,66 6,15+ 1,93 6,15+ 1,69
Aroma [0- 9] 545+1,76 530+1,72 5,55 +1,96
Sabor [0-9] 5,00+1,75 515+ 1,69 5,35+ 2,06
Aceitacdo global da
bebida 515+1,76 535+1,73 545+199
[1-9]
Intencéo de compra
+ + +
da bebida [1- 5] 2,45+ 1,00 2,35+ 0,99 2,70 £1,03

N&o ha diferencas significativas para nenhum dos parametros (p > 0,05).

Escala: [0— 9]: 9 - Gostei extremamente; 8 - Gostei muito; 7 - Gostei moderadamente; 6 - Gostei
ligeiramente; 5 - Ndo gostei nem desgostei; 4 - Desgostei ligeiramente; 3 - Desgostei moderadamente; 2 -
Desgostei muito; 1 - Desgostei extremamente. Escala: [1- 5]: 5 - Com certeza compraria; 4 - Provavelmente
compraria; 3 - Nao sei; 2 - Provavelmente ndo compraria; 1 - Com certeza ndo compraria.

Pela analise da tabela 27, podemos verificar as preferéncias dos provadores a nivel geral para cada
bebida dada a degustar de forma individual. Quanto a aparéncia todas as amostras se aproximam da
nota 6 “’gostei ligeiramente’’, 0 que significa que os provadores gostaram apenas ligeiramente de uma
forma geral da aparéncia das bebidas, mas € de notar que a B1 teve uma pontuagdo mais baixa, sendo
que gostaram mais do aspeto da B2 e B3. Ja no caso do aroma, do sabor e da aceitacdo global sdo
todos proximos de 5 ©> Ndo gostei nem desgostei °, o que signhifica que os provadores se sentiram
mais indiferentes relativamente a estes trés parametros. No entanto gostaram mais do aroma e do sabor
de bebida B3, tendo tido esta uma pontuacdo média mais alta relativamente as restantes.

Nas Tabelas 28, 29 e 30 pode-se observar as correlacdes entre os diferentes parametros analisados
paraa B1, B2 e B3, respetivamente.
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Tabela 28. Correlagdo entre os diferentes parémetros analisados para a B1.

Matriz de correlagdo inter-item

Bl

Aparéncia Aroma Sabor Aceitagao Intengdo de
global compra
Aparéncia 1,00 0,671 0,706 0,801 0,645
Aroma 0671 1,00 0,667 0,760 0,597
Sabor 0,706 0,667 1,00 0,927 0,845
Aceltagdo 0,801 0,760 0,927 1,00 0,830
global
Intengsio 0,645 0,597 0,845 0,830 1,00
de compra

De acordo com os resultados da Tabela 28, é possivel observar que existe uma correlagdo alta
entre a aceitagdo global e os atributos de aparéncia, aroma e sabor, sendo que o sabor obteve a
correlagio mais alta das trés, seguido da aparéncia e por fim o aroma. E possivel também analisar que
tanto a aceitacdo global como a intencdo de compra tém ambas uma correlagdo mais alta com o sabor,
sendo os provadores gostaram mais do sabor desta bebida relativamente aos restantes atributos.

Tabela 29. Correlacao entre os diferentes parametros analisados para a B2.

Matriz de correlacdo inter-item

B2 Aceitacao Intencdo de
Aparéncia Aroma Sabor ¢ ¢
global compra
Aparéncia 1,00 0,764 0,509 0,537 0,524
Aroma 0,764 1,00 0,670 0,708 0,523
Sabor 0,509 0,670 1,00 0,971 0,753
Aceitagao 0,537 0,708 0,971 1,00 0,727
global
Intengao 0,524 0,523 0,753 0,727 1,00
de compra

Na B2, observa-se que existe uma forte correlagdo entre o0 aroma e a aparéncia, mas existe uma
correlacdo ainda mais forte entre o sabor e a aceitacdo global, sendo que os provadores voltaram a
preferir o sabor a todos os outros atributos, em termos de aceitacdo global e também de intencéo de
compra.
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Tabela 30. Correlacao entre os diferentes parametros analisados para a B3.

Matriz de correlagdo inter-item

B3

Aparéncia Aroma Sabor Aceitagao Intengdo de
global compra
Aparéncia 1,00 0,592 0,769 0,761 0,810
Aroma 0,592 1,00 0772 0,744 0,607
Sabor 0,769 0,772 1,00 0,976 0,821
Aceltagdo 0761 0744 0,976 1,00 0815
global
Intencao 0,810 0,607 0,821 0815 1,00
de compra

Por fim, na B3 a correlagdo maior entre os parametros foi entre o sabor e a aceitacdo global
seguido da correlacdo entre o sabor e a intengdo de compra. Por outro lado, observa-se também uma
forte correlacéo entre a intengdo de compra e a aparéncia da bebida, sendo que neste caso a aparéncia
foi um dos fatores chave para os provadores terem escolhido uma alta inteng&o de compra.

Em suma, a nivel de aceitacdo global os participantes preferiram a bebida B3 (mais doce), detendo
também de uma inten¢do de compra mais alta, seguido da B2 (mais amarga) e por ultimo a B1 (nem
muito doce nem muito amarga), no entanto a inten¢do de compra foi ligeiramente maior para a B1 do
gue para a B2.

No final da avaliacdo individual realizada as caracteristicas de cada bebida foi também
questionado aos provadores se as bebidas necessitariam de ser adogadas. A nivel global os provadores
acharam que ndo havia muita necessidade de as bebidas serem adogadas e a bebida que obteve mais
votos para ser adogada foi a B2 (20%), seguida da B1 com (15%), sendo que para a B3 ndo houve
ninguém a achar que precisaria de se adicionar agucar. Consequentemente, como era expectavel, a B3
obteve 95% dos votos em que ndo precisaria de ser adogada e na B2 metade dos provadores acharam
que poderiam adogar mais a bebida, sendo que 30% mostraram-se indecisos quanto a esta questéo.
Complementarmente, 60% dos provadores afirmaram que a B1 néo precisaria de ser adocada e 15%
escolheram que talvez fosse necessario.

Neste inquérito realizado foram recolhidas outras informac@es adicionais relativas ao consumo de
café e de substitutos de café por parte dos provadores. De todos o0s que participaram, cerca de 80% era
consumidor de café e cerca de 81,3% revelou ndo adogar o café, o que significa que grande parte dos
que consumem café possivelmente teriam preferéncia por um café mais amargo. Por outro lado, a
maioria dos participantes costuma consumir café diariamente, cerca de 81,3%, e 12,5% consome duas
a trés vezes por semana. Constatou-se igualmente que pouco mais de metade (55%) dos participantes
consome bebidas alternativas ao café, tendo preferéncias pela cevada, café com leite e cappuccino,
sendo que apenas 27,3% consome estas bebidas diariamente.

No fim, realizou-se uma Ultima questdo sobre se comprariam ou ndo uma bebida funcional
substituta de café, pelo que apenas metade respondeu que sim e 30% permaneceu na ddvida, o que
significa que ainda existe alguma preferéncia pelo consumo de bebidas com cafeina ou ainda pouca
abertura por parte dos consumidores para ingerirem produtos alternativos. Contudo, na globalidade, as
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bebidas desenvolvidas mostraram ter boas caracteristicas organoléticas, algumas até semelhantes a um
café, mas ndo obtiveram grande aceitacdo por parte dos participantes, sendo que é essencial no geral
melhorar a aparéncia, 0 aroma e o sabor das bebidas.
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5. Conclusoes

As DCV em particular as doengas cardiacas isquémicas e os AVC, sdo a principal causa de
mortalidade global constituindo um importante obstaculo ao desenvolvimento humano sustentavel.
Neste sentido, a melhor forma de prevenir as DCV é controlar e diminuir os fatores de risco com a
adocdo de medidas preventivas a estilos de vida mais saudaveis. De entre as propostas de inovacao
alimentar a favor da salde humana e da sustentabilidade do sistema produtivo, salientam-se as linhas
de investigacdo com foco na procura de novas fontes alimentares ou no desenvolvimento de
estratégias de valorizagdo e aproveitamento das mesmas. Deste modo, recursos naturais tais como a
bolota e a alfarroba apresentam-se como uma fonte alimentar alternativa bastante atraente, nativa de
Portugal, com claros beneficios nutricionais e ecoldgicos.

O presente trabalho teve como principal objetivo desenvolver e analisar um substituto de café
funcional a partir do processamento das nozes das bolotas e da polpa de alfarrobas, de forma a
verificar as suas propriedades nutricionais e validar os seus potenciais beneficios na prevengdo de
DCV.

Os resultados referentes a composi¢do quimica e nutricional das amostras sélidas mostraram que
tanto a bolota como a alfarroba e as respetivas torras, possuem altos teores em fibras insollveis, cerca
de 19,0 = 2,5% para a bolota e 31,3 + 4,0% para a alfarroba, valores mais altos comparativamente aos
encontrados em outros frutos secos como a castanha, a améndoa e a aveld. No entanto, possuem baixo
conteudo proteico e lipidico e alto teor em acUlcares, nomeadamente a alfarroba (24,8 + 0,5%) que se
destacou em relacdo a bolota (5,42 + 0,52%). Apesar do baixo teor em proteinas, observou-se que
apenas uma pequena percentagem (2 — 3%) das proteinas totais sdo proteinas sollveis em todas as
amostras analisadas. Averiguou-se também que a torra pouco alterou a composi¢do quimica e
nutricional destas amostras sélidas, sendo que se notou que 0 aumento da temperatura durante o
processamento fez com que as matrizes perdessem o teor em agucar na sua composi¢do, devido a
degradac&o térmica dos mesmos durante o processamento térmico.

Em relagdo a composigao quimica e nutricional das bebidas funcionais desenvolvidas, concluiu-se
que nao houve diferencas significativas entre os valores obtidos para os lipidos e para as fibras
insollveis. Por outro lado, a B2 (maioritariamente constituida por bolota, que também tem um mais
baixo contetdo em proteina) apresentou um teor em proteinas sollveis inferior a B1 e B3. Quanto aos
acucares as bebidas produzidas mostraram ter mais contelldo em agUcar comparativamente ao CF
analisado. No entanto, as bebidas mostraram ter niveis de proteina e fibras semelhantes a um café
normal.

Na andlise ao conteido mineral presente nas amostras, averiguou-se que a nivel geral as
amostras de alfarroba contém maiores teores de célcio, potassio, magnésio e sodio quando comparado
com a bolota. No entanto, concluiu-se que as bebidas pouco contribuem para a ingestdo diaria de
minerais, devido aos seus baixos teores nos minerais analisados, mas poderdo ser incluidos numa
alimentacdo diversificada. Contudo, a B3 foi a bebida que apresentou maior contetdo mineral na sua
composicdo e apresentou também teores em calcio, magnésio e sédio superiores ao CF e a CEV. Os
teores de sal presentes em todas as amostras foram inferiores & dose maxima recomendada (5 g/dia) e
na globalidade tendo em conta os racios obtidos, estes encontram-se dentro de uma gama razoavel dos
valores recomendados, o que significa que ndo se encontram associados a um maior risco de
desenvolver DCV.
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A nivel cal6rico, as trés bebidas apesar de terem apresentados valores energéticos superiores ao
CF e CEV analisados, continuam a ser consideradas muito pouco cal6ricas, 0 que ajuda a reduzir o
risco de DCV quando consumidas.

No que concerte a atividade antioxidante, constatou-se que a nivel geral todas as amostras
apresentam uma alta capacidade antioxidante. Em relacdo aos compostos fendlicos analisados,
verificou-se que tanto as amostras sdlidas como as bebidas desenvolvidas s&o constituidas
maioritariamente por flavonoides, apresentando menor quantidade em taninos condensados. Neste
sentido, verificou-se que com a torra da bolota (B30) e com o aumento das torras efetuadas a alfarroba
(A30 e A10), o teor destes compostos aumentou relativamente as respetivas matrizes cruas, sendo que
a B30 foi a que obteve um valor maior, cerca de 2729 + 22 mg EAG /100 g. Em relagdo ao TFC, todas
os valores obtidos das amostras solidas mostraram ndo ter diferencgas estatisticamente significativas, o
que significa que ndo houve formacao de novos compostos flavonoides com a torra das matrizes. No
entanto, nota-se um aumento do teor de taninos nas amostras torradas, devido presumivelmente a
formacdo de compostos antioxidantes da reagdo de Maillard. Quanto aos resultados obtidos para as
bebidas funcionais, verificou-se que B2 ¢é a bebida funcional com maior teor em compostos fenolicos,
seguido da B1 e por ultimo a B3, tendo todas valores superiores aos obtidos para a CEV.

Relativamente aos produtos da reacdo de Maillard, verificou-se ligeiras alteracfes no perfil dos
espetros medidos antes e ap0s a torra, 0 que significa que ocorreram mudangas nos produtos formados
durante o processamento térmico. Através da andlise do indice de acastanhamento, dos produtos
intermediérios e dos compostos da fase final da reacéo, constatou-se que comparando as torras, a B30
foi a que mostrou uma maior quantidade de compostos de cor (acastanhamento), e também de outros
produtos formados pela reagdo, como os produtos intermediarios e os produtos finais como as
melanoidinas. No que diz respeito as bebidas funcionais, os resultados mostraram gque na generalidade
estas apresentam menos produtos formados pela reacdo de Maillard em comparacdo com o CF e a
CEV. Segundo os AGEs identificados nas amostras, concluiu-se que conteldo de AGEs fluorescentes
nas matrizes foi bastante inferior as amostras torradas, significando que o risco na salde pode
aumentar com 0 aumento da temperatura a que o alimento esta sujeito. Por outro lado, verificou-se
uma correlagdo entre o pH e a formacdo de compostos de Maillard sendo que com o aumento do grau
de torra observou-se uma diminuic¢éo do pH.

Ainda na analise a atividade antioxidante das amostras em estudo, os resultados demonstraram que
0s todos os extratos analisados tém maior capacidade de sequestro do radical ABTS™
comparativamente ao radical DPPH". A bolota (2,86 + 0,11 mg ET/100 g) foi a matriz que apresentou
maior poder antioxidante para esta analise, sendo que as bebidas desenvolvidas obtiveram valores
superiores aos encontrados para o CF. Os valores de 1Cso encontrados para a atividade de sequestro do
radical ABTS™" foram muito bons em todas as amostras, sendo os da bolota e da B30 os mais préximos
ao alcancado para o trolox (controlo positivo). Adicionalmente, concluiu-se que com o aumento do
grau de torra o valor de 1Cso diminuiu, o que leva a uma maior capacidade antioxidante da amostra,
aferindo que neste caso as amostras torradas ganharam um maior potencial antioxidante com o
processamento.

No estudo efetuado a bioatividade, todas as amostras mostraram 0s seus potenciais como agentes
antidiabéticos, uma vez que os extratos mostraram uma forte inibigdo da a-glucosidase em
comparagdo com a acarbose (controlo positivo). De todas, a bolota foi a amostra que mais se destacou
pela positiva, mostrando um maior efeito inibidor sobre esta enzima, com um ICso = 5,36 + 0,66 pg/
mL e as bebidas apresentaram um ICso = 79,6 £ 3,4 ug/ mL para a B1, ICso = 53,8 + 16,2 ug/ mL para
aB2elICs =798+ 12,5 ug/ mL para a B3. Por outro lado, ndo foram registadas quaisquer inibigdes
para a a-amilase.
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Através da andlise sensorial realizada, concluiu-se que os provadores tiveram mais preferéncia
pela bebida B3 (mais doce), de seguida da B2 (mais amarga) e por ultimo a B1 (nem muito doce nem
muito amarga). Apesar de os provadores terem mostrado que ndo tinham muita intencdo de comprar
alguma das bebidas, a B3 foi a que obteve um valor maior.

Como trabalho futuro, sugere-se essencialmente melhorar o produto final de forma a otimizar as
suas caracteristicas organoléticas com maior impacto na intengdo de compra: aparéncia e sabor. Tendo
em conta os consumidores de café também se pretende desenvolver uma bebida mais parecida com o
café nomeadamente em relacdo ao corpo e densidade e que seja possivel preparar como um café
expresso. Também se pretende estudar o tempo de prateleira dos produtos e a sua estabilidade.
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6. Anexos

A — Determinacao das proteinas soluveis totais (Bradford)

A.1 - Curva de calibracdo de BSA

Para a determinacdo das proteinas sollveis pelo método de Bradford foi necessario preparar
solugdes padrdo de BSA de concentracGes entre 0 e 0,5 mg/ mL a partir de uma solu¢do mae de 0,5
mg/ mL em cloreto de sédio (NaCl).

Na Tabela A.1 encontram-se 0s valores e as respetivas médias das absorvancias medidas a 595 nm
das solugdes padrédo de BSA e na Figura A.1 a respetiva curva de calibragéo.

Tabela A 1. Valores da concentracao e das absorvancias medidas a 595nm das solugdes padréo de BSA.

ncentracdo BSA i
Concentragéo BS Absorvancia

(mg/mL)
0 0,526
0,025 0,580
0,05 0,627
0,1 0,731
0,2 0,861
0,3 0,989
0,4 1,11
0,5 1,29
BSA
1.4
]
2 e
........ o
1 R
= P
=08, e
| I 9.
é 0.6 .'_..‘"'
0.4
0.2
0
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Figura A 1. Curva de calibragéo da absorvancia em funcao da concentracéo das solugdes padrao de BSA.
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B — Determinacéo dos acucares totais

B.1 - Curva de calibracgéo de glicose

A partir de uma solucédo de glicose em etanol 80% (1 mg/ mL), foram preparados varios padrdes
com diferentes concentracdes para obtencdo da curva de calibracdo, ajustada por regressao linear. Os
valores e as respetivas médias das absorvancias medidas a 490 nm das solugfes padrédo encontram-se
representados na Tabela B.1 e a respetiva curva de calibracdo na Figura B.1.

Tabela B 1. Valores da concentracdo e das absorvancias medidas a 490nm das solu¢des padrao de glicose.

Concentracéo .
. Absorvancia
Glicose (mg/L)
100 0,192
200 0,298
300 0,504
400 0,939
500 1,05
600 1,11
700 1,46
800 1,56
1000 2,17
Glicose ¥ =0,0022x-0,0745
R*=0,9805
b
0 _ Y
.
0
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracio glicose (mg/mL)

Figura B 1. Curva de calibragédo da absorvancia em fungdo da concentracao das solugdes padrao de glicose.
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C — Determinacgéao do teor de minerais
C.1 - Curvas de calibracéo para a determinac¢ao dos minerais (Ca, K, Mg e Na)

As solucBes padrdo dos minerais (Ca, K, Mg e Na) foram lidas por absorcdo atémica com
atomizacgdo por chama a comprimentos de onda do espectrémetro: 422,7 nm para Ca, 766,5 nm para
K, 285,2 nm para Mg e 589,6 nm para Na.

Na Figura C.1 estdo representadas as respetivas curvas de calibracdo de cada solugdo padréo
utilizadas para a determinacao do contetido mineral nas amostras analisadas.

Calcio (Ca) v =4E-05x2 + 0,0012x - 0,0003 Potassio (K) ¥ =0,2266x+0,0159
R2=0,9986 R*=0,9928
0.07 0.8
0.06 0
® . [ ]
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z 2 04
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Figura C 1. Curvas de calibracdo da absorvancia em fungdo da concentracdo das solugbes padrao: A) Célcio (Ca); B)
Potassio (K); C) Magnésio (Mg); e D) Sodio (Na).
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D — Determinacéo do teor de taninos condensaveis
D.1 - Curva de calibracéo de catequina

Na determinacdo do teor de taninos condensaveis presentes nas amostras, preparou-se solucoes
padrdo de catequina, utilizando um intervalo de concentracbes de 0 a 100 mg/L, a partir de uma
solucdo mée de 100 mg/L efetuando-se diluicdes usando como solvente gua ultrapura.

Na Tabela D.1 encontram-se os valores e as respetivas médias das absorvancias medidas a 500 nm
das solugdes padrédo de catequina e na Figura D.1 a respetiva curva de calibracéo.

Tabela D 1. Valores da concentracdo e das absorvancias medidas a 500nm das soluc¢des padréo de catequina.

Concentracao .
; Absorvancia
catequina (mg/L)
0 0,0343
0,5 0,0530
1 0,0537
2 0,0613
5 0,0913
10 0,138
25 0,289
50 0,475
100 0,808
Catequina T e
0.9000
0.8000 .
0.7000 :
0.6000
g 0.5000 .
é 0.4000
fr: o
0.3000 .
0.2000 . ‘
0.1000 .“._."
0.0000
0 20 40 60 80 100 120

Concentracdo de Catequina (mg/L)

Figura D 1. Curva de calibracdo da absorvancia em funcéo da concentragéo das solucdes padréo de catequina.
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E — Determinacao do teor compostos fenélicos

E.1 - Curva de calibracao de acido galhico para a determinacdo do teor de fendlicos
totais (TPC)

Para a determinacdo dos compostos fenolicos totais foi preparada uma curva de calibracdo de
acido galhico como padrdo com uma concentracdo de 200 mg/L, usando um intervalo de
concentragdes de 0 a 200 mg/L. As concentragBes e as respetivas médias das absorvancias medidas a
765 nm dos padrBes encontram-se representados na Tabela E.1 e a respetiva curva de calibracdo na

Figura E.1.

Tabela E 1. Valores da concentragdo e das absorvancias medidas a 765 nm das solucdes padréo de acido galico.

Concentracao acido

gélhico (mg/L) Absorvancia

0 0,0425
10 0,0623
25 0,154
50 0,333
100 0,687
150 1,01
Acido Galhico ¥ =0.0067x + 0.0095
R2=0.9974
1.200
1,000 .
5 0.800
r% R
% 0.600 h
2 0.400
=
0.200 .
0.000 *®
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracdo de acido galhico (mg/L)

Figura E 1. Curva de calibragéo da absorvancia em fungdo da concentracao das solugdes padrao de acido galhico.

108



L
Ise Instituto Superior de
Engenharia do Porto

E.2 — Curva de calibragdo de epicatequina para a determinacéo flavonoides totais (TFC)

Na quantificacdo do teor de flavonoides totais preparou-se uma curva de calibracdo num intervalo
de concentragdes de 0 a 300 mg/L a partir de uma solugdo padrdo de epicatequina em agua ultrapura
com uma concentracdo de 300 mg/L. As concentracBes e as respetivas médias das absorvancias
medidas a 510 nm dos padrdes encontram-se representados na seguinte Tabela E.2 e a respetiva curva
de calibragéo na Figura E.2.

Tabela E 2. Valores da concentracdo e das absorvancias medidas a 510 nm das solugdes padrao de epicatequina.

Concentracao Absorvancia
Epicatequina (mg/L)
0 0,0380
15 0,0749
30 0,111
60 0,178
120 0,327
240 0,631
300 0,743
Epicatequina
0.8
S )
0.7 y =0.0024x + 0,0389
R2=10.9989 °.
0.6
§ 0.5
g 0.4
:0; 0.3 .
0.2 '
o .
..
L
0
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentracao epicatequina (mg/L)

Figura E 2. Curva de calibragédo da absorvancia em fungdo da concentracéo das solugdes padrao de epicatequina.
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F — Determinacéo da capacidade antioxidante pelo método de sequestro de
DPPH®'e ABTS™

F.1 - Curva de calibracéo do trolox para o método de sequestro de DPPH*

A curva de calibracdo foi preparada com solucGes de Trolox numa gama de linearidade entre 10 e
100 mg/ mL com &gua ultrapura, através de uma solucdo padrao de 100 mg/L.

Na Tabela F.1 encontram-se as concentracfes e a respetiva percentagem de inibicdo do Trolox
derivadas da medicéo das absorvancias a 517 nm e na Figura F.1 a respetiva curva de calibragéo.

Tabela F 1. Valores da concentracéo e das respetivas percentagens de inibicéo das solucdes padrao de Trolox para DPPH.

e oo
0,010 24,3
0,030 33,1
0,050 47,7
0,080 63,8
0,10 82,5
0,13 90,1

Trolox - DPPH ¥ = 605,58x+17,761

Rz=10,9914
100

90 e
80 .

70
60

% inibicao
(=]

40
30
20
10

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0,12 0.14
Concentragdo Trolox (mg/mL)

Tabela F 2. Curva de calibragdo da percentagem de inibi¢do em fungédo da concentracéo das solugdes padrdo de Trolox
para DPPH.
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F.2 — Curva de calibracéo do trolox para o método de sequestro de ABTS™

Na determinacdo da capacidade antioxidante pelo método ABTS foi efetuada uma curva de
calibracdo preparada com solugdes de trolox numa gama de linearidade entre 0,005 e 0,1 mg/ mL com
agua ultrapura, através de uma solucédo padrdo de 100 mg/ L.

Na Tabela F.2 encontram-se as concentracfes e a respetiva percentagem de inibicdo do Trolox
derivadas da medicéo das absorvancias a 734 nm e na Figura F.2 a respetiva curva de calibrag&o.

Tabela F 3. Valores da concentracéo e das respetivas percentagens de inibicao das solugdes padrdo de Trolox para ABTS.

Concentragéo o (i
Trolox (mg/mL) 6 Inibigao
0,00500 15,5
0,0125 21.9
0,0250 30,5
0,0500 51.9
0,0750 73,0
0,100 93,0
Trolox - ABTS .\'zﬁﬂf{i;gléoss
100,00
90,00 L
80.00 v
70,00 .
g o000
é 50.00 o
£ 4000 .
30,00 o
20.00 '
o
10,00
0.00
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracdo Trolox (mg/mL)

Figura F 1. Curva de calibracéo da percentagem de inibi¢cdo em funcdo da concentracdo das solucbes padrdo de Trolox
para ABTS.
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G — Estudo da bioatividade
G.1 - Atividade da a-Glucosidase

Na seguinte Figura G.1 estdo representadas as curvas de dose-resposta obtidas da percentagem de
inibicdo de diferentes concentragdes dos extratos das amostras em estudo sobre a enzima a-
glucosidase.

A - Acarbose B - Bolota C-B30
< = 1004 s L ] 3 1004
g S S
@
Z 50 Z s+ 2 s+
=2 2 =2
2 E &
E 60 E 60 E 60
% 3 g
3 40 2 40 2 404
= = )
= = -
g § 20 g 20+
E = £
= 0 T T T T 1 = 0 T T 1 s 0 T I .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 0.00 0.05 0.10 0.15 0.00 0.05 0.10 0.15
Concentracio (mg/mL) Concentragio (mg/mlL) Concentragio (mg/mL)
D - Alfarroba E-A30 F-A10
:\?‘ 100 e\? 100 ;\3‘ 100
< < <
v <
Z s0- £ 80 s 804
= fg =]
- - &
S 60 FC. E c0
o 9 <
3 40 3 40 3 404
3 £ 3
g 20 g 20 g 20
=
N T T T T ] = 0 T T T T 1 s 0 T T T T .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 0.0 0.5 Lo 15 2.0 5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Concentracao (mg/mlL) Concentragdo (mg/mL) Concentragao (mg/ml.)
G-B1 H - B2 1-B3
;\E‘ 100 § 100 g 100
@ @
Z 80 Z 80+ Z 80
Z b=} =1
3 2 g
ﬁ 60 E 60 *_5 60
9 < b4
3 40 = 40 3 40
= = =
] = <
=] =] .
,§ 20 3 20 :g 20
2 k=) 2
=0+ T T 1 = 0 T T 1 S 0+ T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0s 1.0 1.5
Concentragiao (mg/ml.) Concentragio (mg/mlL.) Concentragio (mg/mL)

Figura G 1.Gréficos independentes da inibi¢do da a-glucosidase pela acarbose e extratos estudados: A) Acarbose (controlo
positivo); B) Bolota; C) B30; D) Alfarroba; E) A30; F) A10; G) B1; H) B2 e I) B3.0s resultados mostram a média + SEM de
trés experiéncias, realizadas em triplicado, para as amostras dos graficos A, D, E e F e média + SD de pelo menos trés
experiéncias independentes para as restantes amostras ,dos gréaficos B, C, G, He I.
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G.2 — Atividade da a-Amilase

As curvas de dose-resposta obtidas da percentagem de inibi¢do de diferentes concentracdes dos
extratos das amostras em estudo sobre a enzima a-amilase encontram-se apresentadas na Figura G.2.

A- Acarbose B - Bolota C-B30
_ 100 100 100
2 80 P 80 s 80|
= = =
£ 60 T 60 =
2 60 5 _§ 60
-] ! | i
= 40 ; 40 ; 40
< Y N o
2 20- g g 207
z = =
= £ 04 = o4
0 T T 1 T T | T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 15
Concentragao (mg/mL) Concentragao (mg/ml) Concentracio (mg/ml)
D - Alfarroba E - A30 F-A10
_ 100 100+ 100
9 Q 2
< g0 £ god £ 80
g 2 g
£ 60 = 604 = 60
£ £ E
< 40 T w0 2 w-
3 — i
3 204 a S 207
'g T 20 -
= T
3 T T T 1 'g . T !5_ Y T ES 1
z " WJ 05 Lo 15 z 0 7 I' ¥ , : 2 ] W/ 0.5 10 15
£ 220+ g .5 ( 5 = y i
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E T s = L}/ 0.5 1.0 L5 2 & Lo 15
£ 5 1.0 1.5 E 20 £ 204
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Figura G 2. Grdficos independentes da inibi¢do da o-amilase pela acarbose e extratos estudados: A) Acarbose (controlo
positivo); B) Bolota; C) B30; D) Alfarroba; E) A30; F) A10; G) B1; H) B2 e I) B3. Os resultados mostram a média + SEM de

trés experiéncias, realizadas em triplicado.
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H — Resultados da Correlacédo de Pearson

bolota, B30, alfarroba, A30 e A10.

Figura H 1. Resultados da correlag@o de Pearson para as amostras solidas
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B1, B2, B3, CF e CEV.

Figura H 2. Resultados da correlagdo de Pearson para as bebidas
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| — Analise Sensorial

Nas Figuras 11, 12 e I3 estdo representados os dados relativos a analise sensorial das bebidas B1,
B2 e B3, respetivamente.

Aroma: Nota B

Aparéncia: Nota
A 20 respostas

20 respostas

5 6

0 (ll)%) 0 (0‘%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)

5 | 2 0 1 2 3 4 5 6 7 8 ]
Sabor: Nota C Nota de aceitagaoe global D
20 respostas 20 respostas
B 6

0 (OI%) ] (?%) Q (UI%J

8 9 1

Nota da inteng@o de compra

20 L . i N
respostas Acha que esta bebida precisaria ser adogada?

20 respostas
7 (35%) .
Sim
® Nio
@ Talvez
@ Nio sei

6 (30%)

4 (20%)

Figura | 1. Andlise sensorial da B1: A — aparéncia; B — aroma; C — sabor: D — aceitacdo global; E —intengdo de compra; e
F — necessidade de adocar a bebida.
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Aparéncia: Nota Aroma: Nota B
20 respostas A 20 respostas
] 6

2
0(0%) 0% 0 (0%)
0 \ \ \
0 1 2 3
Nota de aceitacéo global
Sabor: Nota C ca09 D
20 respostas
20 respostas
8
6
7
6 (35%)
4
4
2 2

Nota da intengdo de compra
20 respostas Acha que esta bebida precisaria ser adogada?
20 respostas

8 (40%)

@ sim

@ Nao

@ Talvez
@ Naio sei

5 (25%) 5 (25%)

2(10%)

Figura | 2. Andlise sensorial da B2: A — aparéncia; B — aroma; C — sabor: D — aceitagéo global; E —intencdo de compra; e
F — necessidade de adocgar a bebida.
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Aparéncia: Nota A Aroma: Nota B

20 respostas 20 respostas

6 -]

8

4

3
2 {15%)
0([‘:%) 0 uf%) 0(0%)
0

0(0%) 0 EO‘%) 0 El‘)%)

0 1 2 0 1 H 3
Sabor: Nota C Nota da intengdo de compra
20 respostas 20 respostas
8 8

8 (40%)

6 (30%)

4(20%)

Nota de aceitagdo global E F
20 VESDOETEE

. Acha que esta bebida precisaria ser adogada?

20 respostas

@ sim
@ Nac
O Talvez
@ Nzo sei

Figura | 3. Analise sensorial da B3: A — aparéncia; B —aroma; C — sabor: D — aceita¢éo global; E —intencéo de compra; e
F — necessidade de adocar a bebida.

Nas Figuras 14 e 15 encontram-se representados os resultados de questbes adicionais que foram
realizadas aos participantes sobre o seu consumo em café e/ou em bebidas substitutas de café e dados
relativos ao sexo e faixa etéria, respetivamente.
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E consumidor de café? Costuma adocar o seu café?
20 respostas 16 respostas

® sim @ sim
@ Nao ® hao
80%
Com que frequéncia consome café? Costuma consumir bebidas alternativas ao café?
16 respostas 20 respostas
@ Diariamente @ Sim
@ Nao

@ Duas a trés vezes por semana
0 Semanalmente

@ De vez em quando
@ Raramente

. - . . o .
Que bebidas alternativas ao café costuma consumir? Com que frequéncia consome essas bebidas?

11 respostas
11 respostas

Cappuccino 7 (63.6%)
Cevada 8(72,7%) @ Diariamente
36.4% @ Duas a trés vezes por semana
Chicéria ) Semanalmente

@ De vez em guando
@ Raramente

Café com leite 8(72,7%)
Chocolate quente
Cha (preto, verde)

Infusdes

Compraria uma bebida funcional substituta de café?

20 respostas

@ Sim
@ Nao
@ Talvez

Figura | 4. Questdes adicionais da analise sensorial.

Sexo Faixa etaria

20 respostas 20 respostas

@ Feminino @ Menos de 20 anos
@ Masculine @ De 20a30anos
© Outro © De 31a40anos

@ De41a50anos
@ Mais de 50 anos

Figura | 5. Dados relativos ao sexo e faixa etaria dos participantes.
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Na Tabela I1 encontra-se representado o teste de Cronbach realizado para as trés bebidas.

Tabela | 1. Teste de Cronbach para as trés bebidas: B1, B2 e B3.

Estatisticas de Fiabilidade

Bebidas funcionais

Alfa de Cronbach Alfa d_e Cronbach _baseado NuUmero de itens
em itens padronizados

Bl 0,927 0,936 5
B2 0,899 0,910 5
B3 0,931 0,943 5
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