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RESUMO

Esta Memdria Final de Curso tem como objetivo relatar as atividades desenvolvidas no
ambito do Estagio Profissionalizante | e Il, estando organizada cronologicamente, por
locais e atividades de estagio. Inicialmente faz-se uma descricdo das instituicdes onde
decorreu o estdgio, seguida da enumeracdo e breve explicacdo das atividades

desenvolvidas.

O Estagio Profissionalizante | foi realizado na Céamara Municipal da Amadora,
nomeadamente no Departamento de Educacdo e Desenvolvimento Sociocultural —
Divisdo de Apoio a Familia. As atividades desenvolvidas decorreram no &mbito de
iniciativas de promocdo de habitos de alimentacdo saudavel de que é exemplo o
“Projeto de Intervengdo Para uma Alimentagdo Saudavel — PIPAS”. Deste modo, foram
realizadas acOes de sensibilizacdo aos alunos do pré-escolar e aos alunos do 4° ano do
ensino basico, dinamizagdo das mascotes, realizacdo do jogo da gloria dos alimentos e

monitorizacao de refei¢es nos refeitdrios, assim como a auditoria de cantinas escolares.

Outra iniciativa, onde esteve inserido o Estagio Profissionalizante I, foi o “Projeto
Cozinha Saudavel e Escolhas em Conta — Encontro de Pais e Filhos”, tendo sido
realizadas, para o efeito, duas sessdes com o tema “A importancia das cores numa
alimentacéo variada” e “A tradig¢do e a alimentagdo saudavel”. De igual modo, também
decorreram atividades no ambito do “Projeto de Avaliagdo Antropométrica dos alunos

do 1.° ciclo do municipio da Amadora”.

O Estégio Profissionalizante Il foi realizado na Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade Nova de Lisboa — Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Biomassa.
As acOes desenvolvidas inseriram-se no ambito do projeto de investigacdo com o tema
“Caraterizacao nutricional e funcional de 3 variedades portuguesas de figo de piteira”.
Os dados obtidos foram utilizados para a realizacdo do artigo cientifico final de

Licenciatura.

Inicialmente foi realizada uma analise morfologica que consistiu na determinacdo do
peso, comprimento e largura, e na determinacdo da proporgdo entre pele, polpa e

sementes de cada variedade de figo de piteira. Posteriormente, realizou-se a sua
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caraterizacdo nutricional, através da determinacdo do teor de humidade, teor de cinzas,
proteina bruta, gordura bruta, fibra bruta total e teor de fésforo total. Em seguida,
efetuou-se o fracionamento das amostras de forma a proceder a caracterizagdo
funcional, que consistiu na determinacdo do teor de carotenoides, teor de betalainas,
teor de compostos fendlicos totais e na determinacdo da atividade antioxidante através
do ensaio da capacidade de sequestracdo do radical DPPH e o ensaio FRAP. Por fim,
fez-se uma analise qualitativa do perfil de compostos fenolicos de cada variedade
através de HPLC-DAD.

Para além do referido, também foram realizadas atividades extracurriculares durante o
periodo do Estagio Profissionalizante | e Il, tais como as atividades desenvolvidas no
CEIDSS, a iniciativa Encontro de Pais e Filhos da CMA, a colaboracédo na caraterizacdo
nutricional e funcional do cladédio de Opuntia spp., a participagdo na Futuralia,

destacando-se também a participacdo em alguns eventos cientificos.
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ABSTRACT

This final course memoir aims to describe the activities carried out under | and Il
professionalizing internship, being chronologically organized by places and internship
activities. Initially a description of the institutions where the internship took place is
made followed by a list and brief explanation of the activities performed at each

internship location.

The professionalizing internship | was carried out in Amadora Municipal Council,
specifically in the Department of Education and Socio-cultural Development - Division
of Family Support. The developed activities were performed in the context of initiatives
to promote healthy eating habits such as Intervention Project for Healthy Diet (Projeto
de Intervencdo Para uma Alimentacdo Saudavel — PIPAS). Thus, food education
sessions to students from kindergarten and students from 4th grade of elementary
school, dissemination of mascots, execution of the game “Jogo da Gloria dos

Alimentos”, monitoring of meals, as well as auditing school canteens were conducted.

The internship also focused in another initiative “Healthy and Inexpensive Food
Choices Project - Meeting of Parents and Children”, where two meetings took place
with the theme “Importance of color in a diversified diet” and "Tradition and a healthy
diet”. Likewise, there were also activities under the “Anthropometric assessment project

of students from the first cycle of elementary school from municipality of Amadora”.

The professionalizing internship Il was held at Faculty of Science and Technology from
New University of Lisbon - Department of Biomass Science and Technology. The
activities were developed within the research project entitled “Nutritional and functional
characterization of 3 Portuguese varieties of prickly pear fruits”. The data obtained were

used for the development of the final scientific article of graduation degree.

Initially, a morphological analysis was carried out, were weight, length and width, and
also, the ratio of skin, pulp and seeds of each variety of prickly pear fruits were
determined. Afterwards it was performed the nutritional characterization, where
moisture content, ash content, crude protein, crude fat, total crude fiber and total

phosphorus content was determined. Then it was made a fractionation of samples in
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order to evaluate the functional characterization, in which carotenoids content, betalains
content and total phenolic compounds content determination was performed, whereas
the antioxidant activity was analyzed by DPPH and FRAP methods. At last, HPLC-
DAD analysis was carried out to determinate a profile of phenolic compounds of each

variety of fruit studied.

In addition to that, extracurricular activities were also conducted during | and Il
professionalizing internship, such as the activities in CEIDSS, Meeting of Parents and
Children initiative, collaboration into nutritional and functional characterization of
cladodes from Opuntia spp., participation in Futuralia, and also the participation in

some scientific events.
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INTRODUCAO

O estagio profissionalizante é a fase da Licenciatura que permite pér em préatica todos
0s conhecimentos apreendidos e todas as capacidades desenvolvidas ao longo dos

quatro anos de licenciatura.

No primeiro semestre surgiu a oportunidade de estagiar na Camara Municipal da
Amadora, nomeadamente no Departamento de Educacdo e Desenvolvimento
Sociocultural — Divisdo de Apoio a Familia, onde pude desenvolver e aprofundar os
meus conhecimentos em Promoc¢do e Educagdo para a Saude e Nutricdo Comunitéria,

em meio escolar.

Ja no segundo semestre abracei o desafio de estagiar na area da Investigacdo, na
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, mais
especificamente no Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Biomassa. O estagio
decorreu essencialmente no ambito do desenvolvimento do Projeto Final de
Licenciatura com o tema “Caraterizagcdo nutricional e funcional de 3 variedades

portuguesas de figo de piteira”.

Esta Memodria Final de Curso tem como objetivo relatar as atividades desenvolvidas no
ambito do estagio profissionalizante | e Il, estando organizado, cronologicamente, por
locais e atividades no estagio. Inicialmente foi feita uma descricdo das instituicfes onde

estagiei e as atividades que desenvolvi em cada uma delas.
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OBJETIVOS

Objetivos gerais

Aplicacéo pratica e consolidacdo dos conhecimentos tedrico-praticos adquiridos nas

varias unidades curriculares da Licenciatura em Ciéncias da Nutrig&o;
e Explorar e conhecer diversas areas da Nutricdo e Alimentacao;

e Adquirir experiéncia profissional, visando o desenvolvimento de competéncias e

autonomia necessaria a futura integracdo no mercado de trabalho;

e Conhecer a estrutura organizacional das instituicbes onde o nutricionista desenvolve

a sua atividade;

e Contatar diretamente com a populacdo em geral, promovendo e consciencializando-a

sobre a importancia de estilos de vida saudaveis;

¢ Desenvolver atitudes profissionais, tendo em conta aspetos deontoldgicos e éticos;

e Desenvolver um trabalho de investigacdo, e apresenta-lo sob a forma de artigo

cientifico.
Objetivos especificos

Objetivos na Camara Municipal da Amadora — Departamento de Educacdo e

Desenvolvimento Sociocultural — Divisdo de Apoio a Familia

e Perceber qual o nivel de conhecimento, relativamente a alimentacéo, de criangas do

jardim-de-infancia até ao 4° ano do 1° Ciclo;
¢ Verificar habitos e preferéncias alimentares de criancas do pré-escolar e 1° Ciclo;

e Melhorar e promover habitos alimentares saudaveis em criangas, através de

formacéo, no formato de aula, e realizacdo de atividades didéticas;
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Otimizar capacidades de comunicacdo, exposicdo de ideias e conceitos,

especialmente a populacéo infantil;

Perceber de que forma os fatores socioecondmicos e culturais, especificos de uma
dada comunidade, poderdo influenciar o ambiente escolar e a alimentacdo das

criancas;

Verificar as condicOes de higiene e seguranca alimentar, bem como monitorizar a
implementacéo dos principios da metodologia Hazard analysis and critical control

points (HACCP) nos refeitorios escolares.

Objetivos na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

— Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Biomassa

Sofia Alexandra Duarte Miranda — Fevereiro de 2014 — Universidade Atlantica

Conhecer o funcionamento dos diversos laboratérios do Departamento de Ciéncias e
Tecnologia de Biomassa e aprender a utilizar os seus equipamentos;

Consolidar conhecimentos laboratoriais, e igualmente, conhecer e desenvolver novas

metodologias utilizadas na anélise de matrizes alimentares;

Contactar e apreender novos fundamentos sobre alimentos, nomeadamente o figo de

piteira;

Aprender e desenvolver métodos de extragdo e fracionamento eficientes, rentaveis e
pouco dispendiosos para posterior caraterizacdo funcional de amostras portuguesas

de figo de piteira;

Aplicar técnicas laboratoriais de forma a determinar a composi¢do nutricional e

funcional de figos de piteira;

Realizar um projeto de investigagéo intitulado * Caraterizagao nutricional e funcional
de 3 variedades portuguesas de figo de piteira” com o intuito de submeté-lo como

Projeto Final de Licenciatura.
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DESCRICAO DO ESTAGIO

1. Camara Municipal da Amadora — Departamento de Educacéo e

Desenvolvimento Sociocultural — Divisdo de Apoio a Familia

1.1. Local e duracao

O estégio profissional na Camara Municipal da Amadora (CMA) teve a duragdo de 3
meses, com inicio em novembro de 2012 e termino em janeiro de 2013. O estégio foi
realizado as segundas, tercas e quartas-feiras de cada semana, incluindo duas palestras
realizadas ao sabado em escolas diferentes, perfazendo no total uma carga horéaria de
150 horas (Anexo 1).

1.2. Caraterizacdo do Municipio da Amadora

Criado em 11 de Setembro de 1979, o Municipio da Amadora estende-se por uma area
de 23,79Km?, onde vivem 175136 habitantes, segundo os dados definitivos dos Censos
de 2011 (DIG, 2012). Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (2009), a Amadora é o
municipio com maior densidade populacional em Portugal, tendo 7183 habitantes por

Km?.

Este Municipio foi o primeiro a ser criado apds o 25 de Abril de 1974, deixando de ser
nessa data, uma freguesia do Concelho de Oeiras. A Amadora divide-se em 11
freguesias: Alfragide, Alfornelos, Brandoa, Buraca, Damaia, Falagueira, Venda Nova,
Mina, Reboleira, Sdo Bras e Venteira (CMA, 2012a) (Figura 1).

O contexto demografico do concelho da Amadora traduz-se, nos Gltimos anos, na perda
de populacdo residente e no seu envelhecimento paulatino. Deste modo, 25% da
populacdo tem idade igual ou superior a 60 anos. Paralelamente verifica-se que a

expressividade da populagédo jovem na populacéo total ronda os 15% (CLAS, 2011).

Em 2009, existiam 19799 imigrantes com estatuto legal, representando cerca de 12% do
total da populacdo, deixando a ressalva que estes nimeros ndo contemplam o numero de

imigrantes ilegais. No municipio prevalecem os imigrantes africanos (55%), oriundos
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dos Paises Africanos de Lingua Oficial Portuguesa (PALOP) e também existe uma

representacdo significativa da comunidade asiatica (7%) (CLAS, 2011).

GRANDE LISBOA

aaaaa

Aoz

Figura 1 - Localizacdo geogréfica do municipio da Amadora e as suas freguesias (CLAS, 2011).

No que diz respeito ao parque habitacional, este carateriza-se pela presenca de bairros
sociais e bairros degradados, que levantam questdes de indole social, como a seguranca
e as condi¢Bes de vida da populacdo residente. E importante referir que 50% destes
residentes tem idade inferior a 25 anos, pelo que se trata de uma populacdo bastante
jovem (CLAS, 2011).

O estagio profissionalizante na CMA teve lugar mais especificamente no Departamento
de Educacdo e Desenvolvimento Sociocultural — Divisdo de Apoio a Familia, estando a
intervencdo totalmente direcionada para os Jardins de Infancia e escolas basicas do 1°

ciclo.

1.3. Caraterizacdo do Departamento de Educacdo e Desenvolvimento

Sociocultural — Divisdo de Apoio a Familia

A Divisdo de Intervencdo Social da CMA encontra-se na dependéncia organica do
Departamento de Educacdo e Desenvolvimento Sociocultural. A divisdo de apoio a
familia, deste departamento, desenvolve o seu trabalho ao nivel das escolas, atuando em
varios campos, como a acdo social, transportes, gestdo de refeitorios, creches

municipais e colaboragdo com programas e projetos de acdo social (CMA, 2012b).
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Na Amadora, as escolas do 1° 2° e 3° Ciclos do Ensino Bé&sico organizam-se em 12
agrupamentos distintos. A oferta educativa da rede publica do concelho é composta por
51 equipamentos escolares, do Pré-escolar ao Ensino Secundario, abrangendo um total
de 19375 alunos. No ano letivo de 2010/2011, foram inscritos 6223 alunos de 1° ciclo,
nas escolas da rede publica, distribuidos por 283 turmas (CLAS, 2011).

A CMA tem atualmente algumas iniciativas de promogdo de hébitos de alimentacéo
saudavel das quais enumera-se o “Projeto de Prevencdo da Obesidade Pediatrica na
Escola- POPE”, o “Projeto de Intervencdo Para uma Alimentacdo Saudavel — PIPAS”, o
“Encontros de Pais e Filhos” e o “Projeto de Avaliacdo Antropométrica dos Alunos do
1.° ciclo do Municipio da Amadora” (Amadora Educa, 2012).

1.4. Projeto de Intervencéo Para uma Alimentacdo Saudavel - PIPAS

O PIPAS defende o lema: “Comer Bem para Melhor Crescer” e reune um conjunto de
estratégias que pretendem motivar as criancas e encarregados de educagdo a adocao de
habitos de alimentacdo saudavel (Figura 2). Destina-se a criancas do pré-escolar e 1°
ciclo do Ensino Basico, sendo que a participacdo pressupde a candidatura por parte dos
agrupamentos de escolas, contando atualmente, com a participacdo de 9 destes. O
PIPAS obteve uma menc¢do honrosa na categoria de Prevencdo de Salde Publica no
meio escolar (3.°Lugar) — Educacéo XXI (Amadora Educa, 2012).

Figura 2 - Logotipo do PIPAS: Mascotes.
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Em termos operacionais, as a¢0es que constituem este projeto assentam em 4 eixos de

intervencao:

1.° Eixo — Gestdo dos Refeitdrios Escolares: O objetivo é prevenir comportamentos

disruptivos durante as refeicdes através da criacdo de estratégias pedagogicas que visam

a harmonizagdo do ambiente durante a refeigéo.

2.° Eixo — Promocdo de Habitos de Alimentacdo Saudavel: O objetivo é estimular as

criancas a uma prética de alimentacdo saudavel, e por outro lado alertar para riscos de

uma alimentacao desequilibrada.

3.9 Eixo — Articulacdo com a Familia: Tem como objetivo sensibilizar e fomentar os

pais/encarregados de educacéo a habitos alimentares saudaveis.

4.° Eixo — Articulacdo com a Comunidade: Tem como objetivo dar a conhecer a

populacdo em geral, os projetos realizados nas escolas e criar momentos de partilha

entre os professores.
1.4.1. Atividades desenvolvidas
1.4.1.1. Acdes de sensibilizacéo aos alunos do pre-escolar

As acdes de sensibilizacdo tiveram como principal objetivo explicar o que é a roda dos
alimentos e dar alguns exemplos de alimentos saudaveis e alimentos a evitar, bem
como, estimular o consumo de sopa antes da refeicdo principal e incentivar ao consumo
de pequeno-almoco todos os dias. Como a agéo foi dirigida a criangas dos 3 aos 5 anos,
foi tido em conta que as atividades ndo poderiam ser longas, nem muito complexas, e

deveriam ser intercaladas com momentos lidicos.

Para este efeito, elaborou-se um conjunto de atividades divididas em duas fases. A
primeira fase foi constituida por uma parte tedrica onde se falou de cada grupo da roda
dos alimentos e se explicou a sua importancia através da historia “A Sr.2 Roda dos
Alimentos”. Depois, numa segunda fase elaborou-se um conjunto de jogos de forma a
estimular a atencdo das criangas e incrementar os conceitos aprendidos na fase anterior.

As atividades ludicas desenvolvidas foram: “Quem é quem na roda dos alimentos?”,
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“Faz cara feia aos maus alimentos”, “Vamos fazer uma sopa” e “ Pequeno-Almogo de

Campedo” (Anexo 2).

1.4.1.2. Dinamizacdo das mascotes no horario de refei¢éo

De modo a permitir uma melhor dinamizacdo dos objetivos do projeto PIPAS, foram
criadas trés mascotes: o brdocolo, a pera e a cenoura. Estas mascotes servem como um
elo de ligagdo direto as criangas, permitindo assim, uma fomentacdo mais eficaz de

habitos alimentares saudaveis, que de outra forma seriam mais dificeis de ser seguidos.

Neste sentido, no decorrer do estagio, ocorreu a dinamizacdo das mascotes durante o
periodo do almoco, onde era verificado se as criancas comiam a refeicdo toda. Foram
analisados principalmente os pontos mais criticos da refei¢cdo, nomeadamente a sopa e a
fruta, pois estes sdo geralmente recusados pelas criangas. Caso as criangas comessem a

refeicdo toda, estas eram premiadas com um autocolante do PIPAS (Figura 3).

Figura 3 - Dinamizacéo das mascotes na EB1/Jl Santos Mattos.

Existem placares na zona do refeitério, em algumas escolas, com as mascotes a
praticarem diversas atividades, tais como lavar as maos antes da refeicdo ou comer a
sopa toda. Atraves do contato direto com as criancas, verificou-se uma associacdo clara
entre praticas alimentares saudaveis e a presenca das mascotes PIPAS, havendo uma
grande adesao por parte das criancgas, e vontade futura de ver as mascotes.
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1.4.1.3. Auditoria das cantinas

A maioria dos refeitdrios escolares da CMA s&o geridos pela Uniself®, uma empresa de
restauracdo coletiva fundada em 1981, com uma posicdo sedimentada na area da

restauracdo escolar (Uniself, 2009).

Com o objetivo de melhorar a qualidade dos servigos prestados, foi proposto realizar
avaliac@es higiénico-sanitarias nos refeitorios escolares através de uma checklist j& pré-
estabelecida pela CMA. A checklist era composta por 12 pontos criticos que avaliavam
0 cumprimento das varias etapas e principios da metodologia Hazard analysis and
critical control points (HACCP), bem como as Boas Préaticas de Higiene pessoal, das
instalagBes, de equipamento e utensilios e da higiene na producdo (Anexo 3). Nas

auditorias utilizou-se sempre touca e bata de forma a impedir contaminacdes.

Durante a realizacdo das auditorias nunca foi verificada qualquer situacdo de falta de
higiene e nenhuma inconformidade séria, verificando-se apenas na maioria dos casos,

falta de documentacdo.

1.4.1.4. Monitorizacao das refei¢bes escolares nos refeitdrios

De modo a fazer a monitorizacdo das refeicdes escolares, um dos pontos-chave passa
pelas criangas almogcarem em pequenos grupos, O que permite um maior apoio as
criancas por parte das auxiliares de acdo educativa e funcionarias do refeitorio. E de
notar, que o primeiro grupo a tomar a sua refei¢do devera ser constituido pelos alunos
do jardim-de-infancia, pois sdo aqueles que demoram mais tempo a comer e precisam

de um maior acompanhamento.

Foi verificado que, em algumas escolas, esta ordem estava invertida ou entdo ndo se
verificavam turnos definidos, o que levava a uma grande condensacéo de criangas no
refeitério no mesmo periodo de tempo. Esta situacdo, consequentemente, levava a que
as criangas que ja estavam a almogar fossem instruidas a comer depressa, para darem

lugar os restantes colegas que ainda ndo tinham almocado.
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Para além disso, também foi observado que em algumas escolas ndo havia funcionarios
suficientes a dar apoio a sala de refeitorio, pelo que muitas criangas omitiam a sopa e/ou
a fruta e deixavam uma grande parte de comida no prato, resultando num grande
desperdicio de comida. Adicionalmente, assim como tinha sido reportado pelos
professores e auxiliares, verificou-se, que em dias onde o peixe constava da ementa, o

desperdicio era maior do que o habitual.

Constatou-se que na maioria das escolas a sopa era muito deficitaria em legumes, pelo
que também carecia de sabor. A grande maioria dos pratos ndo tinha horticolas e as
porgdes eram pequenas para os alunos mais velhos. Em algumas escolas, enchia-se 0s

COpos com agua até um quarto da sua capacidade.

1.4.1.5. Acdo de sensibilizacdo aos alunos do 4° ano do ensino basico

No que diz respeito aos alunos do 4° ano do Ensino Basico, o tema sugerido para as
acOes de formacdo foi os “Erros Alimentares”. Com este objetivo, reuniu-se um
conjunto de alimentos, geralmente apreciados pelas criancas desta faixa etaria, onde este
conceito de “erro alimentar” é bastante patente. Apds esta selecdo, calculou-se, para
uma quantidade especifica de cada um destes alimentos, o valor energético, proteina,
acucares simples, gordura e sal, fazendo-se posteriormente o somatério de acordo com
as diferentes opg¢des que iriamos disponibilizar. Depois converteu-se, aproximadamente,
0 somatorio de aglcar, em pacotes de acucar, e 0 somatério de gordura, em colheres de
sopa de 6leo, pois tornar-se-ia complexo a compreensdo das quantidades apenas em

gramas (Anexo 4).

Para a realizacdo desta formacdo utilizou-se o suporte digital Power Point (Anexo 5) e
conjuntamente, usou-se acucar, 6leo e sal de forma a representar visualmente estas

mesmas quantidades ingeridas, caso consumissem o0s alimentos acima mencionados.

Inicialmente fez-se algumas perguntas sobre erros alimentares, e paralelamente, sobre
alimentacdo saudavel, de forma a perceber o nivel de conhecimento das criangas, mas

tambem para criar um maior dinamismo e sentimento de partilha de ideias. Depois
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explicou-se que ia-se fingir que estdvamos num dia imaginario, e que sendo assim,

poderiamos comer tudo 0 que quisessemos.

O corpo humano era representado por uma jarra, € ao longo da formacédo foi-se
colocando uma quantidade de aclcar, gordura e sal correspondente aos alimentos
selecionados pelas criancas. No final fez-se um balango de tudo o que tinha sido
ingerido naquele dia (Figura 4).

Figura 4 - Apresentacdo sobre erros alimentares na EB1/J1 José Ruy.

Apos esta demonstracdo, foi dada informacdo sobre as quantidades recomendadas de
cada nutriente, anteriormente mencionado. Depois abordou-se a roda dos alimentos e
alguns conselhos, de forma a incutir habitos saudaveis. E importante salientar que ao
longo da atividade eram apresentadas opc¢des e alternativas saudaveis aos alimentos

denominados de erros alimentares.
1.4.1.6. Jogo da Gloria dos Alimentos

Em todas as escolas, onde decorreu a acdo de formacdo ao 4° ano de escolaridade, foi
realizado também, o jogo da gldria dos alimentos, como forma ndo so, de testar, 0s
conhecimentos previamente expostos, mas também, de incrementar esses mesmos
conceitos. O jogo é constituido por 49 pecas, sendo que algumas equivalem a acgdes
especificas. Algumas estdo marcadas com a roda dos alimentos, e por passagem nestas é
feita uma questdo relativa a roda dos alimentos. Ja outras correspondem a um

comportamento alimentar correto, ou a um comportamento alimentar incorreto, estando
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envolvido em ambas, algum tipo de atividade fisica. A equipa vencedora foi dado um
jogo, e os restantes participantes recebiam uma pulseira, ambos com as mascotes
PIPAS.

1.5. Projeto Cozinha Saudavel e Escolhas em Conta — Encontro de Pais e Filhos

Este projeto tem por objetivo privilegiar a intervencdo junto da familia, num contexto
de partilha, prética e discussao ativa de teméticas relativas a alimentagdo. Pretende-se
sensibilizar a populacdo de que a pratica de uma alimentacdo saudavel é mais
econdémica. As acdes de sensibilizacdo realizadas compreenderam uma metodologia
tedrico-pratica, sendo que os intervenientes foram divididos em dois grupos especificos:
pais/encarregados e filhos.

Na parte teorica dirigida aos pais foram desenvolvidos temas relacionados com a
alimentacdo saudavel e, na parte pratica, foram confecionadas receitas simples,
economicas e saudaveis. A parte tedrica dirigida as criancas foi realizada em formato
digital de Power Point, e como neste grupo eram esperadas criangas com um grande
leque de idades, foram feitos slides com o minimo de palavras possiveis, recorrendo ao
auxilio de imagens ilustrativas, ja que uma parte do publico-alvo ainda ndo saberia ler
(criangas dos 3 aos 5 anos de idade). No que diz respeito a parte pratica, pretendeu-se
desenvolver comportamentos de autonomia, exemplificando confecdo de refeicOes

simples e saudaveis.

As atividades do grupo dos pais foram desenvolvidas pela Nutricionista Dr.2 Maria Paes
Vasconcelos, enquanto as acGes do grupo das criancas foram organizadas por mim e

pela minha colega de estagio Ana Margarida Costa.

No projeto Encontro de Pais e Filhos foram realizadas 2 acg0es, entre elas “ A
importancia das Cores numa Alimentagdo Variada”, “A tradi¢do e a Alimentacdo
Saudavel”, estando também agendado “ Os Lanches da Manha e Tarde: O que

escolher”.
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1.5.1. Atividades desenvolvidas

15.1.1. A importancia das cores numa alimentacdo variada (24 de

Novembro)

Enquadrando a tematica desta acdo com as limitacdes do publico-alvo, realizou-se uma
apresentacdo baseada na associacdo entre alimentos de determinada cor e um beneficio
para a salde (Anexo 6). Por exemplo os alimentos brancos (leite, iogurte) sdo ricos em
calcio e por isso fazem os dentes e o0ssos ficarem fortes. Inicialmente perguntou-se quais
os alimentos que as criangas se lembravam de determinada cor, de forma a estimular o

seu raciocinio, mas também para haver um maior dinamismo da apresentacdo (Figura 5).

Na parte pratica colocAmos toucas e vestimos aventais as criancas. Pedimos-lhes que
escolhessem alguns alimentos que tinhamos a disposicdo de forma a elaborarem uma
salada equilibrada e colorida, tendo como base aquilo que tinham aprendido na parte

tedrica.

Figura 5- Apresentacgéo sobre as cores nos alimentos

1.5.1.2. Atradicao e a alimentacdo saudavel (26 de Janeiro)

Nesta acdo o0 enquadramento da tematica ndo foi tdo extenso, apenas foram
apresentados alguns dos ingredientes que fazem parte de receitas tradicionais. Deste
modo, procedeu-se a escolha de ingredientes saudaveis de alguns pratos tradicionais,
como por exemplo, a couve portuguesa que integra o cozido a portuguesa, fazendo o
contraste com alimentos nao-saudaveis, que deveriam ser evitados e substituidos por

outras alternativas que davamos.
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A parte pratica consistiu inicialmente na prova de horticolas com os olhos vendados,
para que as criancas pudessem dizer se gostavam, e adivinhar qual era o alimento. Esta
parte foi muito interessante, porque com os olhos vendados, as criancas aceitavam
alguns alimentos que geralmente eram recusados. Depois cada crianca escolhia varios

hortofruticolas que poderiam integrar um prato tradicional saudavel.
1.6. Avaliagdo antropomeétrica dos alunos do 1.° ciclo do municipio da Amadora

Alguns dados relativos a situacdo escolar da Amadora, revelam que perto de 38% dos
alunos tem excesso de peso ou € obeso. Dos que tomam o pequeno-almogco em casa
(95%), 12,6% admitem ndo consumir qualquer lacticinio e 12,3% ndo comem pdo nem
cereais. Do total da amostra de alunos, mais de metade assume que os refrigerantes séo
a sua bebida habitual e passam entre 2 a 3 horas por dia frente ao televisor. Preocupante
ainda é o facto de 68% destas criancas ndo praticar atividade fisica regular (Hospital

Fernando Fonseca, 2011).

Com a avaliacdo antropométrica pretende-se avaliar o peso e a altura para célculo do
indice de Massa Corporal (IMC). Apés a analise de dados sera selecionado um aluno (a
frequentar o 1° ano) por estabelecimento de educacdo, com maior indice de IMC para
usufruir de um programa de combate a obesidade. O acompanhamento consiste huma
entrevista de avaliagdo motivacional com o0s pais/encarregados de educagdo e
celebracdo de um contrato comportamental, no qual sdo negociados os lanches. A
refeicdo escolar serd de dieta e nas aulas de Atividade Fisica, o(a) professor (a) podera
adequar as aulas ao aluno em questdo, de forma pedagogica, sem que iSso represente um
estigma (Amadora Educa, 2012).

1.6.1. Atividades desenvolvidas

As medidas antropométricas utilizadas na avaliacdo foram o peso (kg) e a estatura (cm).
As medicBGes decorreram sempre da parte da manha, antes do periodo do lanche da
manhd, de forma a poder haver uma padronizagdo de procedimentos e técnicas, bem

como uma recolha de dados precisa e valida (Rito, Breda e Carmo, 2010).
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Para determinar o peso utilizou-se balancas mecanicas (Seca® 769, Portugal) calibradas
a 0,1 kg. Inicialmente colocou-se a balanga numa superficie plana, e posteriormente
calibrou-se. Depois pedia-se as criangas que retirassem 0s sapatos, casacos grossos e
adornos. Enquanto eram feitas as avaliacdes, era explicado a crianga o procedimento, e
pedia-se que afastassem 0s pés, relaxassem, e mantivessem os bracos ao lado do corpo.
As medices nem sempre foram feitas com tecidos leves devido ao fato de ocorrer em
ambiente escolar e estar frio. Houve alguns casos excecionais em que algumas criangas

recusaram tirar os sapatos devido a falta de higiene associada a condi¢cfes precérias.

De forma a determinar a estatura utilizou-se um estadiémetro vertical (Seca® 216,
Portugal) colocado numa superficie plana, geralmente apoiado & parede. A semelhanca
da determinacéo do peso, também se explicou o procedimento. Pediu-se que colocassem
0s pés encostados e de acordo com as marcas do estadiometro. Depois com a mao,
encostava-se os joelhos e as omoplatas das criangas ao estadiémetro. Depois segurava-
se no queixo, de forma a obter o plano de Frankfort durante a medicgéo (Rito, Breda, e
Carmo, 2010). A estatura foi medida em centimetros e a leitura feita até ao milimetro
mais proximo (0,1 cm). Como limitacbes deve-se referir que apenas foi efetuado uma
medic&o, devido ao fato de ser necessério determinar o peso e estatura de vérias turmas,
desde o0 1° ano até ao 4 ° ano do Ensino Basico, antes do periodo do lanche da manha.
Outro aspeto negativo a apontar, foi o fato de algumas meninas terem trancas que nao

podiam ser retiradas, influenciando assim a posterior medicao.

Nunca foi feito nenhum tipo de caraterizacdo que incluisse palavras como “magreza” ou
“excesso de peso”, pois as criangas podiam ndo compreender de forma correta estes
conceitos. Também é importante referir que algumas criancas pediam para ndo dizer o
seu peso em voz alta, e havia mesmo criancas, que apesar do consentimento dado pelos

pais, recusavam fazer a avaliacao.
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2. Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

— Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Biomassa

2.1. Local e duragéo

O estagio profissionalizante Il foi realizado no Departamento de Ciéncias e Tecnologia
de Biomassa (DCTB) da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Nova de
Lisboa (FCT/UNL), sediada na freguesia de Monte da Caparica, pertencente ao
concelho de Almada e distrito de Setubal. O estagio decorreu durante 4 meses e 3
semanas, no periodo compreendido entre 25 de fevereiro a 9 de julho de 2013,
regularmente as segundas, tercas, quartas e sextas-feiras de cada semana, perfazendo a

carga horéria de 300 horas (Anexo 7).

2.2. Caraterizacao da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Nova
de Lisboa

Criada em 1977, a Faculdade de Ciéncia e Tecnologia ¢ uma das nove unidades
organicas da Universidade Nova de Lisboa, situada no Monte de Caparica (FCT,
2013a).

Esta unidade possui um campus universitario de 30 ha, com as mais diversas
infraestruturas, entre as quais, biblioteca, residéncias de estudantes, campos desportivos,
creche, posto de enfermagem, livraria, agéncia bancéria, agéncia de viagens, loja de

conveniéncia, cantina, varios restaurantes e cafés (FCT, 2013a).

A FCT/UNL ¢é atualmente uma das escolas portuguesas publicas mais prestigiadas no
ensino de engenharia e ciéncias. Desde a sua criacdo que a FCT/UNL da prioridade a
promocdo da investigacdo nas suas areas de atividade, e atualmente acolhe 16 centros
de investigacdo reconhecidos pela Fundagéo para a Ciéncia e a Tecnologia e 2 polos de
centros de investigacdo, bem como assegura a producdo cientifica de um elevado
namero de publicagcBes em revistas internacionais de grande impacto, o que lhe confere

o0 reconhecimento das instituicdes congéneres (FCT, 2013a).
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Também a sua qualidade académica tem-lhe proporcionado uma crescente afirmagédo
junto das entidades empregadoras, conduzido deste modo, a uma inser¢do bem-sucedida
dos seus diplomados no mercado de trabalho (FCT, 2013a).

A FCT/UNL mantém ligacdes estreitas com diversas universidades portuguesas e
estrangeiras, no ambito do ensino e da colaboracdo em projetos de investigacdo. Esta
estruturada em 14 setores departamentais que, conjuntamente com o0s centros de
investigacdo prestam servicos a entidades puablicas e privadas, nas suas areas de
especialidade (FCT, 2013a).

2.3. Caraterizagdo do Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Biomassa

O DCTB é o mais recente departamento da FCT. Este tem como missdo desenvolver
atividades de ensino e investigacdo nas areas da bioenergia e da tecnologia e seguranca
alimentar, promovendo a sustentabilidade ambiental, econdmica e social como area

transversal as anteriores (FCT, 2013b).

Este departamento funciona em estreita colaboragdo com a Unidade de Biotecnologia
Ambiental (UBiA), um centro de investigacdo financiado pela Fundacgéo para a Ciéncia

e a Tecnologia do Ministério da Educacdo e Ciéncia (FCT, 2013b).

O estagio profissionalizante realizado neste departamento decorreu maioritariamente
num ambito laboratorial, tendo como principal objetivo a elaboracdo da dissertacdo do
Projeto Final de Licenciatura intitulado “Carateriza¢ao nutricional e funcional de trés

variedades portuguesas de figo de piteira”.
2.4. Figo de piteira (Opuntia spp.)

O figo de piteira é um fruto proveniente de Opuntia spp., uma planta denominada de
piteira ou figueira-da-india, caraterizada pela presenca de caules achatados designados
de cladddios, que substituem as folhas na sua funcdo fotossintética, apresentando
também geralmente flores num pequeno espetro de cores ndo necessariamente
correspondentes a cor do fruto (Figura 6). Na grande maioria das espécies, quer o fruto,
quer o cladddio sdo cobertos de espinhos (Nobel, 2002).
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Figura 6- Figueira-da-india. Adaptado de Botanical — Online (2013).

Esta planta xer6fila da familia Cacteceae (Tabela 1) é originaria da América tropical e
subtropical, encontrando-se atualmente distribuida por uma grande variedade de
condicGes agroclimaticas, na forma selvagem ou cultivada, destacando-se cada vez mais

0 seu crescimento com fins comerciais (Kiesling, 2013).

Tabela 1 - Classificagdo cientifica de Opuntia spp. Adaptado de USDA - PLANTS (2013).

Reino Plantae

Divisdo | Magnoliophyta

Classe | Magnoliopsida
Ordem | Caryophyllales

Familia | Cactaceae

Género | Opuntia

Este fruto é particularmente interessante, ndo s6 pela sua composi¢do nutricional
(Sarbojeet, 2012), mas também pela presenca de compostos com atividade antioxidante
(Kuti, 2000; Siriwardhana, Shahidi e Jeon, 2006).

Apesar de ja ter sido feito alguma investigacdo relativamente a este fruto, sabe-se que o
género Opuntia exibe uma grande variabilidade e diversidade entre espécies nas varias
partes do mundo (FAO-ICARDA Cactusnet, 2013). Esta variabilidade por sua vez esta

relacionada com diferentes caracteristicas nutricionais e funcionais dos frutos (Wit et
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al., 2010), sendo possivel demonstrar uma relagdo entre estas carateristicas e a origem

geogréfica, 0 modo de cultivo e as condic6es edaficas e climaticas (Nobel, 2002).

Em Portugal, apesar de existirem diversas espécies de Opuntia subespontaneas
(Carvalho e Mansinho, 1988), somente nos ultimos anos, é que a producdo de piteira a
escala industrial adquiriu destaque. Neste sentido, torna-se necessario o estudo das suas
propriedades, ndo s6 de forma a sustentar um futuro investimento nesta colheita, mas
também de forma a promover a utilizacdo do figo de piteira na alimentacdo, medicina,

cosmeética e indUstria farmacéutica.
2.5. Atividades desenvolvidas

De forma a elaborar o projeto de investigacdo com o tema “Caraterizagdo nutricional e
funcional de trés variedades portuguesas de figo de piteira” realizou-se um conjunto de

técnicas analiticas descritas em seguida.
2.5.1. Amostragem

Realizou-se a colheita de trés variedades de figo de piteira, autdctones da regido de
Tavira (Portugal), fornecidos pela empresa Elsa Martins Turismo Rural Unipessoal.
Recolheu-se vinte a trinta figos de cada variedade, sendo transportados para o
laboratério em camaras refrigeradas (5 °C). Neste projeto utilizou-se uma classificacao
de acordo com a cor da polpa, distinguindo-se assim as trés variedades como: figo

verde, figo laranja e figo roxo (Figura 6).

Figo Verde Figo Laranja Figo Roxo

Figura 7 - Trés variedades utilizadas no projeto: figo verde (esquerda), figo laranja (meio) e figo

roxo (direita).

Apbs rececdo no laboratorio selecionaram-se os frutos que apresentavam a pele intacta e

a polpa consistente, eliminando-se 0s que apresentavam danos associados ao transporte
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ou um grau excessivo de maturacdo. Os figos selecionados foram lavados em &gua
corrente e removeu-se manualmente o0s espinhos. De seguida os frutos foram

armazenados a -18 °C, até se proceder a sua analise.
2.5.2. Caraterizacdo morfoldgica

Na analise morfologica determinou-se a massa (g), comprimento (cm), largura (cm) e

proporcado entre pele/polpa e sementes (%) de cada fruto estudado.

A taxonomia e origem botanica das variedades estudadas sd@o desconhecidas, e neste
sentido torna-se relevante a determinacdo das suas caracteristicas individuais para a

identificacdo da espécie do género Opuntia em estudo (Wit et al., 2006).

A determinacédo da taxonomia e origem boténica é dificultada devido a diversos fatores
entre eles, a elevada variacdo de fendtipos de acordo com as condic¢des ecoldgicas, a
poliploidia, e a existéncia de numerosos hibridos (Anaya-Pérez, 2001). Por outro lado, o
figo de piteira apresenta uma grande variabilidade relativamente as suas caracteristicas,
variando no formato, tamanho, cor e nimero de sementes (Wit et al., 2010).

Neste sentido foram desenvolvidos pela International Union for the Protection of New
Varieties of Plants (UPOV) e pela Cactusnet, alguns descritores referentes a planta,

cladaddio, flor e fruto de forma a efetuar a distin¢do entre espécies (UPOV, 2006).

De forma a assegurar a condicdo de representatividade utilizou-se 6 frutos heterogéneos
de cada espécie. A massa foi medida através de uma balanca de preciséo digital (Kern &
Sohn FKB, Alemanha). Para a medicdo dos valores do comprimento e largura, cortou-se
os frutos ao meio. O comprimento e largura foram medidos com o auxilio de uma régua

(cm).

Para a determinacdo da proporcdo entre pele/polpa/sementes (Figura 8) pesou-se
inicialmente o fruto inteiro. A pele foi retirada manualmente com os frutos ainda
congelados, com o auxilio de uma faca e posteriormente pesada. As sementes foram
separadas da polpa por centrifugagdo (5 minutos a 50 rpm) (Hettich EBA 20,
Alemanha) e por filtragdo a vacuo através de um funil de Buchner (110 mm de

didametro). Por fim as sementes foram lavadas em agua abundante, através de um
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passador de rede metalico, de forma a retirar a polpa mais agarrada. As sementes foram

secas a temperatura ambiente durante um dia e foram posteriormente pesadas.

Pele com espinhos €——— e
Polpa

Sementes

Figura 8 — Representagdo da constitui¢do externa e interna do figo de piteira.

2.5.3. Caraterizagao nutricional

Atualmente, apesar de alguma investigacdo, ainda existe pouca informagdo sobre as
espécies de figo de piteira autoctones de Portugal. Consequentemente torna-se
necessario determinar os seus constituintes, de forma a identificar o seu valor nutritivo e

elaborar uma rotulagem nutricional.

Visto ndo ser possivel caraterizar todos os frutos em bruto, € necessario proceder a
preparacdo de amostras representativas. Neste contexto, a polpa, a pele e o fruto inteiro,
da mesma variedade, foram moidos e misturados individualmente, antes de serem

submetidos as diferentes analises.

Para a caraterizacdo nutricional analisou-se varios parametros, nomeadamente o teor de
humidade, o teor de cinzas, a proteina bruta, a gordura bruta, a fibra bruta e o teor de

fésforo total.
2.5.3.1. Teor de humidade

Um dos procedimentos mais importantes, efetuado a um alimento, é a determinacdo do
teor de humidade. O resultado desta andlise é fundamental ndo s para a rotulagem, mas
também no delineamento de varios processos e opera¢fes da inddstria alimentar
(Nielsen, 2010).

A determinacdo de humidade (%) foi efetuada de acordo com o método 934.01 descrito
pela Association Official of Analytical Chemists (AOAC) (AOAC, 1990) com ténues
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modificagdes. Evaporou-se trés replicados de 10 g de amostra numa estufa de
convecgdo (Memmert U50, Alemanha) a temperatura fixa de 90 °C até obter um peso
constante. As amostras foram arrefecidas num exsicador e, posteriormente, pesadas

numa balanca analitica (Mettler Toledo AB204, Portugal).

E importante referir que por vezes, com este método ¢ dificil obter resultados precisos e
corretos, ja que é necessario que ocorra a separagao de toda a humidade da amostra, sem
que haja decomposicdo de nenhum dos constituintes que libertam agua, tal como a
decomposicdo de hidratos de carbono ou a oxidacdo de &cidos gordos insaturados.
Como a perda de humidade ocorre em funcdo da temperatura e tempo, é necessario
haver um compromisso entre este dois parametros (Nielsen, 2010).

Comparativamente a utilizacdo de um método de evaporacdo com estufa de vacuo, este
método com estufa de conveccdo apresenta uma maior variacdo de temperatura e € um

processo mais lento (Nielsen, 2010).

Através da determinacdo do teor de humidade por evaporacdo, é possivel,
posteriormente, obter o teor de sélidos totais, que representa a quantidade de material
restante apds a evaporacdo de agua. Neste sentido o teor de sélidos totais pode ser
obtido através da equacao (Nielsen, 2010):

Ms=eca

Sélidos Totais (%) = Minicial % 100
inicia

2.5.3.2. Teor de cinzas

O termo “cinzas” refere-se ao residuo inorganico que permanece apos a incineracéo ou
completa oxidacdo da matéria organica do alimento. Este método baseia-se no principio
que o0s minerais ndo sdo destruidos pelo calor e sdo menos volateis que outros
componentes dos alimentos. A determinacdo das cinzas torna-se relevante, visto que

esta representa o contetdo mineral total do alimento (Nielsen, 2010).

O teor de cinzas (%) foi determinado de acordo com o método 942.05 descrito pela
AOAC (1990), um método de cinza seca. Para a sua determinacao pesou-se 2 g de cada

amostra em triplicado, ja previamente seca. As amostras foram colocadas numa mufla
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(Heraeus AK 175, Alemanha) a 560 °C durante 2 horas. Posteriormente as amostras

foram arrefecidas num exsicador e pesadas numa balanca analitica.

Na determinacdo de cinza seca, a dgua e compostos volateis sdo vaporizados, 0S
compostos organicos carbonizados e a maioria dos minerais convertidos em 6xidos,
sulfatos, fosfatos, cloretos e silicatos. Este método é vantajoso, jA que ndo requer a
adicdo de reagentes, nem a realizacdo de um branco, sendo também necessaria pouca
supervisdo. Porém, requer equipamento caro e € mais lento de que os outros métodos de

determinacéo de cinzas (Nielsen, 2010).
2.5.3.3. Teor de gordura bruta

Por definigdo, os lipidos sdo solGveis em solventes organicos e insolGveis em &gua.
Neste sentido, a solubilidade é uma propriedade analitica que fundamenta a separacao

de lipidos, proteinas, agua e hidratos de carbono nos alimentos (Nielsen, 2010).

O teor de gordura bruta foi determinado através do método de Soxhlet, em concordancia
com o método 7.056 proposto pela AOAC (1990). Este é um método de extracao
intermitente que utiliza um sistema de refluxo com solvente a quente. Neste processo
ndo ha contacto prolongado a altas temperaturas, entre a amostra e o solvente, o que
constitui uma vantagem, pois ndo ocorre a decomposi¢do da gordura, mas por outro

lado, pode levar a uma possivel saturacdo do solvente (Nielsen, 2010).

De forma a efetuar este procedimento foi necessario secar previamente a amostra
porque o solvente ndo consegue penetrar facilmente nos tecidos humidos devido a
natureza hidrofébica ou hidroscopica do solvente. A secagem a elevadas temperaturas
também representa um problema, ja que alguns lipidos podem ligar-se a proteinas e
hidratos de carbono, sendo posteriormente esta ligacdo dificil de quebrar pelo solvente
da extracdo (Nielsen, 2010).

Neste procedimento o solvente de extracdo escolhido foi o éter de petréleo (40-60 °C)
(Chem-Lab NV, Bélgica). Colocou-se 4 g de amostra, previamente seca, no extrator de
Soxhlet (Figura 9), juntamente com o solvente durante 7 horas de extragcdo. Em seguida,
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o solvente foi eliminado por evaporagdo num Rotavapor® (Biichi R-200, Suica) a 50 °C.

Por fim determinou-se a gordura bruta, gravimetricamente, numa balanca analitica.

Figura 9 - Extrator de Soxhlet.
2.5.3.4. Teor de proteina bruta

A determinacdo do teor de proteina bruta foi efetuada através do método Kjeldahl, de
acordo com a metodologia 47.021-47.023 descrita pela AOAC (1990). Este & um
método indireto, pois determina a quantidade de azoto orgénico total. Sabe-se que a
percentagem de azoto € bastante semelhante entre diferentes proteinas, sendo cerca de
16%. Neste sentido, para obter o valor de proteina bruta através do teor de azoto, a Food
and Agriculture Organization (FAO) recomenda a utilizacdo do fator de converséo de
6,25, sempre que ndo se disponha de outro reconhecidamente mais adequado (FAO,
2003; Nielsen, 2010).

Este método incluiu 4 passos sucessivos:

1. Digestdo — Inicialmente colocou-se 2 g de amostra em triplicado num digestor
(Velp Scientifica DK 6, EUA) a 360 °C juntamente com 10 mL de &cido sulfurico
(95-97%) (Panreac, Espanha) e uma mistura catalisadora, constituida por selénio
negro (Merck, Portugal) e sulfato de potassio (90,0%; Panreac, Portugal), até o
soluto ficar translucido (Watts e Halliwell, 1996). Neste passo (I), 0 azoto organico
total foi convertido em sulfato de amdnio ndo volatil, e os restantes compostos

organicos foram convertidos em dioxido de carbono e agua.

() Amostra (N orgénico) + H,SO4 — (NH,4),SO4 + H,0 + CO,
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2. Neutralizacdo - A amostra digerida foi filtrada e aferida com agua destilada num
baldo volumétrico de 100 mL. Depois retirou-se 20 mL de cada amostra, ao qual se
adicionou 3 gotas de fenolftaleina (1%) (Panreac, Espanha) e agua destilada, de
forma a perfazer o volume de 100 mL. Em seguida adicionou-se hidroxido de sodio
(6 N) (Merck, Portugal) em excesso até ocorrer o ponto de viragem, observando-se
a mudanga de cor do soluto para a cor rosa. Neste passo (I), o sulfato de amonio,

apos adicao de hidréxido de sodio, foi convertido em amoniaco gasoso.
(1) (NH4),SO, + NaOH —> NH

3. Destilagdo — Posteriormente a amostra foi colocada num aparelho de destilagdo por
arrastamento de vapor (Foss Tecator Kjeltec™ 1002, Dinamarca) juntamente com
acido borico (20 g/L) (Fisher Scientific, EUA). Neste passo (Ill), o amoniaco foi

destilado para um volume conhecido de acido borico, formando borato de amonio.
(“l) NH3 + H3803 —> (NH4)3BO3

4. Titulacdo — O destilado foi titulado com é&cido sulfarico (0,020 N) até ocorrer o
ponto de viragem. Neste passo (IV), o borato de amonio, apds adicdo de &cido
sulfurico, foi convertido em sulfato de amonio e acido bérico. A concentracdo de
acido (H") necessario para alcancar o ponto de viragem é equivalente a

concentragdo de azoto organico total no alimento (Nielsen, 2010).

(IV)  2(NH4)3BO3 + 3H,SO4 — 3(NH,4),S04 + 2H,BO3
2.5.3.5. Teor de fibra bruta

A fibra bruta define-se como o residuo de um alimento que € insoltvel apds ebulicdo
sucessiva com acidos e bases diluidas. Foi seguido a método de Weende proposto por
Gruber et al. (2011). Este é um método de andlise aproximada gue se baseia no facto de
os hidratos de carbono totais poderem ser separados em duas categorias: fibra bruta e
extrativos livres de azoto. Esta Ultima categoria é representada em grande parte por

glucidos, a excecdo da celulose e polissacaridos contaminantes (Pearson, 1976).

Levou-se a ebulicdo 10 g de amostra em duplicado com &cido sulfarico (0,128 M) e

depois com hidréxido de potassio (0,223 M) (Labsolve®, Portugal). A solugdo foi
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filtrada a vacuo num cadinho de Goosh tarado e posteriormente seca numa estufa de
conveccdo durante 2 horas a 130 °C. Em seguida, as amostras foram arrefecidas num
exsicador e pesadas numa balanca analitica. Posteriormente, colocou-se 0s mesmos
cadinhos de Goosh numa mufla a 550 °C durante 3 horas. De seguida as amostras foram

arrefecidas e novamente pesadas.
2.5.3.6. Teor de fésforo total

O fosforo € um macromineral que desempenha um papel metabdlico fundamental, tal
como funcdes fisioldgicas importantes. A existéncia de um grau adequado de fésforo na
alimentacdo é essencial para a salde e neste sentido torna-se necessario conhecer e

controlar o seu teor nos alimentos (Mahan e Escott-Stump, 2010).

Para determinar o teor de fdsforo total foi realizado inicialmente a digestdo a quente de
2 g de amostra com &cido sulfarico de acordo com Watts e Halliwell (1996),
previamente descrita no subcapitulo 2.1.3.4. Este procedimento é necessario ocorrer
previamente a determinacdo colorimétrica do teor de fosforo total, para que haja a
degradacdo oxidativa da matéria organica e para que o fosforo presente no alimento se
converta em fosfatos (APHA, AWWA e WEF, 2012).

O teor de fosfatos foi determinado por espetrometria de absor¢do molecular (Shimadzu
UV-120-11, Japéo) de acordo com Watanabe e Olsen (1965). Para o efeito, preparou-se
0 agente redutor, adicionando 250 mL de &cido sulfarico (5N), 75 mL de molibdato de
amoénio (40 g/L) (Honeywell Riedel-de Haén®, Alemanha), 2,6 g de 4cido ascérbico
(99,7%) (Panreac, Espanha), 25 mL de tartarato de potassio e antiménio (2,8 g/L em
500 mL) (Merck, Portugal), perfazendo com &gua ultrapura num baldo volumétrico de
100 mL. De seguida, o agente redutor foi adicionado as amostras digeridas. Neste
procedimento, os fosfatos da amostra digerida reagem com molibdato de amonio e o
tartarato de potassio e antimonio, em meio acido, formando o acido molibdofosférico.
Este € posteriormente reduzido pelo acido ascorbico, formando-se um complexo de
coloracdo azul. A coloracdo azul é proporcional a quantidade de fosfatos existentes
(APHA, AWWA e WEF, 2012). Ap6s 20 minutos mediu-se a absorvancia num
espetrofotdbmetro UV/VIS (Shimadzu UV-120-11, Japdo) a 880 nm contra um branco,
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constituido por &gua ultrapura. O teor de fésforo total foi determinado utilizando uma
reta de calibracdo construida com solugdes-padrdo de fosforo (99,5%) (Honeywell
Riedel-de Haén®, Alemanha) (0- 25 mg/100 mL) (Figura 10).

Reta de Calibragao

0,25 - y =0,0097x+0,0015
R*=0,9988
0,2 -

Absorvéanciaa 880 nm

] 5 10 15 20 25 30
Concentragio {mg/100 mL)

Figura 10 - Reta de calibracao construida com medicao de solu¢des-padréo de foésforo a 880 nm.

2.5.4. Caraterizacao funcional

Hoje em dia assiste-se cada vez mais ao aumento da procura de produtos naturais e
alimentos saudaveis, que para além do seu valor nutritivo, contenham compostos
bioativos que promovam beneficios para a salde e/ou reduzam o risco de doencas

cronicas (European Comisson, 2010; Stintzing e Carle, 2001).

Ja foi claramente demonstrado que o aumento do consumo de hortofruticolas reduz o
risco de doencas relacionadas com a idade. Pensa-se que este mecanismo protetor
ocorra devido a presenca de fitoquimicos que exibem atividade antioxidante. Uma vez
que estas doencas estdo relacionadas, ou sdo agravadas, pelo stress oxidativo, torna-se
necessario considerar os alimentos ricos em compostos antioxidantes na alimentacéo, de
forma a obter resultados positivos, a longo prazo, na salde (Trichopoulou e
Vasilopoulou, 2000; Prior e Cao, 2000).

De forma a realizar a caraterizacdo funcional foi necessario inicialmente proceder a
preparagdo de sumo e também realizar o fracionamento das amostras, testando-se para o
efeito, varios procedimentos de extracdo, nomeadamente, a preparacdo de extratos
metandlicos, a preparacdo de extratos acetonicos, a realizacdo de uma metodologia de

extracdo com hexano e acetona e uma metodologia de extracdo em fase solida.
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Deste modo concentrou-se 0s compostos bioativos de interesse tais como as betalainas,
carotenoides e compostos fendlicos, e também se reduziu possiveis interferentes as
técnicas analiticas a utilizar, como por exemplo os agucares, aminoacidos e acidos

organicos.
2.5.4.1. Preparacdo do sumo

Inicialmente foi necessario preparar sumo a partir da polpa de figo piteira. Este passo é
importante pois a polpa é muito densa, e neste sentido, ndo poderia ser utilizada nas
técnicas colorimétricas utilizadas na caraterizacdo funcional, onde € aplicada geralmente
uma amostra fluida e limpida de forma a efetuar uma correta medicdo dos componentes

presentes no figo de piteira.

A preparacdo do sumo foi realizada de acordo com Gurrieri et al. (2000), por
centrifugacdo (Sigma 4K15C, EUA) durante 5 minutos a 200 rpm. O sobrenadante foi
recolhido e filtrado a vacuo (110mm de didmetro). As amostras de sumo foram

posteriormente conservadas congeladas (-18 °C) até serem analisadas.
2.5.4.2. Fracionamento

N&do existe um procedimento pré-estabelecido para a separacdo dos compostos com
atividade antioxidante presentes no figo de piteira. Apds extensa revisao da literatura
foram selecionados alguns procedimentos de forma a serem testados, com o intuito de
otimizar o processo de fracionamento, mas também escolher o0 método mais preciso,
reprodutivel, simples, rapido e barato (que utilize menos solventes e equipamento caro).

As metodologias testadas estdo descritas em seguida.

Procedimento de extracdo com hexano e acetona — Este procedimento foi realizado de

acordo com o método proposto por Kuti (2004), sofrendo algumas alteracbes (Figura
11). Em suma, 10 g de amostra foram extraidas duas vezes com acetona (99,5%) (J. T.
Baker®, EUA) (Extracto | e I1). O residuo obtido foi submetido a mais duas extracoes,
primeiramente com uma mistura de acetona e hexano (95%) (J. T. Baker®, EUA) (1:1,
v/v) (Extrato Ill), e posteriormente apenas com hexano (Extrato V). Apds estas

sucessivas extracdes, adicionou-se uma pequena quantidade de &gua destilada,

Sofia Alexandra Duarte Miranda — Fevereiro de 2014 — Universidade Atlantica 28



Memodria Final de Curso - Licenciatura em Ciéncias da Nutrigao

ocorrendo a formacédo de duas fases coloridas, posteriormente separadas: fase polar e
fase apolar (Figura A8.1, A8.2 e A8.3 — Anexo 8). Na fase polar estdo presentes
compostos aquosos, tal como as betalainas e compostos fenolicos. Ja na fase apolar
espera-se encontrar compostos com reduzida solubilidade em &gua, tal como os
carotenoides. Ambas as fases foram evaporadas separadamente. A fase polar foi
redissolvida em 4gua e a fase apolar em metanol (95%) (Labsolve®, Portugal).

[ 10g de Polpa ]

|
+50m| AcetonaPura |

[Res:’duo ] [ Extratol ]

+ 50mi Acetona Pura

( Residuo ] [ Extrato !l ]

+2ml ipa destilada

+20mi (1:1)Azetona/Hexano

[ Fase Polar ] [ Fase Apolar ]

[Resn’duo] [ Extrato Il ]

¥

* 20mi Hexano

Evaporada e Evaporada e
P A redissolvida redissolvida
v em agua em metanol
[ Residuo ] [ Extrato IV ] =

Figura 11 - Esquema do procedimento de extra¢do com hexano e acetona.

Extratos acetonicos — Realizaram-se extratos acetonicos de acordo com o descrito por

Osorio-Esquivel et al. (2010), com algumas modificagbes (Figura 12). Em suma, 10 g
de amostra foram extraidos duas vezes com acetona (Extrato | e Il). Em seguida,
juntaram-se ambos os extratos num Erlenmeyer que foi posteriormente refrigerado a 5
°C durante 24 horas, ocorrendo neste periodo a formacdo de duas fases coloridas: fase
aquosa e fase organica (extrato acetonico) (Figura A9.1, A9.2 e A9.3 — Anexo 9). A
semelhanca do procedimento anterior, ambas as fases foram evaporadas e redissolvidas,
sendo que a fase aquosa foi redissolvida em agua, e a fase organica foi redissolvida

numa mistura de acetona e agua (1:1, v/v).
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= 50ml Acetons Pura

[ Residuo ] [ Extratoll ] Evaporadae Evaporadae
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I 2
emagua Agua/Cetona

Figura 12 - Esquema do procedimento de realizacdo de extratos aceténicos.

Extratos metandlicos — Os extratos foram obtidos de acordo com Butera et al. (2002),

com ligeiras modificacdes. Inicialmente adicionou-se 4 mL de metanol a 4 g de amostra
de polpa. Esta mistura foi depois colocada no vortex (Heidolph Reax Top, Alemanha)
de forma a misturar ambos os compostos. Em seguida centrifugou-se (5 minutos a 50
rpm) e filtrou-se a vacuo (110 mm de diametro). Os extratos foram conservados a -18

°C até serem analisados (Figura 13).

Polpa/ Metanol
—

Vortex

Centrifugacdo Filtragdo
Figura 13 - Esquema da realizacao de extratos metandlicos.

Extracdo em fase sélida (Solid Phase Extraction — SPE) — A extracdo em fase solida é

uma tecnica muito popular usada, atualmente, no tratamento rapido e seletivo de
amostras. O principio de SPE baseia-se na particdo entre um liquido (matriz ou solvente
com analitos) e uma fase sélida (adsorvente) contida numa coluna ou disco. Esta técnica

de tratamento de amostras permite a concentracdo e purificagdo de substancias de uma
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solucdo, atraves da sua adsorcdo num adsorvente solido, e a remogdo de interferentes
apos extracdo (Hennion,1999; Zwir-Ferenc e Biziuk, 2006). A eficiéncia da separacdo
depende das diferentes afinidades relativas para as duas fases, baseadas na adsor¢édo, no
tamanho ou na carga do composto. Este método utiliza o mesmo tipo de fases
estacionarias que sdo utilizadas em colunas de cromatografia liquida, sendo por isso (til

para a preparacdo de amostras para analise cromatografica (Hennion,1999).

Neste procedimento utilizou-se uma coluna empacotada com silica ligada a grupos
octadecil (C18) (Thermo Scientific HyperSep™ C18, USA), utilizada geralmente em
condigdes de separagdo de fase reversa. A separacdo de fase reversa envolve uma matriz
polar (normalmente aquosa), ou moderadamente polar, e uma fase estacionéria ndo

polar, retendo compostos organicos hidrofdbicos (Zwir-Ferenc e Biziuk, 2006).

Foi seguido o procedimento de acordo com Vuli¢ et al. (2012). Este procedimento de
purificacdo de extratos foi utilizado de forma a remover acidos organicos, agucares

residuais, aminoacidos e proteinas (Rigo, Vianello e Clementi, 2000).

Para todas as amostras efetuou-se inicialmente um pré-condicionamento da coluna,
eluindo 5 mL de metanol e em seguida 10 mL de &gua acidificada (H,SQO,4) (0.005 M).
Em seguida acidificou-se a amostra de sumo, através da adi¢do de algumas gotas (3 a 4
gotas) de H,SO, (0.05 M) de forma a ajustar ao pH de 2. Porém de acordo com o0s
eluentes utilizados realizou-se trés metodologias distintas descritas em seguida (Figura
14):

e SPE1 — Metodologia utilizada para as amostras de sumo do figo verde e laranja.
Inicialmente adicionou-se 5 g de sumo acidificado (Fracdo 1.1), e depois fez-se a
eluicdo com 10 mL de H,SO,4 0.005M (Fracéo 1.2), 5 mL de metanol (Fracéo 1.3)
e 5 mL de acetato de etilo (99,98 %) (Fisher Scientific, EUA) (Fragéo 1.4).

e SPE2 - Metodologia utilizada também para amostras de sumo do figo verde e
laranja. A semelhanca do procedimento anterior, adicionou-se 3 g e 2,5 g de sumo
acidificado do figo verde e figo laranja, respetivamente (Fracdo 2.1), eluindo em
seguida com 5 mL de H,SO4 0.005M (Fragdo 2.2), seguido de 5 mL de uma
mistura de &cido formico (99,8 %) (Panreac, Espanha) /acetonitrilo (ACN) (99,8
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%) (J. T. Baker®, EUA) / 4gua ultrapura (H,0) (5:400:595, v/v/v), designado por
Eluente B (Fracéo 2.3), e por fim 5 mL de metanol (Fragéo 2.4).

e SPE3 - Metodologia utilizada apenas para amostras de sumo do figo roxo. Em
conformidade com as outras metodologias aplicadas, adicionou-se 1 g de amostra
de sumo acidificado (Fracdo 3.1) e fez-se posteriormente a eluicdo com 5 mL de
H.SO, 0.005M (Fracdo 3.2), 5 mL de agua destilada (Fracdo 3.3), 5 mL de agua
destilada/metanol (1:1) (Fracdo 3.4), 5 mL de metanol (Fragéo 3.5) e por fim, com
5 mL de acetato de etilo (Fracéo 3.6).

[ Pré- condicionamento do cartucho com Metanol e Agua acidificada (H,S0, 0.005 M) ]
— — L - ] L T 1
5 ml de sumo 3/2,5mide 1 ml de sumo
5 ifi Fragdo3.l acidificado
13 11 acidificado x sumo
ragao — (pH=2) Fragao 2.l g acidificado (pH=2)
‘ (pH=2) G
Fracio3.2 R
T ‘ e acidificada
(I
Fragiol.2 b x Agua
acidificada Fragdn2.2 g— acidificada X Agua
$ 3 FragRo:3 destilada
Fragiol.3 g Metanol Acido ) Agua/
‘ Fragi02.3 g fém\/»coéACN Fragioss Metanol
K H,
(5:400:595) Fragdo3.5 Metanol
X Acetatode
F 14
ragdo — Etilo ‘ o Acetatode
[T07= 1.5 Y R a— Metanol Fragao 3.6 Etilo

I o7 ST

Figura 14 - Esquema da metodologia de SPE1 (esquerda), SPE2 (meio) e SPE3 (direita).

Todas as fragcbes correspondentes a cada eluente, de cada amostra de sumo, foram
recolhidas isoladamente em vials, sendo posteriormente conservadas a -18 °C até serem

analisadas.

Os extratos obtidos através das varias técnicas de fracionamento foram utilizados para a
realizacdo da caraterizacdo funcional das trés variedades de figo de piteira, onde se
determinou o teor de betalainas, o teor de carotenoides totais, o teor de compostos

fendlicos totais e também se analisou a atividade antioxidante através do ensaio de
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capacidade de sequestracdo do radical 1, 1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e através do
ensaio de poder antioxidante de reducdo férrica (FRAP).

2.5.4.3. Teor de betalainas (betacianinas e betaxantinas)

As betalainas sdo uma classe de pigmentos naturais hidrossolUveis encontrados nos
vacuolos das plantas da ordem Caryophyllales, da qual pertence o género Opuntia. As
betalainas estdo divididas em dois grupos: as betacianinas, que conferem a cor
vermelho-roxo, e as betaxantinas, que conferem a cor amarelo-laranja. Estes pigmentos
sdo compostos azotados derivados do &cido betalamico (Figura 15) (Clement e Mabry,
1996).

RO~ N . R R
| < L+ >’/
- I:I COOH o N H
R.O" |
6 | /|k
H

1 |
H

Hooc"" N" “coon Hooc" COOH Hooc" N “cood

Figura 15 - Estrutura das betacianinas (esquerda) e betaxantinas (direita), bem como a unidade

estrutural de ambos, o &cido betalamico (meio) (Stintzing e Carle, 2001).

O primeiro isolamento de betalainas foi realizado na beterraba da espécie Beta
Vulgaris, tendo atualmente uma ampla utilizacdo como corante em inimeros produtos
alimentares. A sua cor é mantida numa gama de pH entre 3 a 7, sendo por isso um

corante ideal para produtos pouco acidos (Sobkowska, Czapski e Kaczmarek, 1991).

As betalainas sdo conhecidas por apresentarem uma elevada atividade antioxidante
(Escribano et al., 1998; Cai, Sun e Corke, 2003; Kanner, Harel e Granit. 2001), atuando
por inibicdo da peroxidacdo lipidica e decomposicdo in vitro do grupo heme e ainda
apresentam atividade anticancerigena in vivo (Tesoriere et al., 2004; Tesoriere et al.,
2005; Siriwardhana, Shahidi e Jeon, 2006).

Também ja foram identificadas e quantificadas betalainas no figo de piteira (Stintzing e
Carle, 2001). A extracdo e utilizacdo dos pigmentos deste fruto podera constituir uma

vantagem em relagdo a utilizagdo dos pigmentos extraidos da beterraba, uma vez que
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tém menor risco de contamina¢do microbioldgica, ndo tém nitratos, ndo possuem um
sabor desagradavel, e para além disso, poderdo contribuir para a melhoria do produto
final, uma vez que o figo de piteira tem, adicionalmente, propriedades nutricionais e

funcionais interessantes (Castellar et al., 2003).

O teor de betacianinas e betaxantinas foi determinado espetrofotometricamente
(Pharmacia Novaspec Il Rapid, Alemanha), de acordo com a metodologia proposta por
Sumaya-Martinez et al. (2011). Sumariamente, mediu-se a absorvancia de 3 mL de
amostra ao comprimento de onda de 535 nm para a detecdo de betacianinas, e 480 nm
para a detecdo de betaxantinas. A determinacdo de betacianinas e betaxantinas foi
realizada de acordo com a equacéo:

A XFD X MM X100
£ X1

Teor de Betacianinas ou Betaxantinas (mg/100mL) =

onde: A= Absorvancia a 535/480 nm; FD= Fator de diluicdo; MM= Massa molecular;
e= Coeficiente de extingdo molar. Para a determinacdo do teor de betacianinas foi
utilizado um coeficiente de extingdo de 60000 L.mol™ cm™ e a massa molar de 550
g/mol. Ja& na determinacdo do teor de betaxantinas utilizou-se um coeficiente de
extincdo de 48000 L.mol*cm™ e a massa molar de 308 g/mol. Os resultados de
betacianinas e betaxantinas foram expressos em mg equivalente de betanina e

indicaxantina, respetivamente, por 100 g sumo em peso fresco.
2.5.4.4. Teor de carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipossolUveis encontrados nas membranas dos
cloroplastos e cromoplastos das plantas, mas também em organismos fotossintéticos.
Este pigmento apresenta uma coloragdo que vai do amarelo ao vermelho, porém, por
vezes a sua cor € mascarada pelas clorofilas, que sdo mais abundantes nas plantas.
Estruturalmente, estes pigmentos sdo tetrapenoides que se podem dividir em duas

classes: os carotenos e as xantofilas (Bartley e Scolnik, 1995).

No reino animal, os carotenoides ndo podem ser obtidos por sintese enddgena e em
particular, os carotenoides com atividade de provitamina A (B-caroteno) s&o

fundamentais para a sade humana, tornando-se por isso necessario obté-los através da
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alimentagdo. Alguns estudos demonstram que a ingestdo de alimentos ricos em
carotenoides, tais como os hortofruticolas, pode ter um efeito protetor contra doencas
cronicas. A utilizacdo deste pigmento como corante, pela industria alimentar, também é

bastante relevante (Diplock et al., 1998).

O teor de carotenoides foi determinado através de um método desenvolvido por Biehler
et al. (2010). As amostras foram medidas espetrofotometricamente (Figura 16) a uma
absorvancia de 450 nm. Posteriormente o teor de carotenoides totais foi calculado
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 135310 L.mol™‘cm™ e a massa molar de p-
caroteno de 537 g/mol. Os resultados foram expressos em mg equivalente de B-caroteno
/100 g sumo em peso fresco.

Figura 16 - Espetrofotémetro Novaspec Il Rapid, Pharmacia Biotech.

2.5.4.5. Teor de compostos fenolicos totais

Os compostos fendlicos podem ser definidos como uma ampla classe de compostos
quimicos que possui pelo menos um anel aromaético ligado a um, ou mais grupos
hidroxilo, e ligados a derivados funcionais (Figura 17). Estes compostos estdo presentes
numa grande variedade de hortofruticolas, podendo encontrar-se na forma livre ou

ligados a acUcares e proteinas (Croft, 1998).

OH

Figura 17 - Estrutura quimica do fenol, a estrutura base dos compostos fenélicos.
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De acordo com a solubilidade, pode-se distinguir alguns compostos tais como o0s acidos
fendlicos, flavonoides e quinonas que sdo hidrossolUveis, e as proantocianidinas,
ligninas e acidos hidroxicinamicos que possuem uma solubilidade reduzida em agua,
sendo por isso soltveis em solventes organicos (Rispail, Morris e Webb, 2005). Estas
diferencas sdo relevantes para a separacdo e quantificacdo dos diferentes compostos
fendlicos encontrados nas matrizes alimentares (Antolovich, Prenzler e Ryan, 2000).

Os compostos fendlicos demonstram possuir atividade antioxidante, sequestrando
radicais livres e inibindo a peroxidacdo lipidica (Cook e Samman, 1996; Hollman,
Hertog e Katan, 1996). Estas propriedades fazem com que os alimentos ricos em
polifendis demonstrem ter mdltiplos efeitos benéficos na saide humana, atuando na
protecdo de doencas degenerativas (Hertog, et al., 1993, Jacob et al., 2008). Verifica-se
igualmente que estes compostos contribuem para a qualidade sensorial dos frutos
(Fernandez de Simon et al., 1992).

No que diz respeito ao figo de piteira, Kuti (2000) refere que a sua atividade
antioxidante é atribuida, na sua maioria, a flavonoides, nomeadamente a quercitina,

kaempferol e isoramnetina.

Para a determinagdo do teor de compostos fendlicos totais foi utilizado um método
espectrofotométrico UV/VIS baseado numa reacdo colorimétrica de oxidacao/reducéao
proposto por Ferndndez-Lopez et al. (2010). Para o efeito, utilizou-se o reagente de
Folin-Ciocalteu, de coloracdo amarela, composto por &cido fosfotingstico e acido
fosfomolibdico. Este reagente ao ser adicionado a amostra é reduzido (oxidando o0s
compostos fendlicos desta amostra) e adquire uma coloragdo azul, por formagdo de um
complexo (cromdforo) composto por uma mistura de Oxidos de tungsténio e
molibdénio. A intensidade da cor azul é diretamente proporcional a concentracdo linear
de compostos fendlicos da amostra, porém, para que ocorra a maxima absorcdo deste

complexo azul, é necessario que toda a reacdo ocorra em meio alcalino.

Em suma, num tubo de ensaio adicionou-se 0,5 mL de amostra e posteriormente 2,5 mL
de reagente Folin (Chem-Lab NV, Bélgica) com o fator de diluicdo 1:10.

Homogeneizou-se a solucdo e deixou-se em repouso durante cinco minutos. Apos este
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periodo a reacdo foi neutralizada através da adigdo de 2 mL de solugéo de carbonato de
sodio (2g/L) (Honeywell Riedel-de Haén®, Alemanha). Seguidamente, a solucéo foi
incubada durante 5 minutos a 45 °C em banho-maria. Apds este periodo de tempo, a
amostra foi incubada no escuro durante mais 10 minutos. Por fim mediu-se a
absorvancia das amostras a 760 nm. Utilizou-se solu¢bes-padréo de acido gélico (0-100
mg/L) (Sigma-Aldrich®, Alemanha) para a construcéo de uma reta de calibracdo, sendo
os resultados expressos em mg equivalente de acido galico por 100 g sumo em peso

fresco.

E importante salientar que neste método existem algumas substancias consideradas
interferentes que podem dar resultados incorretos, entre elas destacam-se 0s aglcares, as
aminas aromaticas, o enxofre, o dioxido de carbono, o acido ascorbico, bem como, o0s
acidos organicos. Neste sentido a correcdo para estas substancias interferentes deve ser
realizada (Schofield, Mbugua e Pell, 2001; Pelozo, Cardoso e Melo, 2008).

2.5.4.6. Atividade antioxidante

Existe uma evidéncia crescente que as espécies reativas de oxigénio (ERO) e o dano
oxidativo estdo envolvidos em varias doencas inflamatdrias e degenerativas. A
producdo excessiva de ERO causa um desequilibrio, levando ao dano oxidativo de
macromoléculas como os lipidos, as proteinas e o acido desoxirribonucleico (ADN).
Para tal, existe um conjunto de antioxidantes endégenos que podem neutralizar a
formacdo excessiva ou inadequada destes mesmos compostos reativos. Alguns
alimentos, como os hortofruticolas, possuem fitoquimicos com propriedades
antioxidantes, que ao serem ingeridos, irdo complementar a resposta neutralizadora
contra os ERO (Prior e Cao, 2000; Sun et al., 2002).

A cooperacdo entre os diferentes antioxidantes leva a uma maior prote¢do dos ERO, em
oposicdo a acdo de um s6 composto. Portanto, a avaliacdo da atividade antioxidante
total pode dar uma informacéo mais relevante, do que a analise de um composto isolado
(Ghiselli et al., 2000).

Deste modo, foram utilizadas duas metodologias diferentes de determinagdo da

atividade antioxidante, nomeadamente o ensaio da capacidade de sequestracdo do
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radical 1, 1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e o ensaio do poder antioxidante de reducao
férrica (Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP).

2.5.4.6.1. Capacidade de sequestracdo do radical 1, 1-Difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH)

Este ensaio baseia-se na medicdo da capacidade dos antioxidantes da amostra
sequestrarem o radical DPPH. Neste ensaio colorimétrico os antioxidantes atuam
maioritariamente por transferéncia de eletrdes e marginalmente por transferéncia de
atomos de hidrogénio, neutralizando o radical DPPH, o que leva por sua vez a perda da
sua cor puarpura carateristica, adquirindo uma coloracdo amarela. A atividade
antioxidante da amostra é inversamente proporcional a quantidade de DPPH na forma
inicial (Prior, Wu e Schaich, 2005).

O ensaio de DPPH foi realizado através de um método espectrofotométrico UV/VIS
descrito por Piga et al. (2003). Num tubo de ensaio juntou-se 50 pug de amostra a 2,5 mL
de solucdo DPPH (100 pM) (Sigma-Aldrich® Fluka, Alemanha). Em paralelo foi
realizado o mesmo procedimento para um branco constituido por metanol. Incubou-se
as amostras e 0 branco no escuro a temperatura ambiente durante 30 minutos. Apds este
periodo mediu-se a absorvancia a 515 nm num espetrofotémetro. Utilizou-se solucdes-
padrdo de acido galico (0-40 mg/L) para a construcdo de uma reta de calibracdo, sendo
os resultados expressos em mg equivalente de acido galico por 100 g sumo em peso

fresco.

Este ensaio apresenta como vantagens, o facto de ser simples, rapido e ndo precisar de
nenhum equipamento especial. No entanto, a interpretacdo pode ser dificultada quando
a amostra tem constituintes com espectros que se sobrepéem ao do DPPH (515 nm),
como por exemplo, os carotenoides. A cor do DPPH pode ser perdida devido a reagoes
radicalares, reacdes de oxidacdo/reducdo, bem como através de reacfes independentes,
em gue moléculas pequenas tém melhor acesso ao sitio ativo da radical, demostrando
uma aparente maior atividade antioxidante (Prior, Wu e Schaich, 2005; Alam, Bristi e

Rafiquzzaman, 2013).
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2.5.4.6.2. Poder antioxidante de reducdo férrica (FRAP - Ferric

Reducing Antioxidant Power)

Este ensaio mede a capacidade dos antioxidantes, de uma determinada amostra,
reduzirem o ido férrico. O ensaio FRAP é baseado na reducdo de um complexo de
2,4,6-tripiridilo-s-triazina (TPTZ) com o ido férrico (Fe **), a um complexo de cor azul,
com o ido ferroso (Fe 2*). Esta reacéo tem de ocorrer a um pH baixo (3,6) de forma a
manter a solubilidade do ferro. Esta reducdo pode ser observada através da medicao da
absorvancia num espetrofotometro ao comprimento de onda de 593 nm (Prior, Wu e
Schaich, 2005; Alam, Bristi e Rafiguzzaman, 2013).

O ensaio FRAP foi realizado de acordo com descrito por Benzie e Strain (1999).
Preparou-se previamente o reagente de FRAP (Figura 18) através da adicdo de: i)
tampdo acetato a pH: 3,6 (300 mM) (3,1 g acetato de sddio trihidratado, 16 mL &cido
acético glacial e agua destilada); ii) TPTZ (Sigma- Aldrich®, Alemanha) (10 mmol/L
em 40 mmol/L HCI (Panreac, Espanha)); iii) cloreto de ferro (20 mmol/L) (Panreac,
Espanha). Os componentes i, ii e iii foram misturados num frasco opaco de pléastico
numa proporgao de 10:1:1. Num tubo de ensaio adicionou-se 100 pg de amostra a 3 mL
de reagente FRAP. Incubou-se durante 15 minutos a 37 °C em banho-maria. Apds este
periodo, mediu-se a absorvancia das amostras a um comprimento de onda de 593 nm.
Construiu-se uma reta de calibracdo utilizando solucdes-padrdo de sulfato ferroso
(Panreac, Espanha) (FeSO4) numa gama de concentracdes de 0-1 mM. Os resultados
foram expressos em mmol equivalente de sulfato ferroso por 100 g sumo em peso

fresco.
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Figura 18 - Preparacéo do Reagente FRAP.

O ensaio FRAP, em compara¢do com outros ensaios de atividade antioxidante, é
simples, répido, barato, robusto e ndo requer equipamento especializado. Contudo, ndo
deteta antioxidantes que atuam atraves da transferéncia de atomos de hidrogénio, em
particular, tidis e proteinas, provocando uma subestimacgdo de compostos antioxidantes.
Os antioxidantes podem em alguns casos, atuar por multiplos mecanismos dependendo
do sistema de reacdo e podem para além disso, responder de diferente forma a um
radical ou a outros antioxidantes (Prior, Wu e Schaich, 2005). O facto de a reacéo
ocorrer a um pH baixo faz com que haja uma diminuigédo do potencial de ionizacdo que
comanda a transferéncia de eletrdes e aumenta o potencial redox, causando uma
mudanca no mecanismo de reacdo dominante. Isto faz com que por vezes os resultados
através do ensaio FRAP ndo sejam comparaveis a outros ensaios de atividade
antioxidante (Prior, Wu e Schaich, 2005; Alam, Bristi e Rafiquzzaman, 2013).

2.5.4.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance
Liquid Chromatography — HPLC)

A cromatografia é um termo geral aplicado a uma grande variedade de técnicas de
separacdo, que se baseiam na distribui¢do dos diferentes componentes de uma amostra,
entre uma fase mével e uma fase estaciondria. Cada componente da amostra é
diferencialmente retido na fase estacionaria devido a forcas fisicas e quimicas (adsorgéo
a superficie, solubilidade relativa e carga) que atuam entre o soluto e as duas fases. A
diferenga na magnitude dessas forcas determinara a separacdo individual dos

componentes (Meyer 2010; Nielsen 2010).
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Os métodos cromatograficos podem ser classificados de acordo com a natureza da fase
estacionaria e movel, nomeadamente, os seus estados fisicos e 0s mecanismos de
divisdo. A fase mdvel pode ser um gas, um liquido ou um fluido supercritico, enquanto
a fase estacionaria pode ser um liquido, mas mais usualmente, € um sélido. De acordo
com 0s mecanismos de separacdo distingue-se a adsorcdo, a particdo, a excluséo
molecular e a permuta idnica. Em funcdo da polaridade das duas fases, a cromatografia
pode classificar-se em fase normal, quando a fase estacionaria é polar e a fase movel é
apolar, ou entdo classificar-se em fase reversa, quando a fase estacionaria € apolar e a

fase movel é polar (Nielsen 2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography -
HPLC) é uma otimizacdo da cromatografia liquida em coluna, caraterizada pela
utilizacdo de colunas em acgo inox estreitas (2-5 mm diametro), empacotadas com
particulas de tamanho muito pequeno (3-10 um) que constituem a fase estacionaria, e
uma fase movel, que circula a alta pressdo ao longo da coluna com um fluxo controlado.
A alta pressdo permite analises mais rapidas, enquanto o uso de fases estacionarias
constituidas por microparticulas, permite uma elevada eficiéncia na separacdo (Meyer,
2010; Skoog, 2007).

Em geral, a técnica de HPLC é um processo dinamico, onde as moléculas dos analitos
interagem com diferente afinidade relativamente ao material poroso da fase
estacionaria. A cromatografia de fase reversa € 0 modo de HPLC mais utilizado, pois €
adequado para a analise de analitos polares (soluveis em agua), de polaridade média e
ainda alguns analitos apolares. A eluicdo pode ser do tipo isocratico, quando a
composicdo da fase mdvel ndo varia no decurso da anélise cromatogréfica, ou entdo de
gradiente quando a composicao dos eluentes é variavel. A técnica de HPLC, apesar de
ser frequentemente utilizada de forma analitica, também pode ser utilizada como técnica

preparativa (Meyer, 2010).

Na anélise de alimentos, € geralmente aplicado em pequenas moléculas e ides tais como
acucares, vitaminas e aminodcidos, sendo também utilizado na separacédo e purificacéo

de macromoléculas, como proteinas e polissacaridos (Meyer 2010; Nielsen 2010).
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Um sistema de HPLC (Figura 19) é constituido por uma bomba, um sistema de injecéo,

uma coluna de separacdo, um detetor e um registrador (Nielsen 2010).

L

A

W (ﬂ 7
|y
- _

Figura 19 - Sistema de HPLC.

O detetor de vetor de diodos (Diode Array Detector - DAD) é um tipo de detetor
constituido por um conjunto de diodos que permite a absorcdo de luz no espectro
UV/VIS (190 — 700 nm). Cada diodo mede um diferente comprimento de onda,
produzindo-se simultaneamente uma gama de mdaltiplos comprimentos de onda, que
apos serem processados originam um espetro da eluicdo dos analitos da amostra. Desta
forma, existe a informacéo adicional do espectro de absorcdo de cada um dos analitos,
que contribui para a sua identificacdo, juntamente com o tempo de retencdo. Este
detetor também € (til para monitorizar dois compostos com diferentes espetros que co-
eluem, ou para determinar a pureza de um pico, ou quantificar um pico quando existem

interferéncias (Skoog, 2007).

Foi realizado a determinacdo do perfil de compostos fendlicos de cada variedade figo de
piteira por HPLC-DAD. Para o efeito procedeu-se a realizacdo de extratos de acetato de
etilo de acordo com Butera et al. (2002). Inicialmente adicionou-se 2 mL de acetato de
etilo a 4 g de polpa de figo de piteira. Em seguida, a mistura foi centrifugada (5 minutos
a 50 rpm), recolhendo-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 100 mL. Ao
residuo resultante adicionou-se mais 2 mL de acetato de etilo, sendo realizado o mesmo
procedimento tal como referido anteriormente, totalizando 3 extragbes com acetato de
etilo. Os sobrenadantes recolhidos foram evaporados a secura a 50 °C e redissolvidos
em 1,5 mL de uma mistura de acido formico/ACN/H,0 (5:400:595, v/v/v). Os extratos

foram filtrados, utilizando um filtro de 0,22 um, de forma a remover particulas que
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pudessem interagir com a coluna cromatografica, danificar ou até mesmo alterar os

proprios resultados.

Utilizou-se um sistema de HPLC Finningan™ SpetraSystem™ (Thermo Fisher
Scientific, EUA) constituido por um desgaseificador (SCM1000), uma bomba binéria
de gradiente (P2000), um amostrador automatico (AS1000), um controlador UV
(SM4000) e um detetor de diodos (UV6000LP). Foi utilizada uma coluna de fase
reversa C18 (3um, 250 x 4,6 mm i.d.) (Interchim Kromasil® Interchrom, Franca).

Recorreu-se ao software Xcallibur para a analise dos cromatogramas.

Foi utilizada uma metodologia de acordo com Bravo et al. (2006). A fase mdvel foi
constituida por dois eluentes: eluente A — agua e acido férmico 0,5% (v/v) e o eluente B
- acido férmico, acetonitrilo e dgua (5:400:595, v/v/v), tendo sido utilizado o programa
de eluentes descrito na Tabela 2. As amostras foram injetadas utilizando um volume de

injecdo de 20 uL e o fluxo da fase movel foi de 0,7 mL/minuto.

Tabela 2 - Programa de eluentes utilizado na determinacdo do perfil de compostos fenélicos por em

HPLC-DAD.
Tempo de anélise Eluente B
(minutos) (%)
0-15 0-20
15-25 20
25-70 20-70
70-75 70
75-85 70 -100
85-100 100
100 - 101 0
101 -110 0

Efetuou-se a aquisi¢do entre 200 nm e 600 nm de forma a cobrir os comprimentos de
onda maximos de absorcdo dos principais grupos de compostos fendlicos, utilizando
comprimentos de onda seletivos para detecdo especifica de acidos hidroxibenzoicos e
flavanodis (Amsx. = 280 nm), acidos hidroxicinamicos (Amax. = 320 nm) e flavonodis (Amsx.

=360 nm).
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OUTRAS ATIVIDADES

Para além do referido, também foram realizadas atividades extracurriculares durante o
periodo do Estagio Profissionalizante | e Il, descritas por ordem cronologica em

seguida.
1. Centro de Estudos e Investigacdo em Dindmicas Sociais e Saude

Esta atividade foi realizada durante 0 més de Outubro de 2012 no Centro de Estudos e
Investigacdo em Dindmicas Sociais e Saude (CEIDSS) da Universidade Atlantica,

perfazendo a carga horéria total de 18 horas.

As atividades foram desenvolvidas no ambito de um dos projetos coordenados pelo
CEIDSS, o Programa de Promogdo de Saude Infantil (MUN-SI). Um dos aspetos
contemplados neste programa é a realizacdo de meses tematicos nas escolas, sendo que

cada més corresponde a um alimento.

No més em que decorreu a atividade extracurricular, o alimento escolhido foi a
castanha. Neste sentido, foi proposto a realizagéo de um artigo para ser colocado no site
do MUN-SI sobre a castanha, destinado a um leitor generalista, sem conhecimentos

profundos sobre nutri¢do.

O artigo realizado (Anexo 10) foi dividido com um formato l6gico, em que a primeira
parte comtemplava a origem do castanheiro, o papel da castanha na historia portuguesa
e a importancia socioeconomica da castanha na atualidade. A segunda parte continha
uma caraterizagdo nutricional da castanha, em que era referido a relagcdo dos nutrientes
com possiveis beneficios para a saude, apresentado a castanha como uma mas valia para
uma alimentacdo saudavel. Numa terceira e Gltima parte verificou-se as diferencas das

diversas formas de consumir a castanha e qual a sua utilizag&o.
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2. Os Lanches da Manha e Tarde: O que escolher

Esta acdo de sensibilizacdo decorreu no ambito do “Projeto Cozinha Saudavel e
Escolhas em Conta” da CMA (descrito anteriormente no subcapitulo 1.5.) no dia 23 de

Fevereiro de 2013 na escola JI da Brandoa.

Esta atividade, & semelhanca das ac¢fes anteriores decorridas no ambito deste projeto,
compreendeu uma metodologia tedrico-pratica em que foram divididos o0s
pais/encarregados e filhos em dois grupos. As atividades desenvolvidas foram apenas
realizadas ao grupo das criangas, estando dirigidas para um leque de idades
compreendida dos 3 aos 9 anos de idade.

A parte tedrica foi realizada com uma apresentacdo em formato digital de Power Point
(Anexo 11). Inicialmente colocou-se um conjunto de imagens de alimentos aleatorios
colados na parede, que sdo geralmente consumidos no lanche da manha e da tarde.
Depois pediu-se aos intervenientes que organizassem as imagens em dois grupos
distintos: alimentos saudaveis e ndo saudaveis, questionado o motivo da escolha da
crianca. Esta primeira parte teve como objetivo percecionar o nivel de conhecimentos

destas criangas, mas também estimular a sua interacéo.

Depois demonstrou-se a diferenca entre os diferentes tipos de sumos e refrigerantes,
enchendo um copo com a quantidade de acucar que tinha a bebida em questdo.
Posteriormente mostrou-se como era feito um croissant e quais 0s ingredientes
utilizados na sua confecdo. Para o efeito juntou-se numa tigela todos os seus
ingredientes, de forma a evidenciar a grande quantidade de manteiga que € utilizada na
confecdo deste produto. Por fim explicou-se quais 0s grupos de alimentos que deveriam

constituir os lanches, dando varias opGes dentro de cada grupo de alimentos.

Na parte pratica pediu-se as criancas que preparassem um lanche para si e para 0s seus
pais/encarregados, com Varios alimentos expostos numa mesa, tal como pdo e cereais,

hortofruticolas, leite e derivados, frutos secos, compotas, entre muitos mais.
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3. Caraterizacao nutricional e funcional do cladddio de Opuntia spp.

A atividade decorreu no ambito de colaboracdo no estagio da minha colega Ana
Margarida Costa realizado na FCT/UNL durante 0 més de Julho de 2013, onde foi

proposto a realizacdo da caraterizacdo nutricional e funcional do cladédio de Opuntia
spp.

A caraterizacdo nutricional foi realizada através da determinacdo do teor de humidade,
teor de cinzas, proteina bruta, gordura bruta e teor de pectina. A caraterizacdo funcional
foi efetuada através da determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, sendo que a
atividade antioxidante foi analisada através do ensaio FRAP e 0 ensaio DPPH.

4. Eventos cientificos
e | Simposio sobre Nutricédo e Alimentacéo dos 0 aos 18 anos

Este evento realizou-se no dia 1 de Marco de 2013 no Edificio Egas Moniz da
Faculdade de Medicina de Lisboa, tendo como temas principais a estratégia na
promocdo de uma alimentacdo saudavel, métodos de avaliacdo do estado nutricional

infantil e técnicas de culinaria saudavel em idade pediatrica.

e Congresso “ Influéncias Nutricionais na Prevencdo das Doencas

Cardiovasculares”

Este evento decorreu no dia 21 de Marco de 2013 no auditorio da Escola Superior de
Tecnologia da Saude de Lisboa, onde foi abordado essencialmente o papel da

alimentacdo na prevengdo de doengas cardiovasculares.
¢ Seminario “Comportamento Alimentar: da Biologia a Patologia”

Este evento pertence ao Ciclo de Seminérios Nutricdo Hospitalar, promovido pela
Ordem dos Nutricionistas, e decorreu no dia 20 de Setembro de 2013 no Edificio Egas
Moniz da Faculdade de Medicina de Lisboa, onde foi abordado os determinantes do
comportamento alimentar, intervencdo cirdrgica na obesidade e doencas do

comportamento alimentar.
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CONCLUSAO

Esta foi uma etapa fundamental e indispensavel para a minha formacdo e
desenvolvimento profissional, contribuindo em muito para 0 meu enriquecimento

profissional.

O Estagio é como um elo entre 0 mundo académico e o0 mundo profissional, revelando-
se até a0 momento, uma experiéncia maravilhosa, em que foi possivel articular a teoria
com a pratica. Concluida esta etapa, posso afirmar que cumpri 0s objetivos propostos

inicialmente.

O estagio do 1° semestre na CMA teve um balan¢o muito positivo, apesar das minhas
expetativas ndo serem muito elevadas ao inicio. Agora afirmo, sem sombra de duvida,
que me sinto privilegiada de ter podido estagiar neste local. Fica assim patente que ndo
ha nada como a pratica para conhecer verdadeiramente as vérias realidades que nos
cercam. Foi motivante e também enriquecedor a nivel pessoal, a interacdo com criancgas,
principalmente o contacto com criancas de realidades diferenciadas. Trabalhar
diretamente com este publico-alvo permitiu-me desenvolver e otimizar capacidades

discursivas e argumentativas.

Ja o0 estéagio do 2° semestre na FCT/UNL decorreu no ambito da area da Investigacao, o
que por si s6 constituiu um desafio. A aplicacdo de conhecimentos de outras areas
paralelas a Nutricdo, tal como a Quimica, Bioquimica e Tecnologia Alimentar,
permitiram-me desenvolver e aprofundar alguns conhecimentos. A realizacdo de
técnicas laboratoriais foi muito gratificante, e se ndo fosse o estadgio na FCT/UNL muito
dificilmente teria oportunidade de os ter. Este estadgio acabou por me apresentar novos
horizontes e permitiu-me perceber que nenhuma é&rea cientifica pode atuar
isoladamente, porque no meio cientifico todas as disciplinas estdo interligadas e

precisam de atuar em conjunto de forma a permitir o avanco da ciéncia.

Ao fim de quatro anos curriculares, é com orgulho que dou por concluido este Ultima
etapa da Licenciatura em Ciéncias da Nutricdo, estando plenamente confiante em

ingressar na vida profissional ativa.
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