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RESUMO

O objetivo primordial deste trabalho consistiu no desenvolvimento de técnicas
simples, com impacto visual e em que os materiais utilizados, para além de acessiveis e

de baixa toxicidade, fossem produtos do quotidiano.

A separacdo dos pigmentos vegetais carotenoides, clorofilas a e b e flavonoides
por cromatografia em coluna e em papel foi o tema central da investigacdo apresentada.
Foram realizados varios estudos em que se investigou varios adsorventes ndo toxicos do
quotidiano, solventes de facil acesso e procurou-se contornar 0s problemas encontrados
recorrendo sempre a procedimentos experimentais simples de modo a evitar técnicas e
equipamentos tipicamente laboratoriais. Os resultados obtidos permitiram desenvolver
técnicas de cromatografia em coluna e em papel muito simples e eficazes na separacao
das bandas coloridas tipicas destes pigmentos, que obedecem estritamente aos requisitos

estabelecidos.

Prosseguiu-se o0 estudo com a cromatografia dos pigmentos carotenoides
existentes no pimento vermelho, na cenoura e na polpa de tomate. Realizou-se um
estudo comparativo entre a maceracdo dos alimentos em acetona e a sua desidratacédo

prévia em etanol.

Realizou-se ainda algumas atividades com pigmentos flavonoides,
nomeadamente a preparacdo de “bolas camaledo” para determinar o carater acido-

base de solucdes e o tingimento de tecidos com pétalas de rosa.

No Ensino Basico e Secundario é fundamental motivar os alunos para o ensino
das ciéncias. A realizagdo de atividades laboratoriais € um dos meios mais eficazes para
atingir esses objetivos. Assim e tendo por base o estudo realizado elaborou-se propostas
de atividades laboratoriais para o Ensino Basico e Secundario, que pudessem ser

realizadas em laborat6rios com pouco equipamento e mesmo em salas de aulas normais.



ABSTRACT

The primary objetive of this work was the development of simple techniques,
with attractive visual impact, by the use of materials, not only accessible and with a

low-toxicity, but also easily found in our everyday lives

The separation of plant pigments carotenoids, chlorophylls a and b and
flavonoids by column and paper chromatography was the central theme of this research
project.A series of studies were carried out, where several everyday adsorbents, non-
toxic and easily accessible solvents were investigated and in order to circumvent
research problems, simple experimental procedures were always carried out in order to
avoid typically laboratory techniques and equipment. The obtained results allowed the
development of very simple column chromatography techniques that demonstrated to be
very effective in the separation of the typical colored bands of these pigments and that

strictly matched the primary objetives of the proposed work.

The study proceeded with the chromatography of carotenoid pigments existing
in red pepper, carrot and tomato paste. A comparative study was performed involving
methods of food maceration in acetone and methods that used a previous food

dehydration step with ethanol.

A few activities using the flavonoid pigments were also done, particularly the
preparation of "chameleon balls" to determine the acid-base character of solutions, and

the dyeing of fabrics with rose petals.

In primary and secondary school it is crucial to motivate students for the
teaching of science. Carrying out laboratory activities is one of the most effective ways
to achieve those goals. Thus, based on the research studies, proposals for laboratory
activities for primary and secondary school were elaborated, so that they could be

performed in laboratories without much equipment and even in normal classrooms.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

1.1 Introducéo

Neste capitulo introdutorio, que contempla seis subcapitulos, procede-se a
contextualizagéo e apresentacdo da investigacao realizada.

No primeiro subcapitulo (1.1) descreve-se como o capitulo estd estruturado. O
segundo subcapitulo (1.2) diz respeito a contextualizacdo geral da investigacdo. Nesta
seccdo faz-se uma abordagem ao papel das atividades laboratoriais no ensino das
ciéncias (1.2.1). De seguida definem-se os objetivos da investigacdo (1.3), a relevancia
da investigacdo (1.4) e as limitagcdes da investigacdo (1.5) e por fim o plano geral da
dissertacéo (1.6).

1.2 Contextualizacéo geral da investigacao

1.2.1 As atividades laboratoriais no ensino das ciéncias

O trabalho pratico, nomeadamente as atividades laboratoriais, sdo fulcrais para o
ensino das ciéncias (Barbera & Valdés, 1996). Ha aproximadamente 300 anos John
Locke considerou necessario que os estudantes realizassem trabalho pratico, e nos finais
do século XIX passou a integrar os curriculos de ciéncias em Inglaterra e Estados
Unidos (Barbera & Valdés, 1996).

Na ultima década em Portugal os curriculos de ciéncias e as Orientagcdes
Curriculares tém apresentado alteragdes significativas (Correia & Freire, 2009). As
OrientacGes Curriculares para o 3° Ciclo do Ensino Basico (DEB, 2001 b) apontam para
um ensino mais centrado nos alunos, o que obriga os professores a adotarem estrategias

diversificadas de ensino que permitam o desenvolvimento de competéncias essenciais.



Estas OrientacGes Curriculares valorizam o trabalho laboratorial em que os alunos
estejam ativamente envolvidos, sugerem o envolvimento dos alunos em experiéncias em
que tenham oportunidade de aplicar conhecimento cientifico, para compreenderem
melhor os problemas e dilemas do mundo que os rodeia e desenvolverem competéncias

de conhecimento processual e estratégias de resolucéo de problemas.

Como se pode constatar em DEB (2001 a) “ a atividade experimental deve ser
planeada com os alunos, decorrendo de problemas que se pretende investigar e ndo
constituem a simples aplicacdo de um receituério (p. 131-132).”

O Curriculo Nacional do Ensino Bésico (DEB, 2001 a) sugere, para 0 Tema
Sustentabilidade na Terra, a “ realizacdo de atividades experimentais de varios tipos: 1)
investigativas, partindo de uma questdo problema, avaliando as solugdes encontradas;

i) ilustrativas de leis cientificas; iii) aquisicdo de técnicas (p. 143).”

O trabalho pratico € muito importante para o aluno do Ensino Basico
desenvolver a capacidade de aprender experimentando, utilizando para isso, 0S seus
conhecimentos prévios, pesquisando informagdo e construindo novos conhecimentos,
tanto de natureza conceptual como de natureza procedimental. Possibilita ainda a
promocdo de atitudes e comportamentos sociais que sdo relevantes numa perspetiva de
formacdo para a cidadania (Leite, 2003). Assim, as ciéncias também contribuem para a
educacdo para a cidadania, através da transformacdo dos jovens em cidadédos
cientificamente cultos e capazes de participar de uma forma ativa e informada na vida

da sociedade a que pertencem (Leite, 2003).

Para alguns intervenientes na educacdo em ciéncias, nomeadamente professores
e autores de manuais escolares ¢ indiferente utilizar os conceitos de trabalho laboratorial
e atividades laboratoriais, o que dificulta a utilizacdo racional destes conceitos (Leite,
2001). Por isso, é fundamental esclarecer o significado de cada um deles. Segundo a
perspetiva de Leite (2001) o trabalho laboratorial abrange atividades que envolvam a
utilizacdo de materiais de laboratério, mais ou menos convencionais. S&0 um conjunto
de atividades que permite desenvolver conhecimentos dos dominios conceptual,

procedimental e epistemologico.

Para Leite (2001), atividades laboratoriais sdo aquelas que envolvem o uso de

materiais de laboratério, para reproduzir um facto ou fenémeno ou analisar uma parte



do mundo natural a estudar, a execucdo é normalmente desenvolvida no laboratorio,
mas na falta deste, numa sala de aula normal desde que esta ndo coloque em causa a

seguranca dos intervenientes.

Na opinido desta autora é fundamental ainda distinguir trabalho pratico e
trabalho experimental. Assim, para Leite (2001) o trabalho pratico pode incluir
atividades laboratoriais, trabalho de campo, atividades de resolucdo de exercicios ou de

problemas de papel e lapis e pesquisa de informacgéo na internet.

O trabalho experimental inclui atividades que envolvem o controlo e
manipulacdo de variaveis e que podem ser laboratoriais ou outro tipo de atividades
praticas (Leite, 2001).

Para a maioria dos professores de ciéncias a experiéncia pratica é fundamental
para o ensino das ciéncias (Hodson, 1994). O laboratério € um recurso muito importante
no ensino e na aprendizagem das ciéncias (Afonso & Leite, 2000 a; Dourado, 2006),
cujas possibilidades educativas tém sido sobejamente reconhecidas (Barros & Losada,
2003).

Por outro lado, é fundamental que os professores compreendam que, apesar de o
laboratdrio ser um recurso importante, ele ndo constitui a solucdo para todos os males
da educacédo (Hodson, 1994). Usar o laborat6rio ndo € sé por si melhor do que nédo usar.
A sua utilidade depende, acima de tudo, do modo como é usado (Afonso & Leite,
2000a).

Segundo Leite (2001) o trabalho laboratorial é o tipo de trabalho pratico mais
familiar aos professores de ciéncias. A realizagdo de atividades laboratoriais nas aulas
de ciéncias, é importante para o0s alunos aprenderem a elaborar conclusbes a partir de
evidéncias selecionadas de entre os dados recolhidos em laboratério, bem como para
elaborarem atividades que lhes permitam encontrar as evidéncias necessarias para testar
determinadas ideias (Esteves & Leite, 2005).

Para as atividades laboratoriais contribuirem para a aprendizagem dos alunos, é
necessario que a sua insercdo no ensino seja realizada de modo consciente e que
proponha um ensino voltado para a aproximagdo aos estudantes com o seu mundo,
atuando como mecanismo facilitador da aprendizagem nas suas diferentes dimensdes

pedagdgicas, caso contrario, sera mais uma acdo fracassada no sistema educacional



(Rosa et al, 2007). As atividades laboratoriais devem apresentar coeréncia interna, o
objetivo da atividade deve ser claramente reconhecido e o procedimento adequado para
o atingir (Leite, 2006).

Uma vez que muitos dos fendmenos com 0s quais as criangas contactam no seu
quotidiano sdo reprodutiveis no laboratorio, Leite (2006) € a favor de que as atividades
laboratoriais devem ser desenvolvidas nas aulas para auxiliar os alunos a compreender
as explicagcOes construidas pelos cientistas aplicando-as aos fendmenos do quotidiano.
Assim, a imagem de ciéncia que os alunos tém depende do modo como lhes é

transmitida pelos seus professores (Praia & Cachapuz, 1994).

No entanto como escreve Hodson (1994) muitas atividades desenvolvidas
acabam por afastar os alunos desmotivando-os das aulas de ciéncias por exigirem
apenas que os alunos realizem tarefas mecanicas e rotineiras e cujo sentido e utilidade

desconhecem.

Os professores ndo devem usar o trabalho laboratorial simplesmente porque “a
ciéncia ¢ uma atividade pratica”, mas sim de forma racional de modo a promover uma

aprendizagem mais significativa das ciéncias (Afonso & Leite, 2000a).

N&o é tanto a quantidade de trabalho laboratorial que é importante mas mais a
qualidade desse trabalho (Afonso & Leite, 2000a). Essa qualidade passa entre outros,
pela utilizacdo de atividades diversificadas, adequadamente selecionadas e executadas

em condigdes consistentes com os objetivos a atingir (Leite, 2001).

Ao longo dos tempos varios autores (Barbéra & Valdés, 1996; Hodson, 1994;
Leite, 2001; Dourado, 2006) tém enumerado 0s objetivos que se podem atingir com a
implementacdo de atividades laboratoriais. Assim, Hodson (1994) apresenta cinco
objetivos que foram elaborados tendo por base os motivos apresentados por professores
para realizarem atividades laboratoriais. Para este autor as atividades laboratoriais
podem permitir atingir uma diversidade de objetivos que vdo desde a aprendizagem de
conhecimento conceptual, a aprendizagem de técnicas e competéncias laboratoriais, a
aprendizagem da metodologia cientifica, ao desenvolvimento de atitudes cientificas e a

motivacao dos alunos (Hodson, 1994).

Também Leite (2001; 2002 b) enumera uma lista de objetivos passiveis de serem

alcancados através da utilizacdo das atividades laboratoriais e que abrangem trés
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dominios, a aprendizagem de conhecimento procedimental, conceptual e da

metodologia cientifica.

Segundo Dourado (2006) o trabalho laboratorial contempla objetivos de varios
dominios: do dominio das atitudes (por exemplo: motivar os alunos e estimular a
cooperacdo entre eles); do dominio procedimental (por exemplo: desenvolver
capacidades de observacdo e dominar técnicas laboratoriais); do dominio conceptual
(por exemplo: adquirir conceitos e explicar fenémenos) e do dominio da metodologia
cientifica (por exemplo: resolver problemas).

Para que todos os objetivos sejam alcangados, tal como defendem alguns
investigadores (Hodson, 1994; Leite, 2001; Dourado, 2006) as atividades laboratoriais

tém que ser organizadas em conformidade.

Segundo Barbéra & Valdés (1996) o trabalho laboratorial nem sempre promove
a aprendizagem de conceitos cientificos. No entanto os cientistas, os educadores em
ciéncias e os investigadores sdo de opinido que o laboratério deve ocupar um papel
central nas aulas de ciéncias (Leite, 2002 a). Para o trabalho laboratorial favorecer a
aprendizagem de conceitos cientificos deve salientar a qualidade das atividades
realizadas em vez da quantidade, devendo as atividades ser adequadas ao objetivo a
atingir (Leite, 2001), para deste modo promover a constru¢do de novas ideias e a
reconstrugéo das concecdes alternativas (Leite, 2001).

Apesar de alguma falta de consenso no que se refere aos objetivos que o trabalho
laboratorial permite alcancgar existe, todavia, concordancia no facto de que uma dada
atividade laboratorial devera centrar-se em objetivos especificos (Hodson, 1994; Leite,
2001). Embora a realizagdo de uma mesma atividade laboratorial permita atingir
diferentes objetivos (Leite, 2001) o numero de objetivos definidos para a realizacdo de
cada atividade deverd ser cuidadosamente tido em consideracdo a fim de que as
exigéncias das atividades ndo ultrapassem as capacidades de aprendizagem dos alunos
(Leite, 2000).

Verifica-se uma diferenca entre as percecOes dos estudantes e dos professores no
que respeita ao objetivo das atividades laboratoriais, assim, como uma diferenga entre as
interpretacdes sobre o que constitui 0 material a ser aprendido (Merino & Herrero,
2007).



Existem atividades laboratoriais com diferentes orientacbes em funcédo
basicamente dos objetivos e dos procedimentos que se pretendem atingir (Barros et at,
1998).

Né&o faz sentido realizar atividades laboratoriais sé para motivar os alunos, nem
utilizar atividades laboratoriais s6 para desenvolver atitudes cientificas. Estes dois
objetivos, no contexto das atividades laboratoriais, surgem sempre a par com outros que

sdo o0s que justificam a realizagdo da atividade Leite, 2000).

E fundamental que a utilizagio do trabalho laboratorial no ensino das ciéncias
exija tipos de atividades diversificadas nas aulas (quer no que respeita aos objetivos que
permitem atingir quer no que respeita ao grau de abertura), a conciliacdo de
demonstracfes com a realizacdo de atividades pelos alunos e a diversificacdo e
utilizacdo conjunta de técnicas de avaliacdo das aprendizagens dos alunos (Leite, 2000,
2001).

1.3 Objetivos da investigagdo

Na presente investigacdo foram usados 0S pigmentos vegetais carotenoides,
clorofilas a e b e flavonoides para a consecucdo dos seguintes objetivos:

I.  Desenvolvimento de técnicas simples que possibilitem a separa¢do dos pigmentos
vegetais carotenoides, clorofilas a e b e flavonoides presentes em folhas com base
nos métodos da cromatografia em coluna e em papel, tendo em vista a concecdo de
atividades cromatograficas simples e com impacto visual fazendo uso de

adsorventes e solventes acessiveis e ndo toxicos do quotidiano;

Il.  Desenvolvimento de técnicas simples que possibilitem a separagdo e analise dos
pigmentos vegetais presentes em diversas fontes naturais com base nos métodos de
extragdo e cromatografia em papel, recorrendo a solventes acessiveis e ndo toxicos

do quotidiano;

.  Desenvolvimento de técnicas simples e com impacto visual que envolvem a
aplicagéo da variagdo de cor das antocianinas em fungdo do pH na identificagdo de
substancias acidas e basicas e tingimento de tecidos, partindo de extratos de

vegetais e outros materiais acessiveis no quotidiano;
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IV. Inclusdo de materiais do quotidiano na Quimica do Ensino Basico, para que 0s
alunos de todas as areas, e ndo apenas os de ciéncias, tenham oportunidades

adicionais para relacionar a quimica com o mundo real,

V.  Propostas de atividades laboratoriais com materiais do quotidiano e sem
necessidade de laboratérios adequadamente equipados nem condicdes especiais
de seguranca e que possam, inclusivamente, ser praticadas em qualquer sala de

aula.

1.4 Relevancia da investigacao

Apesar de ja existir alguma investigagdo sobre a inclusdo dos materiais do
quotidiano nas atividades de quimica (por ex.Celeghini & Ferreira, 1998; Fonseca &
Gongcalves, 2004), no nosso pais os trabalhos realizados neste ambito ainda séo

€SCassos.

E reconhecida a eficacia das atividades laboratoriais no que concerne a
conceptualizacdo da aprendizagem, apresentando-se como uma estratégia de ensino
aceite pela maioria dos autores e que pode conduzir a resultados positivos (Sequeira,
2000). Justifica também uma das preocupacBes basicas e constantes da Reforma
Educativa, traduzida pelas alteracGes a nivel de curriculo: a tentativa de renovar as
praticas de ensino, incentivando a sua aplicacdo nos ensinos basico e secundario (Leite,
2001).

Assim, se atendermos a importancia assumida pelas atividades laboratoriais no
ensino das ciéncias referida por alguns autores (tratada mais detalhadamente nos pontos
1.2.1 deste capitulo e 2.2.1 do segundo capitulo) e a escassez, nos manuais escolares, de
atividades laboratoriais com materiais do quotidiano, ndo toxicos e pouco dispendiosos
pareceu-nos pertinente aprofundar esta tematica. Neste sentido, os resultados do estudo

que nos propomos realizar poderdo contribuir para uma melhoria do ensino da quimica.



1.5 Limitacgdes da investigacéo

A investigacdo efetuada possui algumas limitagOes. Estas prendem-se com o
tema escolhido e com as atividades laboratoriais propostas.

As propostas de atividades laboratoriais relacionam-se unicamente com 0s
pigmentos naturais carotenoides, clorofilas e flavonoides.

As conclusbes que possam advir desta investigacdo expressam somente 0

conteudo relacionado com as atividades laboratoriais realizadas.

1.6 Plano geral da dissertacao

A dissertacao esta estruturada em seis capitulos, que por sua vez se subdividem
em subcapitulos. Em cada um constam aspetos distintos, de acordo com as finalidades
estabelecidas para a investigacdo. Para além disso sdo apresentadas as referéncias
bibliograficas.

No primeiro capitulo, intitulado Capitulo |1 — Introducdo é apresentada a
contextualizacdo da problematica em estudo, sdo identificados os objetivos da

investigacao e é referida a importancia e as limita¢6es da investigacdo em causa.

Em relacdo ao segundo, capitulo Il — Revisdo de Literatura, expde-se 0 suporte
tedrico de base a elaboracdo da presente dissertacdo. Para tal é feita uma revisdo sobre o
papel das atividades laboratoriais no ensino das ciéncias e procura-se abordar os autores
que se debrucaram sobre a problemaética das atividades laboratoriais no ensino das
ciéncias e ainda é apresentado uma breve revisdo sobre as trés principais classes de

pigmentos das plantas, os carotenoides, as clorofilas e os flavonoides.

No que concerne ao terceiro, capitulo Il — Apresentagdo e Discussdo dos

Resultados, procede-se a apresentacédo e analise dos resultados dos estudos efetuados.

Relativamente ao quarto capitulo, IV — Parte Experimental, apresenta-se uma
descricdo experimental detalhada das atividades laboratoriais investigadas no presente

estudo.



Quanto ao quinto capitulo, V — Propostas de Atividades Laboratoriais,
apresentam-se propostas de protocolos de atividades laboratoriais implementaveis nos
programas dos ensinos basico e secundario, que resultaram dos estudos realizados nesta

dissertacéo.

Por fim, no sexto capitulo, VI — Conclusdes, Implicacdes e Sugestdes, expdem-
se as conclus@es do trabalho e possiveis contributos para o ensino e aprendizagem das
ciéncias e da Quimica em particular, assim como algumas sugestdes para posteriores

investigacoes.



CAPITULO 11

REVISAO DA LITERATURA

2.1 Introducao

Neste capitulo efetua-se uma revisdo da literatura relevante na area em estudo,
com a finalidade de estabelecer uma fundamentacdo teérica para a investigacdo

realizada. O capitulo é, assim, constituido por trés partes.

No primeiro subcapitulo (2.1) procede-se a descri¢do da forma como o capitulo
se encontra estruturado. Em relagdo ao segundo subcapitulo (2.2) faz-se uma abordagem
acerca das atividades laboratoriais e a literacia cientifica, nhomeadamente no que
concerne ao papel das atividades laboratoriais no ensino das ciéncias (2.2.1) e as
atividades laboratoriais segundo algumas perspetivas da educacéo (2.2.2). No terceiro
subcapitulo é abordada a historia dos pigmentos (2.3). No quarto subcapitulo é feita
referéncia aos pigmentos naturais (2.4), designadamente: os carotenoides (2.4.1), a
estrutura quimica dos carotenoides (2.4.1.1), a estabilidade dos carotenoides (2.4.1.2),
as clorofilas (2.4.2), a estrutura quimica da clorofila (2.4.2.1), a estabilidade das
clorofilas (2.4.2.2), os flavonoides (2.4.3), a estrutura quimica das antocianinas
(2.4.3.1), a estabilidade das antocianinas (2.4.3.2) e a influéncia da luz e pH na

estabilidade das antocianinas (2.4.3.3).

2.2 As atividades laboratoriais e a literacia cientifica

2.2.1 O papel das atividades laboratoriais no ensino das ciéncias

A educacdo em ciéncias deve possibilitar que os alunos adquiram ideais de
cultura cientifica e tecnoldgica para além de instrugdo cientifica, para que sejam capazes
de desenvolver pensamento critico e sejam cientificamente literados. As sociedades

modernas, cada vez mais evoluidas cientifica e tecnologicamente, exigem da parte dos
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cidaddos tomadas de posicdo consciente sobre assuntos especificos que estes

supostamente devem dominar (Figueiredo & Maia, 2005).

Por isso, a escola, para alem de fornecer aos alunos conhecimentos cientificos,
também deve promover uma Educacdo em Ciéncias para que se tornem cidaddos ativos
e capazes de interpretar as manifestacdes do mundo que os rodeia (Leite, 2006), pois
enquanto membros de uma sociedade democratica e cientifica e tecnologicamente
avancada, os individuos sdo frequentemente confrontados com situac@es que lhes exige
uma tomada de posicdo ou mesmo de decisdo acerca de assuntos que envolvem

conhecimento cientifico e também valores e aspetos éticos e morais (Leite, 2003).

A escola, que tem um papel fulcral na formacéo dos cidadaos, deve ser capaz de
dar resposta a estas novas exigéncias contribuindo para a educacao para a cidadania e

para a literacia cientifica (Figueiredo & Maia, 2005).

E inegavel a contribuicdo das atividades laboratoriais para o processo de
formacdo dos estudantes nas suas diferentes dimensdes. A realizagdo de atividades
laboratoriais através da participacdo ativa dos estudantes é fundamental tanto nos
aspetos cognitivos associados a aprendizagem do conteudo especifico, como no que diz

respeito ao envolvimento e a motivacao para a aprendizagem (Rosa et a,l 2007).

As atividades laboratoriais influenciam o processo de ensino e aprendizagem,
facilitam a compreensdo e interpretacdo de fendémenos fundamentais no futuro das
novas geracgoes, promovem a aquisi¢do de competéncias significativas para a cidadania

e desenvolvem o pensamento critico (Silva & César, 2005).

Para o trabalho laboratorial contribuir de forma significativa para a literacia dos
alunos é necessario atribuir ao aluno um papel ativo, envolvendo-o em atividades com
elevado grau de abertura, que exijam a identificacdo de varidveis e avaliacdo de dados
de modo a identificar aqueles que s@o relevantes e que constituem evidéncias do
fendbmeno em anélise (Leite, 2003) e ainda permitir um grande envolvimento dos
alunos, familiarizando-os com aspetos tais como execucdo de procedimentos
laboratoriais, controlo e manipulacdo de variaveis e andlise critica dos resultados
obtidos (Afonso & Leite, 2000 a).

A educacdo em ciéncias aparece como essencial na constru¢do de uma cidadania

cientifica critica, estas consideracfes estdo presentes no Curriculo Nacional do Ensino
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Basico (DEB, 2001 a, p.129), onde a educacdo em ciéncias aparece como fundamental
na construcdo de uma cidadania cientifica critica, sendo este um dos objetivos a
perseguir pela escola, pois exige-se “uma populagdo com conhecimentos ¢ compreensao
suficientes para entender e seguir debates sobre temas cientificos e tecnoldgicos e
envolver-se em questfes que estes temas colocam, quer para eles como individuos quer

para a sociedade como um todo”.

Deste modo, é evidente que uma das principais preocupacfes do Curriculo
Nacional do Ensino Bésico (DEB, 2001 a) é o desenvolvimento nos alunos de
competéncias consideradas necessarias para o exercicio de uma cidadania participativa e
responsavel (Esteves & Leite, 2005). Por conseguinte, uma das competéncias que,
segundo este curriculo devem ser desenvolvidas nas criangas e jovens que frequentam o
ensino obrigatério portugués, tem a ver com a identificacéo e utilizagdo de evidéncias

na construcdo de argumentos e na construcao de conclusdes (Esteves & Leite, 2005).

As OrientacGes Curriculares para o 3° Ciclo do Ensino Basico, especificamente
para as Ciéncias Fisicas e Naturais (DEB, 2001 b), reconhecem que a literacia cientifica
é indispensavel para o exercicio pleno da cidadania, pois contribui para o
desenvolvimento nos discentes de um conjunto de competéncias, que se revelam nos

dominios do conhecimento, raciocinio, comunicacdo e atitudes.

A implementacdo da Reorganizacdo Curricular do Ensino Bésico foi
regulamentada pelo Decreto — Lei n® 6/2001. Este decreto, que estabelece os principios
orientadores dos reajustamentos curriculares do Ensino Basico, defende a “realizacdo de
aprendizagens significativas e a formacgao integral dos alunos” e nota-se uma insisténcia
em atribuir particular atengdo a ‘“valorizagdo das aprendizagens experimentais nas
diferentes areas e disciplinas, em particular, e com carater obrigatorio, no ensino das
ciéncias, promovendo a integracdo das dimensdes tedrica e pratica” (artigo 3°) e
também a “valorizagdo da diversidade de metodologias e estratégias de ensino e

atividades de aprendizagem [...]” (artigo 3°).

As atividades laboratoriais sdo um tipo de atividades de aprendizagem com um
valor educacional reconhecido por todos o0s intervenientes envolvidos na
conceptualizacdo e operacionalizagdo da educacdo em ciéncias (Coelho, L. 2009).
Assim, ocupam um lugar muito importante no processo ensino e aprendizagem das
ciéncias (Coelho, L. 2009).
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“O trabalho laboratorial ¢ um recurso teoricamente capaz de contribuir para o
desenvolvimento ndo sé de competéncias especificas pertencentes a dominios como
conhecimento (substantivo, processual e epistemoldgico), raciocinio critico,
comunicacdo em lingua materna e cientifica e atitudes cientificas, mas também de
competéncias gerais tais como resolucdo de problemas e tomada de decisfes, autonomia
e cooperagdo com os outros (Leite, 2003) ”. No entanto, a forma como o trabalho
laboratorial costuma ser usado (caracterizado pela existéncia de protocolos fechados,
incluindo atividades que interessam ao professor ou ao curriculo, que se baseiam na
procura do resultado correto, que exigem a manipulacdo de equipamentos mas nao
requerem raciocinio, que envolvam tarefas repetitivas e rotineiras e cuja realizacdo é a
avaliacdo por relatérios) faz com que dificilmente permita alcancar os objetivos
referidos, mesmo quando sdo os alunos quem executa o procedimento laboratorial
(Hodson, 1994; Leite, 2003).

Desde ha mais de um século, que as atividades laboratoriais sdo consideradas
tanto por professores como por educadores em ciéncias um recurso educativo de

elevado valor no ensino das ciéncias (Leite, 2002a).

Em Portugal, as orientacBes propostas para as ciéncias pelo Governo através do
Ministério da Educacdo, vao ao encontro das ideias defendidas pelos investigadores da
area de Educacdo em Ciéncias. No Decreto-Lei n°6/2001, de 18 de janeiro, relativo a
Reorganizacdo Curricular do Ensino Basico estdo estabelecidos o0s principios
orientadores dos reajustamentos curriculares do ensino basico, estdo em vigor desde o
ano letivo de 2001/2002. Este Decreto-Lei estipula a obrigatoriedade do trabalho
laboratorial como se pode constar na alinea d) do artigo 3° “ valorizagdo das
aprendizagens experimentais nas diferentes areas disciplinares, em particular, e com
carater obrigatorio, no ensino das ciéncias”. Com este Decreto-Lei a duracdo dos
tempos letivos deixou de ser de 45 minutos e passou para 90 minutos, para assim
possibilitar as condi¢cBes necessérias para a realizacdo de atividades laboratoriais
centradas no aluno e que permitam a integragdo dos conhecimentos conceptuais e

procedimentais associadas as atividades realizadas (Leite & Dourado, 2005).

As orientagdes curriculares para as ciéncias (DEB, 2001b) sugerem que o aluno
deve adquirir uma formacdo completa, desenvolvendo um conjunto de competéncias

que se revelem em diferentes dominios. Assim, o aluno para além da aquisi¢do do
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conhecimento conceptual, também deve desenvolver competéncias de cidadania,

tornando-se um cidadao ativo.

Ao analisar as sugestdes metodoldgicas presentes nas orientacdes curriculares
(DEB, 2001b) verifica-se varias referéncias a utilizacdo do trabalho no laboratorio,

podendo ser destacadas as seguintes: “formulagao de problemas e de hipoteses™ (p.5);
“ planeamento de investigacdes” (p.5); “previsdo e avaliacao de resultados™ (p.5);

“ que o aluno desenvolva atitudes inerentes ao trabalho em ciéncia, como sejam a
curiosidade, a perseveranga” (p.6); ““ realizacao de atividades experimentais [...]"(p.16);

“realizacdo de experiéncias” [...]"(p.17).

Relativamente ao ensino secundario a revisdo curricular tem por base uma
reflexdo iniciada no ano letivo de 1993/94, periodo em que apareceu o Decreto — Lei n°
286/89, de 29 de agosto, onde se verificou a generalizacdo dos planos curriculares
definidos neste Decreto. Posteriormente o Departamento de Ensino Secundario (DES)
do Ministério da Educacdo procedeu a uma organizacdo da Revisdo Participada do
Curriculo com o intuito de solucionar alguns dos problemas encontrados, relacionados
com a identidade, concecdo e organizacao curriculares do ensino secundario e tendo em
atencdo a importancia que as formacgbes secundarias devem ocupar na Sociedade
Portuguesa (DES, 2000).

Assim, o Ministério da Educacdo apresentou varias medidas de revisdo
curricular, tais como a reorganizacdo dos cursos gerais do ensino secundario,
valorizando o ensino experimental e uma maior articulacdo entre a teoria e a préatica

com a introducéo de aulas de 90 minutos (DES, 2000).

O novo programa de Fisica e Quimica A, homologado em margo de 2001,
reformulado em consequéncia da revisdo curricular e em vigor a partir do ano letivo
2003/2004 para os alunos do 10° ano de escolaridade também valoriza as atividades

laboratoriais no processo de ensino e aprendizagem.

Ao efetuar uma andlise sobre as sugestdes metodoldgicas incluidas nos
programas curriculares de Fisica e Quimica A do 10° ou 11° anos (DES, 2001) verifica-

se a valorizagdo da componente laboratorial no ensino das ciéncias, € referida a
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obrigatoriedade de aulas pratico — laboratoriais, com um maximo de 12 alunos, a

presenca de um técnico de laboratério e especificagdes relativas ao horario dos alunos.

Sdo também mencionadas as vantagens da introducdo da componente pratica/
laboratorial / experimental no ensino das ciéncias assim pode ler-se (p.11): “ permite
encontrar resposta a situacbes — problema, fazer a articulacdo entre a teoria e a
experiéncia e explorar os resultados”; “ permite ao aluno confrontar as suas proprias

13

representacdes com a realidade”; permite ao aluno aprender a observar e,

simultaneamente, incrementar a sua curiosidade”;

99,99

“ Permite desenvolver o espirito de iniciativa, a tenacidade e o sentido critico”;
permite realizar medicOes, refletir sobre a precisdo dessas medigdes e aprender ordens
de grandeza”; " auxilia o aluno a apropriar-se de leis, técnicas, processos e modo de

pensar”.

Pode-se deste modo constatar que tanto a Reorganizacdo Curricular do Ensino
Bésico (DEB, 2001b) e a Reforma Curricular do Ensino Secundério (DES, 2001),
defendem a interligagcdo entre as componentes tedrica e laboratorial, para desenvolver
nos alunos competéncias relacionadas com a identificacdo das evidéncias necessarias ao
teste de uma ideia com a utilizacdo de evidéncias na construcdo de argumentos (Leite &
Esteves, 2004).

E necessario adequar a organizacdo das atividades laboratoriais ao principal
objetivo que com elas se pretende atingir e ainda diversificar o tipo de atividades
utilizadas no processo de ensino e aprendizagem (Leite, 1999) e ainda para permitir a
todos os alunos adquirir as competéncias consideradas adequadas para um cidaddo que

terminou a escolaridade obrigatéria (Leite, 2003).

O Ministério da Educagdo reconheceu a importancia das atividades laboratoriais
no ensino das ciéncias, tal facto traduz-se na reorganizacao do curriculo que prevé entre
outras medidas, o desdobramento das turmas para possibilitar a realizacdo de aulas
laboratoriais e ainda o melhoramento das condigdes materiais das escolas,

nomeadamente a nivel do equipamento dos laboratoérios de ciéncias (Leite, 2002 a).

A aprendizagem formal das ciéncias requer contextos de aprendizagem,
devidamente selecionados e controlados, que promovam o desenvolvimento das ideias

que os alunos ja tém, que permitam o aperfeicoamento das suas metodologias de
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construcdo do conhecimento, para que assim se aproxime do conhecimento

cientificamente aceite (Leite, 2002 b).

Por tudo o que foi exposto, nas aulas de ciéncias além de ensinar ciéncias é

necessario que o aluno aprenda a fazer ciéncia (Leite, 2002 b).

Ao longo dos tempos, a forma como as atividades laboratoriais tém sido
predominantemente utilizadas no ensino das ciéncias tem oscilado entre a confirmacao
de conhecimentos previamente apresentados aos alunos e a descoberta pelos alunos dos

conceitos cientificos que se pretende que sejam aprendidos por eles (Leite, 2001).

Existem ainda alguns investigadores que questionam a eficacia do trabalho
laboratorial para aprender conteudos conceptuais e procedimentais pretendidos,
principalmente aqueles que se relacionam com a resolucdo de problemas (Hodson,
1994).

Assim, é urgente que se produza inovacdo no trabalho laboratorial que
dependera entre outros de dois fatores: formacdo docente e a utilizacdo de materiais

didaticos adequados (Barros & Losada, 2003).

Para se conseguir atingir o maior nimero possivel de objetivos com o trabalho
laboratorial é necessario diversificar os tipos de trabalho laboratorial (leite, 2001) a
implementar nas aulas de ciéncias e ter consciéncia do facto de cada um desses tipos de
atividade ser mais adequado para alcancar uns objetivos do que outros (Dourado, 2006).
No entanto a realizacdo de atividades do tipo investigacdo no laboratorio, contribui para

que os alunos alcancem, simultaneamente varios objetivos (Dourado, 2006).

Segundo Leite (2000) as atividades laboratoriais sdo fundamentais para o aluno
aprender a conhecer e a usar a metodologia cientifica, aprendendo assim a fazer ciéncia,
ou seja a resolver problemas, mas para isso é necessario: diversificar os tipos de
atividades laboratoriais utilizadas nas aulas; aumentar o grau de abertura das atividades
laboratoriais realizadas; definir critérios de avaliacdo adequados as caracteristicas das
atividades utilizadas; privilegiar a avaliacdo formativa, realizada a par com a realizacéo
da atividade e utilizar diversas técnicas e instrumentos de avaliacdo, de modo a avaliar a

diversidade de conhecimentos associados as atividades laboratoriais.
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O nivel do Ensino Basico, o principal papel das atividades préaticas devera ser o
de promover a literacia cientifica dos futuros cidaddos, especialmente daqueles que véo
abandonar os estudos no final da escolaridade obrigatdria (Afonso & Leite, 2000 b).

2.2.2 Atividades laboratoriais e as perspetivas da educacao

Uma boa aprendizagem exige a criagdo de um ambiente em que os alunos
“manipulem” objetos e ideias e “negoceiem” significados entre si € com os professores,
criando um ambiente construtivista de aprendizagem (Matos & Valadares, 2001). Para
issO € necessario que as atividades laboratoriais deixem de ser encaradas numa
perspetiva fechada, condutista, na base de guibes tipo receita, ndo explorando as

enormes potencialidades deste tipo de atividades (Matos & Valadares, 2001).

Na perspetiva racionalista € o aluno que tem a responsabilidade de construir o
seu proprio conhecimento (Praia & Cachapuz, 1994). Os factos ndo podem ser
abordados duma forma descontextualizada mas antes inseridos numa rede de razdes, ou
seja, discutidos com os alunos de forma a desenvolver neles o pensamento critico, as

capacidades de fundamentacdo e argumentacéo (Praia & Cachapuz, 1994).

Para que os alunos aprendam ciéncia ao explorar atividades laboratoriais é
necessario criar um ambiente construtivista de aprendizagem e adotar estratégias

investigativas (Matos & Valadares, 2001).

De entre as propostas que tém sido apresentadas para revalorizar o trabalho
laboratorial, assume particular destaque aquela que o encara como uma atividade
investigativa de resolucdo de problemas (Figueiredo & Maia, 2005). As atividades
laboratoriais de cariz construtivista e investigativo ajudam os alunos a aprender melhor
0s conceitos ao facilitarem a atividade de pesquisa sobre varias questdes com eles
relacionados e ao colocarem-nos na situacdo de construtores do seu proprio
conhecimento (Matos & Valadares, 2001).

Nas atividades laboratoriais o aluno tem envolvimento de natureza cognitiva e /
ou manipulativa (Leite, 2001). O envolvimento cognitivo é o mais importante para a
compreensdo de fendmenos e conceitos, enquanto o envolvimento manipulativo é
imprescindivel para a aprendizagem de técnicas laboratoriais e para o desenvolvimento

de algumas competéncias procedimentais (Afonso & Leite, 2000 b).
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O envolvimento cognitivo dos alunos com atividade pratica laboratorial é tanto

mais elevado quanto maior for o grau de abertura dessa atividade (Leite, 2001).

As atividades laboratoriais com grau de abertura mais elevado correspondem a
atividades do tipo investigacdo (Leite, 2001). No entanto todas as atividades
laboratoriais tém um lugar no ensino das ciéncias (Leite, 2001), mas € importante que o

aluno seja 0 mais envolvido possivel em cada uma delas (Afonso & Leite, 2000 b).

O ensino laboratorial, num ambiente construtivista e investigativo contribui para
melhorar os conhecimentos dos alunos modificando e enriquecendo os seus modelos
mentais no sentido da aproximacdo aos modelos compartilhados pela comunidade
cientifica e adquirem diversas capacidades que Ihes serdo extremamente Uteis pela vida
fora (Matos & Valadares, 2001).

2.3 Historia dos pigmentos

Os pigmentos sdo 0s principais responsaveis pela cor de uma pintura. Podem ter
origem natural ou sintética e, idealmente, sdo formados por um p6 muito fino, insolavel,

com cor intensa e estavel, o que seria o ideal (Cruz, 2006 b).

Na antiguidade os pigmentos mais utilizados eram 0s que se encontravam perto
das casas dos artistas. A paleta de cores incluia apenas o ocre amarelo, o ocre vermelho
e o preto. A agua foi o aglomerante e permitiu que o pigmento fosse pulverizado na

boca ou pintado sobre a superficie utilizando os dedos como pincéis (Cruz, 2006 a).

Os Egipcios introduziram novos materiais, sendo o mais importante o azul
egipcio, produzido por volta de 3000 AC, foi o pigmento azul mais usado no ocidente

durante o periodo romano (Cruz, 2006 a).

Na ldade Media ja existiam relatos de praticas artesanais relativas a pintura que
incluiam a preparacdo de pigmentos (Cabral, 2006 a).

Em Portugal conhece-se um manuscrito “Livro de como se fazem as cores”,
redigido em carateres hebraicos pelo rabi Abrado B. Hayyim, o qual contem receitas
para preparar pigmentos (Cabral, 2006 a).
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No século XIV o manuscrito Liber de coloribus illuminatorium siue pictorum,
proveniente de Francga, inclui um grande nimero de receitas para preparar pigmentos

bem como varias indicag¢fes sobre incompatibilidades de alguns deles (Cabral, 2006 a).

Do século X1V — XV conhece-se um manuscrito alemao, o chamado manuscrito
de Estrasburgo que contém um conjunto de instrugdes sobre a preparacdo de pigmentos
(Cabral, 2006 a).

Na Idade Média o ouro foi o material amarelo mais usado. Aplicava-se em folha
ou em po. Os pigmentos ja conhecidos na altura eram 0s ocres amarelos, 0 ouro musivo,
que quimicamente € o bissulfureto de estanho, o0 amarelo — de — chumbo — estanho que é
um éxido de chumbo e estanho, a arzica que seria uma terra amarela e o acafrdo que é

uma especiaria (Cabral, 2006 a).

Os pigmentos verdes usados pelos artistas da Idade Média ja eram conhecidos
antes. Em relacdo aos pigmentos verdes naturais, a malaquite era o mais utilizado.
Também foram muito utilizadas as terras verdes, que sdo rochas ricas em minerais
argilosos de natureza variada. Também se utilizava o verde- de- espinheiro obtido a
partir das bagas do espinheiro e o verde- de- iris que era obtido a partir do sumo
extraido de flores de iris (Cabral, 2006). Esta era preparada por suspensdo em agua: uma
de carbono (fumo negro, por exemplo) e outra de um sal orgénico de ferro misturado

com outros sais (Cabral, 2006 a).

Atualmente os pigmentos estdo disponiveis no comércio sobretudo na forma de
tinta pronta a ser usada, vendida normalmente em tubos de metal. Estes foram
inventados em meados do século XIX (Cruz, 2006 b). Até ao século XVIII as tintas
eram frequentemente feitas na oficina dos pintores a partir de pigmentos igualmente

preparados na oficina ou preparados em boticas (Cruz, 2006 b).

Em relacdo a cor azul, muitos dos pigmentos utilizados pelos artistas medievais,
nomeadamente a azurite, o azul- ultramarino e o indigo, ja tinham sido usados pelos
seus antecessores. O pigmento branco mais utilizado era a cal. Dos pigmentos negros o
mais importante foi a tinta de escrever. Esta era preparada por suspensao em agua: uma
parte de carbono (fumo negro, por exemplo) e outra de um sal orgéanico de ferro

misturado com outros sais (Cabral, 2006 a).
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2.4 Pigmentos naturais

Os pigmentos sdo compostos quimicos que absorvem luz na regido do visivel. A
sua cor é devido a estrutura de uma molécula especifica chamada cromdéforo (Delgado-
Vargas et al ,2004).

Os pigmentos podem ser classificados de acordo com a sua origem em naturais,
sintéticos ou inorgénicos. Os pigmentos naturais sdo produzidos por organismos Vivos
como plantas, animais, fungos e microrganismos. Os pigmentos sintéticos sdo obtidos

em laboratorios (Delgado-Vargas et al, 2004).

Os pigmentos naturais sdo responsaveis pelas cores que nos observamos no
nosso dia a dia, pois estdo presentes em todos 0s organismos, nas folhas, frutos, vegetais
e flores e ainda na pele, olhos e na estrutura dos animais, bem como nas bactérias e

fungos (Delgado-Vargas et al, 2004).

O que carateriza as cores das flores, folhas, frutos e vegetais sdo 0s seus
pigmentos, que sdo quimicamente diferentes dos nossos ou dos outros animais
(Delgado-Vargas et al, 2004).

A cor ¢ provocada pela presenca de pigmentos que absorvem radiacdo luminosa
na regido do ultravioleta e do visivel. Estes pigmentos localizam-se nos vacuolos das

células vegetais (Couto et al, 1998).

Os pigmentos mais abundantes das plantas sdo: as clorofilas, os carotenoides e
os flavonoides, constituindo as antocianinas uma das subclasses dos flavonoides
(Castaneda-Ovando et al, 2009).

Nos produtos naturais, a maioria das substancias responsaveis pela cor pertence

a classe dos flavonoides (Margo & Poppi, 2008).

Atualmente as pessoas tém demonstrado preocupacdo na utilizagdo de pigmentos
sintéticos, pois associam este tipo de pigmentos a doencgas, por outro lado tem crescido
0 interesse nos corantes naturais, aos quais séo atribuidos beneficios farmacoldgicos
(Castaneda-Ovando et al, 2009).
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Os flavonoides e os carotenoides atuam como antioxidantes e podem ser
considerados uma alternativa as substancias sintéticas. Os flavonoides podem ocorrer
em todas as partes dos vegetais: tronco, raizes, folhas, flores, frutos e sementes. O B-
caroteno € um carotenoide que atua como antioxidante devido as suas ligac6es duplas
conjugadas, que sdo suscetiveis a oxidacdo sob a acdo da luz e oxigénio (Zeraik &
Yariwake, 2008).

No nosso organismo ocorrem muitas reacdes quimicas necessarias a producao de
energia. Em algumas destas reagdes quimicas produzem-se os “radicais livres” que sdo
muito instaveis e reativos e estdo envolvidos em muitas doencas que afetam o ser
humano (Zeraik & Yariwake, 2008).

Os antioxidantes sdo substancias capazes de reagir com os radicais livres e
neutraliza-los, apresentando como efeitos benéficos o retardamento do processo de
aterosclerose, a prevencdo da obstrucdo das artérias e a reducdo do processo de morte
celular em vérios 6rgdos como o cérebro, rins, pulmdes e pele (Zeraik & Yariwake,
2008).

2.4.1 Carotenoides

O nome carotenoide deriva do nome cientifico da cenoura, Daucus carote
(Soares, 2006).

Os carotenoides sdo um grupo vasto de pigmentos, apresentam cor desde o
amarelo ao alaranjado. Foram identificados nos organismos fotossintéticos e ndo -
fotossintéticos, nas plantas superiores e nas algas, fungos e bactérias (Delgado-Vargas
et al, 2004). A posicdo exata dos maximos de absorcdo varia de pigmento para
pigmento e é suficientemente diferente para permitir a identificacdo de cada
carotenoide. As coloragdes variam desde o amarelo (a-caroteno), passando pelo laranja,
até ao vermelho intenso (licopeno) e resultam do padréo de ligacdes duplas conjugadas
na estrutura mais frequente, do tipo Cg A cenoura tem grandes quantidades de

a-caroteno e o tomate de licopeno (Zeraik & Yariwake, 2008).

Os carotenoides sdo pigmentos que se encontram nos cloroplastos das plantas

verdes, onde acompanham as clorofilas. S8o pigmentos naturais presentes em varias
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frutas e vegetais, como por exemplo, cenoura, tomate, espinafre, laranja e péssego
(Okumura et al, 2002).

Atualmente ja foram identificados mais de 600 exemplares de carotenoides,
classificados estruturalmente em sete tipos diferentes e distribuidos em vérias formas
isomeéricas (Morais, 2006). Destes, aproximadamente 20 estdo presentes em tecidos e no
plasma humano, dos quais apenas 6 em quantidades significativas: a-caroteno,
[B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina. O metabolismo humano néo
é capaz de produzir estas substancias e depende da alimentacdo para obté-las, pois
muitas delas sdo convertidas em vitamina A pelo organismo (Zeraik & Yariwake,
2008).

Assim, sdo essenciais para a vida e nenhum animal pode sintetiza-los, por isso

devem ser ingeridos na dieta (Delgado-Vargas et al, 2004).

Estudos in vivo e in vitro demonstraram que os carotenoides sdo fotoprotetores
devido a sua atividade antioxidante. Assim, estes pigmentos podem ser utilizados na
alimentacdo para prevenir a degradagcdo de outros compostos (Delgado-Vargas et al,
2004).

Nutricionalmente, o0s carotenoides podem ser classificados como
pré-vitaminicos (aqueles com atividade pré-vitamina A) ou carotenoides inativos

(aqueles que apresentam apenas atividade antioxidante ou corante) (Soares, 2006).

Muitas doencas como o cancro envolvem processos de oxidacdo que sdo
mediados por radicais livres. Os carotenoides devido ao seu efeito antioxidante podem
ser Uteis no tratamento destas doencas, contudo esta aplicagdo ndo estd completamente

testada in vitro (Delgado-Vargas et al, 2004).

2.4.1.1 Estrutura quimica dos carotenoides

Os carotenoides sdo compostos formados por 8 unidades de isopreno. Todos 0s
carotenoides podem ser considerados como derivados do licopeno ( C4oHsg ) através de
reacOes de hidrogenacéo, ciclizagdo, migracdo da ligacdo dupla e migracdo do metilo

(Delgado-Vargas et al, 2004). As suas moléculas tem a estrutura isoprendide, com um
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numero varidvel de duplas ligagdes conjugadas, que lhes confere a propriedade de
absorver na regido de luz visivel em diferentes comprimentos de onda, desde 380nm até
500nm, por isso podem apresentar cores que vdo desde o amarelo ao vermelho
(Delgado-Vargas et al, 2004).

Os carotenoides sdo classificados de acordo com a sua estrutura como: carotenos
se ttm na sua constituicdo carbono e hidrogénio, sendo moléculas apolares;
2-oxicarotenos ou xantofilas se tém carbono, hidrogénio e oxigénio e sdo moléculas

polares (Delgado-Vargas et al, 2004).

Os carotenoides sdo lipossoluveis, estaveis e responsaveis pelas cores dos
produtos alimentares do amarelo ao vermelho (Castaneda-Ovando et al, 2009).

Os carotenoides também podem ser classificados em primarios ou secundarios
(Castaneda-Ovando et al, 2009).

Os carotenoides primarios sdo necessarios para a fotossintese das plantas, como

por exemplo: B-caroteno, violaxantina e neoxantina (Delgado-Vargas et al, 2004).

Os carotenoides secundarios estdo presentes nos frutos e flores: a-caroteno, [3-

criptoxantina e zeoxantina (Delgado-Vargas et al, 2004).

Os carotenoides das plantas de um modo geral s6 sdo visiveis no outono porque
se encontram mascarados pelas clorofilas. Quando as folhas envelhecem desaparecem

as clorofilas e ficam expostos os amarelos, vermelhos e laranjas dos carotenoides.

Figl- Formula de estrutura do isopreno
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Fig2 - Férmula de estrutura do Licopeno
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Fig3 - Férmula de estrutura do -caroteno

) U e G Y Ve e e

Fig4- Férmula de estrutura do a-caroteno
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Fig5 - Formula de estrutura da Zeaxantina

2.4.1.2 Estabilidade dos carotenoides

Agentes como o calor, &cidos, luz e oxigénio provocam alteracdes nos
carotenoides, envolvendo a formacdo de isomeros cis e epoxidos, que resultam na

diminuicdo da cor e perda da atividade pré-vitamina A (Morais, 2006).

A oxidacéo e a principal causa da degradacdo dos carotenoides em alimentos.
Estes compostos sdo facilmente oxidados devido ao grande nimero de duplas ligacbes
conjugadas. No tecido intacto, os pigmentos estdo protegidos da oxidagdo, no entanto,

os danos fisicos ao tecido ou a sua extragdo aumentam a sua suscetibilidade a oxidag&o.
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Os carotenoides podem sofrer oxidacdo na presenca da luz, calor e agentes oxidantes
(Morais, 2006).

Os carotenoides séo estaveis na faixa de pH entre 3,0 e 7,0 (Morais, 2006).

2.4.2 Clorofilas

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas plantas e
encontram-se nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais (Streit &
Canterle, 2005).

O nome clorofila foi proposto por Pelletier e Caventou, em 1918, para designar a
substancia verde que se podia extrair das folhas com o auxilio do alcool (Streit &
Canterle, 2005).

A clorofila é o pigmento responsavel pela cor verde dos vegetais e de alguma
fruta (Okumura & Soares & Cavalheiro, 2002). A intensa cor verde das clorofilas deve-
se a sua forte absorcdo nas regides azul e vermelho do espetro eletromagnético, e

transmite na regido do verde (Maestrin A. & Neri C, 2009).

No processo de envelhecimento das plantas, estas perdem a cor verde porque a

clorofila € convertida em compostos incolores.

A clorofila € um pigmento importante com funcdo fundamental na fotossintese
sendo responsavel pela captacdo de luz solar, producéo de oxigénio e aclcares em todos

0s vegetais autotroficos (Moreira L. & Rodrigues M, 2010).

Estes pigmentos, presentes em quase todos os tipos de plantas, algas e algumas
bactéerias, tém sido apontados como excelentes fotossensibilizadores, antioxidantes e
como agentes terapéuticos no combate de diversas doencgas (Maestrin A. & Neri C,
2009).

A clorofila a pode ser considerada como o pigmento mais recorrente desta
classe de compostos (75% dos pigmentos verdes presentes nas plantas) sendo utilizado
em varias composi¢des farmacéuticas, como cosméticos, materiais de higiene bucal, em

dietas, culinaria e em alguns detergentes (Maestrin A. & Neri C, 2009).
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As clorofilas a e b sdo encontradas quase sempre em conjunto sendo a clorofila

a mais abundante na maioria dos casos (Maestrin A. & Neri C, 2009).

A clorofila a esta presente em todos os organismos que realizam a fotossintese.
As bactérias fotossintetizantes ndo tém clorofila a e possuem em seu lugar a
bacterioclorofila como pigmento fotossintético. A clorofila a é o pigmento utilizado
para realizar a fotoquimica (o primeiro passo do processo fotossintético), enquanto 0s
outros pigmentos que auxiliam na absor¢éo de luz e na transferéncia da energia radiante
para 0s centros de reacdo sdo chamados de pigmentos acessorios, como € 0 caso da
clorofila b (Streit & Canterle, 2005).

2.4.2.1 Estrutura quimica da clorofila

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina,
tendo como atomo central o magnésio. Esse composto € uma estrutura macrociclica
assimétrica totalmente insaturada constituida por quatro anéis de pirrol (Streit &
Canterle, 2005).

As clorofilas a e b encontram-se na natureza numa propor¢do de 3:1
respetivamente (Streit & Canterle, 2005). A férmula molecular da clorofila a é de
formula CssH770sN4sMg e difere da clorofila b pela presenca de um grupo funcional
aldeido, em vez do grupo metilo, no atomo de carbono C-7 (Maestrin A. & Neri C,
2009). A clorofila a pode ser convertida na clorofila b atraves de uma enzima chamada
clorofila a oxigenase, que catalisa a conversdo do grupo metilo no grupo aldeido (Streit
& Canterle, 2005).

As ligacGes entre as moléculas de clorofila sdo muito fracas (ndo covalentes) e

rompem-se com facilidade ao macerar o tecido vegetal em solventes organicos.
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Fig6- Estrutura quimica das porfirinas
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Clorofila a (X= CHs)
Clorofila b (X= CHO)

Fig7 - Estrutura quimica das clorofilas

2.4.2.2 Estabilidade das clorofilas

A clorofila a é estavel em solucdo de pH 5,3 até 8,0, sendo o metal magnésio
mantido na estrutura. Nas solucdes de pH entre 3,7 e 53 ocorre a reacdo de
desmetalacdo (reacdo de troca do metal com protdes) sendo esta parcial ou completa,
dependendo do teor de H*. Na faixa de pH 3,7 - 2,0 verifica-se a perda do metal das
moléculas de clorofila a e obtém-se uma molécula chamada feofitina a. Assim em meio

muito acido (pH abaixo de 2,0) tem-se apenas a feofitina (Soares, 2006). A pH basico
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(9,0) a clorofila € mais estavel ao calor do que a pH &cido (3,0) (Streit & Canterle,
2005).

As clorofilas também podem ser foto-oxidadas sob alta irradiacdo. Este é um
processo irreversivel e envolve diretamente os pigmentos recetores de luz, os quais, ao
absorverem muita luz, ficam muito excitados e interagem com o oxigénio (Oy)
produzindo radicais livres, como o superoxido (O;), podendo destruir os pigmentos
(Streit & Canterle, 2005).

2.4.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo pigmentos naturais amplamente distribuidos no reino

vegetal, deste grupo fazem parte as antocianinas.

As antocianinas (do grego: anthos = “flor” e kianos = “azul”) sdo pigmentos
naturais responsaveis pelas cores rosa, vermelho, violeta e azul que ocorrem nas flores,

frutos e vegetais (Castaneda-Ovando et al, 2009).

O termo antocianina foi inventado por Marquart em 1853 para se referir aos
pigmentos azuis das flores. Percebeu-se mais tarde que ndo era apenas a cor azul, mas
também vérias outras cores observadas em flores, frutos, folhas, caules e raizes sdo
atribuidas a pigmentos similares aos que deram origem ao termo antocianina (Mar¢o &
Poppi, 2008).

Existem em diversos frutos como: cerejas, groselhas, amoras, cacau e vegetais

COMO couve roxa e certas espécies de batata e cebola (Castaneda-Ovando et al, 2009).

As antocianinas quando séo extraidas do meio natural, apresentam-se na forma
de sais de ido flavilio, normalmente ligadas a moléculas de acucares, sendo 0s mais

comuns a B-D-glucose, a a-D-galactose e a a-D-ramnose (Couto et al, 1998).

Na natureza as antocianinas encontram-se ligadas a moléculas de acUcares;
qguando ndo tém as moléculas de agucares denominam-se antocianidinas (Mar¢co &
Poppi, 2008).
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Uma das principais carateristicas das antocianinas, com aproveitamento didatico
é a sua mudanca de cor em funcdo do pH do meio (Couto et al, 1998).

As antocianinas tém aplicacfes na area da saude, devido ao seu enorme
potencial terapéutico e na inddstria, no fabrico de vinho e como corantes naturais
(Margo & Poppi, 2008).

2.4.3.1 Estrutura quimica das antocianinas

Os pigmentos ocorrem na forma de antocianinas, que sdo derivados das
antocianidinas (Marco & Poppi, 2008). As antocianidinas ndo possuem grupos
glicosideos e a maioria possui hidroxilos nas posi¢fes 3, 5 e 7. J& nas antocianinas, um
ou mais destes grupos hidroxilos estdo ligados a aclcares, sendo 0s mais comuns:
glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou dissacaridos constituidos por esses
acucares, aos quais podem estar ligados acidos fenolicos, como p-cumaérico, cafeico,
fenilico e vanilico (Marco & Poppi, 2008). O acucar presente nas moléculas de
antocianinas confere maior estabilidade e solubilidade a estes pigmentos, quando

comparados com as antocianidinas (Mar¢o & Poppi, 2008).

Existem na natureza como glicésidos, ha seis antocianidinas diferentes a que
correspondem substituintes diferentes nas posices 3~ e 5~ (Castaneda-Ovando et al,
2009).

Fig8 - Estrutura geral das antocianinas (Castaneda-Ovando, et al)
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Tabela 2.1 - Antocianinas e cor respetiva

Antocianina R, R, R; R, Rs Rs Ry Cor

Cianidina OH OH H OH OH H OH Laranja-vermelho
Delfinidina OH OH OH OH OH H OH Azul-vermelho
Malvidina OCH; OH OCH; OH OH H OH Violeta
Pelargonidina H OH H OH OH H OH Rosa—avermelhado

(dos morangos)
Peonidina OCH; OH H OH OH H OH Plrpura

Petunidina OH OH OCH; OH OH H OH Azul-vermelho

A cor depende do numero de grupos hidroxilo ou metoxilo do anel B. As
antocianidinas sdo a estrutura basica das antocianinas (Castaneda-Ovando et al,2009).

As antocianinas diferem no nimero de grupos hidroxilo presentes na molécula,
no grau de metilacdo destes grupos, no tipo e no nimero de ligacGes das moléculas de
acucar e no tipo e numero de acidos alifaticos ou aromaticos ligados ao agucar na

molécula de antocianina ( Szajdek & Borowska, 2008).

As antocianinas sdo estruturalmente caracterizadas pela presenca do esqueleto
contendo 15 atomos de carbono na forma Cs — C3 - Cg, mas ao contrario de outros
flavonoides, as antocianinas absorvem fortemente na regido do visivel do espetro
(Margo & Poppi, 2008).

As antocianidinas consistem num anel aromatico ligado a um anel heterociclico,
que contem oxigénio o qual estad também ligado a uma ligacdo carbono-carbono, ligado

a um terceiro anel aromatico (Castaneda-Ovando et al., 2009).

2.4.3.2 Estabilidade das antocianinas

As antocianinas isoladas s@o muito instaveis e muito suscetiveis a degradacéo.
A sua estabilidade é afetada por varios fatores tais como: pH, armazenamento,
temperatura, estrutura quimica, concentracdo, luz, oxigénio, solventes, presenca de

enzimas, flavonoides, proteinas e iGes metalicos. As antocianinas sdo estaveis nas
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condicdes de processamento dos alimentos desde que se mantenha o pH (Castaneda-
Ovando et al, 2009).

O aquecimento é um fator que acelera a degradacdo das antocianinas (Margo &
Poppi, 2008).

Na presenca de catides de aluminio, ferro, estanho e outros metais, as
antocianinas formam produtos insollveis que, no caso do aluminio, encontram
aplicacdes como corantes que apresentam estabilidades ao calor, pH e oxigénio superior

a das antocianinas livres (Marco & Poppi, 2008).

A suscetibilidade das antocianinas a descoloracdo é aumentada
consideravelmente na presenga de acidos fenolicos. O mesmo efeito é observado na
presenca de flavonoides n&o-antocianicos, especialmente os flavonois como por
exemplo a rutina (Marco & Poppi, 2008). O acetaldeido, aminoacidos e taninos
também aumentam a estabilidade da molécula. Este aumento de estabilidade é devido a
copigmentacgdo, ou seja, associacdo entre antocianina e flavonol (copigmento), por
ligacGes de hidrogénio, em que o flavonol forma uma estrutura protetora que envolve a

antocianina (Marco & Poppi, 2008).

Os copigmentos podem ser flavonoides, alcaloides, aminoacidos, acidos
organicos, nucleotidos, polissacarideos, metais ou outra antocianina (Castaneda-Ovando
et al, 2009).

A copigmentacdo é um fendmeno no qual os pigmentos e outros compostos
organicos sem cor ou ides metalicos, formam associacGes moleculares ou complexos,
que provocam a mudanca ou 0 aumento da intensidade da cor (Castaneda-Ovando et al,
2009).

Alguns investigadores sugerem que a copigmentacdo das antocianinas com
outros compostos (copigmentos) € o principal mecanismo de estabilizacdo da cor nas
plantas. Os copigmentos sdo sistemas ricos em eletrdes m os quais sdo capazes de se

associarem aos ides flavilio, que sdo pobres em eletrdes n (Castaneda-Ovando et al,

2009).
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2.4.3.3 Influéncia da luz e pH na estabilidade das antocianinas

As antocianinas sdo permitidas como corantes alimentares, contudo ndo tém
encontrado muita aplicagdo especialmente porque as cores sO sdo intensas a valores de
pH muito baixos, o que é limitativo na variedade de alimentos onde pode ser usado
(Margo & Poppi, 2008).

A luz é outro fator de grande importancia na alteracdo da cor das antocianinas, A
transformacéo é mais intensa quando o fator luz é combinado com o oxigénio (Mar¢o &
Poppi, 2008).

A cor depende do nimero de grupos hidroxilo ou metoxilo do anel B e da

ligacdo ao derivado do acUcar (glicosido) (Castaneda-Ovando et al, 2009).

As antocianinas apresentam cores diferentes consoante o pH do meio em que
elas se encontram, o que facilita o seu uso como indicadores naturais de pH (Terci &
Rossi, 2002). As mudangas estruturais que ocorrem com a variacdo do pH sdo
responsaveis pelo aparecimento das espécies com coloracfes diferentes, incluindo o

amarelo em meio fortemente alcalino (Terci & Rossi, 2002).

A pH 1, a espécie predominante é o catido flavilio (cor vermelha) e contribui
para as cores purpura e vermelha. A valores de pH entre 2 e 4 predominam espécies
azuis do tipo quinona (B-D). A valores de pH entre 5 e 6 sdo observadas apenas duas
espécies incolores: a pseudobase carbindlica (E) e a calcona (F). A valores mais
elevados do que 7, as antocianinas sofrem processos de degradacdo que dependem dos
grupos substituintes e que culminam com a formacgdo de produtos amarelos. Assim, a
medida que o pH aumenta os azuis passam a dar lugar aos verdes (azul + amarelo) e a
pH muito elevado, proximo de 14 observa-se apenas os produtos de degradacdo
amarelos e deixa de existir reversibilidade (Castaneda-Ovando et al, 2009), estas
mudangas podem ser explicadas pelo esquema das principais transformacdes ilustradas

na figura.
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pH 2 pH 3 pH 4

Fig9 - Formas das antocianinas em funcdo do pH (Castaneda-Ovando, et al)
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CAPITULO I11

APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.1 Introducéo

Neste capitulo apresentam-se e discutem-se 0s resultados da investigacao.

O capitulo encontra-se dividido em seis subcapitulos. No primeiro subcapitulo
(3.1) procede-se a descrigdo de como o capitulo se encontra estruturado. Relativamente
ao segundo subcapitulo (3.2), este apresenta uma breve perspetiva historica da
cromatografia. O terceiro subcapitulo (3.3) aborda os varios tipos de cromatografia,
especificamente: cromatografia em coluna por particdo e adsorcdo (3.3.1),
cromatografia em papel (3.3.2), cromatografia de gas-liquido (3.3.3), cromatografia em
camada fina (3.3.4) e cromatografia de troca idnica (3.3.5). O quarto subcapitulo (3.4)
refere-se a cromatografia de extratos de folhas de plantas e apresenta uma revisdo da
literatura (3.4.1) seguida dos resultados de investigacdo neste tema (3.4.2) e discussao
dos resultados obtidos (3.4.3). O quinto subcapitulo (3.5) aborda a cromatografia de
carotenoides, seguido de uma revisdo da literatura (5.3.1), dos resultados da
investigacdo (5.3.2) e da discussdo dos resultados da cromatografia com carotenoides
(3.5.3). Quanto ao sexto subcapitulo (3.6), este reporta atividades com pigmentos
hidrossollveis, seguida de uma revisdo da literatura (3.6.1), dos resultados das
atividades com pigmentos hidrossollveis (3.6.2), nomeadamente da preparacdo de
“bolas camaledo” (3.6.2.1) e do tingimento de tecidos (3.6.2.2), por ultimo da discussdo

dos respetivos resultados (3.6.3)

3.2 Desenvolvimento historico da cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Esta técnica é
baseada na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que resulta das
interacdes diferentes de cada um dos componentes entre duas fases imisciveis, a fase

movel e a fase estacionaria (Degani et al, 1998).
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A palavra cromatografia foi utilizada pela primeira vez em 1903 por Tswett,
quimico russo que realizou a separacdo dos componentes de extratos de folhas (Valente
et al, 1983). Nesse estudo Tswett recorreu ao éter de petroleo como fase mével e a uma
coluna de vidro preenchida com carbonato de calcio como fase estacionaria. Adicionou
0 extrato a essa coluna e com o éter de petréleo conseguiu a separacao dos componentes
em faixas coloridas. Este foi provavelmente o motivo pelo qual a técnica ficou
conhecida como cromatografia (chrom = cor e graphi = escrita) (Degani et al, 1998). O
interesse de Tswett pelos pigmentos verdes e amarelos dos cloroplastos motivou as
primeiras descri¢fes sobre a cromatografia de adsorcdo em coluna (Gaucher, 1969). Até
ao ano de 1919, Tswett publicou varios artigos e um livro, onde fez referéncia a mais de
uma centena de solidos com propriedades adsorventes e descreveu as técnicas de

separacao desenvolvidas (Valente et al, 1983).

No entanto, esta técnica de separacdo foi raramente utilizada até 1931, altura em
que Kuhn e Lederer desenvolveram as técnicas de Tswett para separar as xantofilas da

gema de ovo (Valente et al, 1983).

Seguiram-se varias separacGes cromatograficas de muitos pigmentos naturais,
mostrando que os compostos hidrofébicos coloridos eram bem separados por esta
técnica (Gaucher, 1969). Surgiu entdo a necessidade de separar compostos incolores e
hidrofilicos tais como os constituintes das proteinas, os polissacarideos e os acidos
nucleicos. Esta necessidade conduziu ao desenvolvimento de uma técnica de
cromatografia que utilizava os fendbmenos de troca idnica e de parti¢cdo (Gaucher, 1969).
Apesar disso, a utilizacdo generalizada da cromatografia de troca idnica sé foi possivel
em 1935, quando Adams e Holmes sintetizaram a primeira resina de troca idnica
(Gaucher, 1969).

Em 1941 Martin e Synge, cientistas ingleses que desenvolveram a cromatografia
por parti¢do, descobriram que quando se aplicava uma mistura de aminoacidos no topo
de uma coluna de gel de silica contendo quantidades definidas de dgua, estes compostos
poderiam ser separados utilizando um solvente organico adequado através da coluna
(Gaucher, 1969). Estes dois cientistas propuseram as bases da cromatografia por
particdo e aplicaram o conceito de Altura Equivalente a Um Prato Tedrico a

cromatografia tendo recebido o Prémio Nobel de 1952 (Valente et al, 1983).
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Em 1944, Consden, Gordon e Martin desenvolveram a técnica de cromatografia
em papel (Valente et al, 1983), substituindo o gel de silica por tiras de papel (Gaucher,
1969).

Em 1952 a cromatografia por particdo teve um significativo avanco com a
descoberta da cromatografia gas-liquido quando James e Martin apresentaram 0s
primeiros resultados experimentais obtidos por utilizacdo de um gas como fase mével
(Valente et al, 1983).

Durante este periodo também se verificou um rapido desenvolvimento da
cromatografia de adsor¢do em que era utilizada uma fina camada de adsorvente sobre
uma placa de vidro (Gaucher, 1969). Em 1958, Stahl contribuiu para esse
desenvolvimento ao descrever um dispositivo para a preparagao de “open columns”
(Gaucher, 1969).

A cromatografia tornou-se uma técnica muito utilizada para a identificacdo de
compostos por comparacdo com padrdes previamente existentes, para a purificacdo de
compostos e para a separagio dos componentes de uma mistura (Degani et al, 1998). E
de referir ainda que a compreensao do mundo biolégico a nivel molecular deveu-se em

grande parte aos avancos registados pelos métodos cromatogréaficos (Gaucher, 1969).

3.3 Tipos de cromatografia

3.3.1 Cromatografia em coluna por parti¢ao e por adsor¢ao

A cromatografia em coluna é uma técnica com grande aplicagdo no isolamento
de produtos naturais e purificacdo de produtos em reagcbes quimicas. As fases
estacionarias mais utilizadas séo a silica e alumina, embora estes adsorventes possam
funcionar apenas como suporte para uma fase estacionaria liquida. Na cromatografia de
separagdo por adsor¢éo, as fases estacionarias estdo no estado sélido e na cromatografia

liquida por partigdo encontram-se no estado liquido (Degani et al, 1998).

Na cromatografia em coluna por particdo a coluna € empacotada com um solido

poroso de elevada area superficial (por exemplo gel de silica), o qual foi previamente
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revestido com a fase estacionaria liquida (normalmente agua). Os componentes da
mistura sdo separados ao longo da coluna devido a passagem de uma fase movel,
geralmente uma mistura de solventes organicos. A separacdo dos componentes depende
da sua solubilidade relativa na fase estacionaria e na fase movel. Assim, a diferente
distribuicdo entre as duas fases resulta no movimento dos componentes ao longo da
coluna com velocidades diferentes, (0s componentes mais solUveis na fase estacionéria

movem-se mais lentamente ao longo da coluna) (Gaucher, 1969).

Quando um sistema cromatogréfico alcanca o equilibrio, a relacdo entre as
concentracdes ou atividades de um soluto nas duas fases torna-se uma constante e pode
ser expressa como uma constante de equilibrio, chamada de coeficiente de distribuicéo
ou de particdo (KD). Um exemplo classico é a distribui¢cdo de um soluto orgénico entre
a solucéo aquosa e o solvente organico (Mickey, 1981). Por convencao, tal equilibrio €

representado por:

KD = [soluto] (org) / [soluto] (aq)

Cada componente da mistura ira interagir de forma diferente com a fase moével e
com a fase estacionaria, portanto cada componente terd um coeficiente de particao
caracteristico (Mickey, 1981).

Na cromatografia de coluna por adsor¢éo, a separacdo dos componentes das
misturas € determinada pela distinta adsorcdo entre estes componentes e a fase solida e
0s solventes organicos. Os compostos que sdo mais fracamente adsorvidos sdo 0s

primeiros a sair da coluna (Gaucher, 1969).

3.3.2 Cromatografia em papel

A cromatografia em papel é uma técnica simples que permite analisar pequenas
quantidades de amostra e pode ser utilizada na separacéo e identificacdo de pigmentos
(Ribeiro & Nunes, 2008). O papel é formado praticamente por celulose que é
constituida por varias unidades de glucose ligadas por &tomos de oxigenio. Um liquido
polar como a &gua tem grande afinidade para a celulose, porque estabelece ligacdes de
hidrogénio com os grupos hidroxilo das unidades de glucose ficando retida a sua

superficie, e assim, pode funcionar como fase estacionaria (Marco & Poppi, 2008). Os
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componentes de uma mistura serdo entdo partilhados entre a fase estacionaria,
constituida por celulose e &gua ligadas e uma mistura de solventes organicos (fase
movel) que move-se através do papel por capilaridade (Gaucher, 1969). Estes liquidos
menos polares deslocam-se a uma velocidade superior porque sao repelidos pela fase
estacionaria. Assim, a cromatografia em papel é uma técnica de separacdo liquido-
liquido baseada na diferente solubilidade apresentada pelas substancias da amostra para
duas fases (Marco & Poppi, 2008, Gaucher, 1969).

Este método é muito utilizado, pois recorre a uma técnica e equipamento muito
simples (Gaucher, 1969).

3.3.3 Cromatografia de gas-liquido

Nesta técnica o empacotamento da coluna é efetuado com um sélido poroso que
é revestido com uma fina camada de um liquido ndo volatil como fase estacionaria. Os
componentes da mistura sdo separados de acordo com a diferenca de afinidades entre a

fase estacionaria e a fase movel gasosa que geralmente é o gas hélio (Gaucher, 1969).

3.3.4 Cromatografia em camada fina (TLC)

Neste método o adsorvente € colocado sobre uma placa de vidro e origina uma
fina pelicula de espessura uniforme. Tal como acontece na cromatografia em papel,
também nesta técnica o solvente (fase movel) sobe por capilaridade ao longo da placa
de vidro. A cromatografia em camada fina é capaz de aliar a capacidade da
cromatografia de adsorcéo de compostos ndo polares com a simplicidade e sensibilidade
da cromatografia em papel (Gaucher, 1969).

3.3.5 Cromatografia de troca i6nica

Com este método, 0s compostos ionizados presentes em solugdes aquosas (fase
movel) sdo separados devido as suas diferentes afinidades para os grupos ionizados que

compdem o solido insollvel (fase estacionaria). Estes sélidos sdo geralmente resinas de
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poliestireno sintético em forma de esferas que contém grupos acidos (trocam catides) e

grupos bésicos (trocam anides) (Gaucher, 1969).

3.4 Cromatografia de extratos de folhas de plantas

Os processos fisicos de separacdo sdo abordados no Ensino Basico e Secundério
na disciplina de Ciéncias Fisico-Quimicas fazendo parte do programa do 7° ano
(incluidos no tema “Terra em Transformagao”) e também do 10° ano (incluidos no tema
“Materiais: Diversidades e Constitui¢do’’). No entanto, as atividades laboratoriais que se
encontram nos manuais e nos cadernos de atividades apenas apresentam demonstragdes

de cromatografia em papel ja sobejamente conhecidas.

As atividades de cromatografia em coluna ndo sdo encontradas nesses manuais,
talvez motivado pela dificuldade em obter materiais acessiveis, pouco dispendiosos e

ndo toxicos aliados a técnicas de execucao simples.

Considerou-se entdo ser necessario e interessante desenvolver técnicas de
cromatografia em coluna passiveis de serem adaptadas a qualquer sala de aula e a
qualquer nivel de ensino. Neste ambito os estudos realizados foram focados na
investigacdo do comportamento de materiais do quotidiano, como alternativa aos
reagentes e materiais usados nos tradicionais métodos de separacdo de pigmentos

descritos nos manuais de laboratorio existentes.

3.4.1 Revisado de Literatura

Na pesquisa bibliografica realizada para este efeito encontrou-se uma enorme
variedade de atividades de cromatografia em coluna, em que sdo utilizados diversos

materiais do quotidiano como adsorventes.

Sherma & Strain (1968) utilizaram uma coluna com agucar comercial em pd
para separar 0s pigmentos das plantas, designadamente os carotenoides e as clorofilas.
Segundo estes autores a extragcdo dos pigmentos poderia ser realizada com metanol ou

com acetona. Nos dias humidos sugeriram a adicdo ao acgucar de 10% de amido de
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milho ou em alternativa realizar a separacdo unicamente com amido de milho. Como
solventes utilizaram 0,5 e 1% de n-propanol em éter de petréleo. Conseguiram separar
0s pigmentos segundo a seguinte sequéncia: carotenos, clorofila a, luteina, clorofila b,
violaxantina e neoxantina. Utilizaram ainda a mistura 0,5-1% de isopropanol em éter de
petréleo e verificaram que a separacdo das bandas de pigmentos apresentou menor
nitidez do que a obtida com o n-propanol. Verificou-se que nas colunas em que usaram
amido de milho e utilizaram como solvente 0,5% de n-propanol em éter de petroleo, a
ordem de sequéncia em que os pigmentos foram separados foi diferente da conseguida
com acucar: a luteina e a clorofila a ndo se conseguiram separar completamente e
primeiro apareceu a banda da luteina e s6 depois a da clorofila a. As bandas da clorofila
b e da violaxantina ficaram muito proximas uma da outra. Os mesmos autores repetiram
0 procedimento anterior mas utilizaram 1% de n-propanol em éter de petrdleo, tendo

obtido resultados similares aos conseguidos com o agucar.

Fonseca & Gongcalves (2004) realizaram a separacdo de pigmentos de espinafres
numa coluna com acgucar comercial refinado. Na preparacdo do extrato utilizaram uma
mistura de acetona comercial e um removedor de ceras domestico constituido
essencialmente por dodecano. Estes autores antes de aplicarem o extrato na coluna
separaram a fase aquosa da fase organica e a fase organica adicionaram uma pequena
quantidade de sal de cozinha para eliminar a dgua. Para a eluicdo dos pigmentos
amarelos na coluna, o solvente foi o removedor de cera. Para a elui¢do dos pigmentos

verdes usaram 0 mesmo solvente, ao qual adicionaram 25% de acetato de etilo.

Diehl-Jones (1984) realizou a separa¢do dos pigmentos de espinafres através de
uma coluna de cromatografia com aclcar granulado. A extracdo dos pigmentos foi
efetuada por trituracdo dos espinafres num almofariz com uma mistura de metanol e éter
de petroleo que foi filtrada e recolhida num funil de separacdo. A fase aquosa foi
separada da fase organica, antes de aplicar o extrato na coluna Para eliminar a 4gua da
fase organica acrescentaram sulfato de sddio anidro. Como eluente utilizaram a seguinte
mistura: cicloexano ou isoctano (duas partes), acetona (uma parte) e éter dietilico (uma

parte).

Oliveira et al (1998) efetuaram a separacdo dos pigmentos das folhas de
espinafres utilizando uma coluna de cromatografia com giz (sulfato de célcio). O extrato

foi preparado por maceracao das folhas de espinafres em acetona/ benzina, 2:8. O pau
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de giz foi triturado num almofariz ao qual se adicionou benzina. A mistura obtida foi
transferida para uma coluna tendo funcionado como fase estacionaria. Como alternativa
a coluna de vidro convencional, os autores propuseram a utilizacdo de uma seringa
descartavel. Como solventes utilizaram a benzina e a acetona. Nesta atividade os autores
utilizaram o extrato sem terem separado a fase aquosa da fase organica. Os mesmos
autores utilizaram um pau de giz inteiro para realizar a separagédo dos pigmentos do
espinafre. Para isso prepararam um extrato como descrito anteriormente, transferiram a
solucdo verde para um goblé e mergulharam vérias vezes o pau de giz no extrato
preparado. De seguida deitaram benzina num goblé em quantidade suficiente para cobrir
o fundo e colocaram o pau de giz com a por¢do que tinha sida mergulhada no extrato
para baixo. O solvente subiu por capilaridade ao longo do giz tendo-se verificado a

separacao dos pigmentos.

Kimbrough, D. (1992) reportou a separacdo dos pigmentos das plantas
utilizando uma coluna de cromatografia em que a fase estacionaria escolhida foi o
bicarbonato de sédio. Como suporte da coluna sugeriu a utilizacdo de uma coluna de
cromatografia ou uma seringa de plastico ou ainda uma pipeta Pasteur. Os solventes
utilizados foram o éter de petrdleo, acetona, uma mistura de alcool isopropilico/agua,
70:30 (v/v) e uma solucdo saturada de bicarbonato de sédio em agua. Os pigmentos
seriam obtidos a partir das folhas de arvores, de jardim ou de plantas de interior. O
extrato foi preparado por maceracdo das folhas das plantas com acetona e a solugédo
resultante foi aplicada diretamente na coluna. Para realizar a elui¢do o primeiro solvente
a ser utilizado foi o éter de petréleo, seguido da acetona e do alcool isopropilico / agua
70:30 (v/v). Observaram que o éter de petrdleo deslocou na coluna uma banda de cor
verde brilhante, que atribuiram a presenca de clorofilas a e b e aos pigmentos
carotenoides. Quando os pigmentos verdes sairam, utilizaram a acetona que deslocou
uma banda de cor amarela ou verde claro. A mistura de alcool isopropilico / agua
deslocou duas ou trés bandas compostas por pigmentos de cor amarela e castanha. Para
separar a ultima banda de cor castanha foi utilizada uma solugdo saturada de

bicarbonato de soédio.

Gail Horowitz (2000) reportou a extracéo e separagdo dos carotenos, clorofilas e
xantofilas do espinafre. As folhas de espinafre foram trituradas num almofariz com
etanol a 95%, de seguida o etanol foi removido através da filtracdo por vécuo e ao

espinafre desidratado foi acrescentado hexano. A solucéo de hexano foi agitada durante
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alguns minutos e concentrada até obter um volume de 1mL. De seguida o extrato foi
aplicado numa coluna de cromatografia com gel de silica. Foram obtidas trés bandas
coloridas, carotenos (amarelo), clorofilas (verde) e xantofilas (amarelo). Os solventes
utilizados foram os seguintes: hexano / acetato de etilo 90: 10, hexano / acetato de etilo
70: 30 e 100% de acetato de etilo. As bandas coloridas que foram recolhidas foram

analisadas por espetrofotometria UV—Visivel.

3.4.2 Resultados de investigacdo da cromatografia de extratos de folhas de plantas

No presente trabalho de investigacdo foram testados varios materiais do
quotidiano como agentes adsorventes (fase estacionaria) em diferentes condicOes
experimentais, tendo por base alguns dos métodos existentes na literatura. O ponto de
partida do estudo realizado foi a experiéncia de Kimbrough, uma vez que usava um
processo de preparacdo do extrato muito simples, solventes pouco toxicos e acessiveis e
distinguia-se dos outros trabalhos descritos na literatura por contemplar a separacao dos

pigmentos do tipo flavonoide.

Assim, iniciou-se o estudo utilizando o bicarbonato de soédio como fase
estacionaria e como suporte desta fase uma seringa descartavel de 5mL. O extrato foi
obtido por maceracdo de folhas de alface roxa em acetona e o liquido sobrenadante foi
diretamente aplicado na coluna, obteve-se assim um extrato bruto que passara a ser
designado por extrato bruto liquido . Como solventes de eluicdo recorreu-se ao éter de
petrdleo, a acetona, ao etanol a 96% e a solucdo saturada de bicarbonato de sédio. Esta
ultima solugcdo separou uma banda cujo extrato ficou avermelhado quando foi
adicionado de umas gotas de acido sulfurico. Os resultados obtidos demonstraram que
estas condigOes permitiram o isolamento da fragcdo dos flavonoides mas, as clorofilas
eram prontamente arrastadas em conjunto com os carotenoides e as frag0es recolhidas
apresentavam uma coloracdo verde amarelado, destacando-se um amplo predominio da
cor amarela. Suspeitou-se da degradacdo da clorofila no bicarbonato de sodio devido as

carateristicas alcalinas deste adsorvente.

Esta suspeita conduziu a investigacdo de adsorventes mais inertes. Assim,
manteve-se as condi¢fes anteriores, mas modificou-se a fase estacionaria tendo-se

testado areia e acucar granulado como adsorventes.
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O escoamento dos solventes ao longo destas colunas foi demasiado rapido o que
ndo permitiu uma separacdo dos pigmentos, tendo sido mesmo inferior a obtida com o

bicarbonato de sodio.

Na tentativa de conseguir obter uma separagdo dos pigmentos verdes e amarelos,
realizou-se novamente a cromatografia em coluna de bicarbonato de sodio recorrendo a
uma coluna de cromatografia mais alta (cerca de 20cm de altura e 2cm de diametro)
como suporte da fase estacionaria. O extrato utilizado foi obtido como descrito no ponto
anterior, partindo de folhas de espinafres congelados. O enchimento da coluna foi
efetuado a humido, preparou-se uma suspensdo de bicarbonato de sédio em éter de
petr6leo que posteriormente foi colocada na coluna para funcionar como fase
estaciondria e o0s solventes utilizados foram os mesmos. Os resultados foram

comparaveis aos do primeiro ensaio.

Continuando a investigar-se adsorventes alternativos do quotidiano recorreu-se a
farinha de milho como adsorvente. O extrato foi preparado como descrito nas atividades
anteriores, mas com folhas de uma planta verde e vermelha; o suporte da coluna foi uma
seringa de plastico de 20ml. A coluna foi empacotada com farinha de milho de cor
amarela. Antes da aplicacdo do extrato na coluna passou-se éter de petr6leo e saiu uma
fracdo de cor amarela que correspondia aos pigmentos da farinha. S6 quando toda a
fracdo amarela saiu é que se aplicou o extrato na coluna. O éter de petroleo deslocou
uma banda verde intenso seguido de uma verde amarelada. Este processo revelou-se
demorado e uma analise por cromatografia em papel do primeiro extrato demonstrou

que este era composto por uma mistura de carotenos e clorofilas a e b.

No procedimento com farinha de milho branca, verificou-se que quando se
passou o éter de petroleo também saiu uma fragdo amarela e, ap6s aplicagdo do mesmo
extrato, o éter de petréleo passou a deslocar-se com uma lentiddo incompativel com o

tempo de execucdo da experiéncia.

Com a farinha de trigo e o p6 de talco, os solventes apresentaram ainda mais

dificuldade em deslocar-se ao longo da coluna o que inviabilizou o procedimento.

Recorreu-se entdo, a uma fracdo mais purificada da farinha de milho, o amido
de milho comercial e o extrato foi preparado por maceracdo das folhas de uma planta

verde e vermelha e diretamente aplicado na coluna. O éter de petréleo deslocou uma
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banda verde intenso, composta por carotenos e clorofila a e b (evidéncia de
cromatografia em papel), sequida de uma banda verde amarelada e, no topo da coluna
observava-se uma banda avermelhada. Na tabela 3.1 estdo resumidos os resultados

destas atividades.
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Tabela 3.1 - Resumo dos resultados das primeiras atividades com extrato bruto liquido

Tecido vegetal

Suporte da
coluna

Fase estacionaria

Solventes de
eluicao

Fracdes extraidas

Folhas de alface

verde e roxa

Folhas de
espinafres

congelados

Folhas de planta

verde e vermelha

Seringa de 5mL

Coluna de
cromatografia
(20cm altura e

2cm de didmetro)

Seringa de 20mL

Bicarbonato de

sodio

Areia

Aclcar

granulado

Eter de petroleo

Verde amarelado

Acetona Verde claro
Etanol a 96% Incolor
Solucgdo saturada Castanho

de bicarbonato de
sédio

Eter de petréleo

Verde intenso

Acetona

Verde claro

Etanol a 96%

Eter de petréleo

Incolor

Verde intenso

Acetona

Verde claro

Etanol a 96%

Fotos das fracdes
do acgucar

granulado

Suspensao de
bicarbonato de
s6dio em éter de

petréleo

Farinha de milho

amarela

Farinha de milho

branca

Amido de milho

comercial

Eter de petroleo

Incolor

Verde amarelado

Acetona

Verde claro

Etanol a 96%

Eter de petréleo

Incolor

Verde intenso

Verde
Acetona Incolor
Etanol/agua Verde claro

Eter de petroleo

(vermelho por

adicdo de 4cido)

Verde intenso

Verde

Acetona

Eter de petr6leo

Incolor

Verde intenso

Verde amarelado




Estes resultados demonstraram que a aplicagdo de um extrato em acetona de
uma folha verde e vermelha, sendo desejavel pelo seu grau de simplicidades técnica, era
incompativel com a separacdo dos pigmentos verdes e amarelos devido a presenca de
agua e acetona na fase inicial do processo. Verificou-se, no entanto, que era possivel a
separacdo das antocianinas na coluna de farinha de milho por eluicdo com etanol. Para
verificar a interferéncia dos solventes presentes no extrato bruto foi preparado um
extrato com folhas verdes (ervas daninhas) por maceracdo em acetona seguida de uma
extracdo com éter de petroleo e agua com sal e a fase organica resultante foi tratada com
sulfato de sodio anidro. Este extrato em éter de petrdleo foi aplicado numa coluna de
amido de milho e observou-se separacdo de bandas amarelas e verdes. Contudo, dado
que um dos objetivos deste estudo era conseguir a separacdo, por cromatografia em
coluna, dos pigmentos carotenoides, das clorofilas a e b e das antocianinas presentes em
folhas verdes e vermelhas, o recurso a usual purificacdo por extracdo do extrato bruto
destes tecidos vegetais num par de solventes imisciveis eliminava os flavonoides na fase
aquosa e retirava o impacto visual pretendido: a separacdo de bandas amarelas, verdes e

castanhas.

Embora com limitacbes e de técnica mais complexa a primeira abordagem
alternativa foi recorrer a uma extracdo para isolar a fracdo dos flavonoides e corar de
vermelho a fase aquosa resultante, por adicdo de 4&cido. Seguidamente, uma
cromatografia em coluna com amido de milho como adsorvente deveria possibilitar a

separacdo dos amarelos e verde presentes na fase organica.

Assim, o extrato de uma planta verde e vermelha, apds maceracdo em acetona
foi submetido a uma extracdo no par de solventes agua / éter de petrdleo. Deixou-se
repousar e separou-se a fase organica (superior) da fase aquosa (inferior). A fase aquosa
juntou-se umas gotas de vinagre e a mudanca de cor para vermelho confirmou a
presenca das antocianinas, pois o catido falavilio existente nestes pigmentos em meio

acido adquire a tonalidade vermelha, reservando-se este extrato vermelho.
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Figl10 -Extracao dos pigmentos presentes em folhas de plantas

Fase aquosa Fase organica

Figll - Folhas da planta verde e verde (amostra)

A fase organica juntou-se sal de cozinha (ou em alternativa sulfato de sodio
anidro), para retirar a dgua que ainda tivesse persistido e obteve-se o extrato organico,
que passara a ser designado como extrato organico liquido anidro. Empacotou-se uma
seringa de 20mL, que serviu de suporte, com farinha de amido de milho comercial,
passou-se uma vez éter de petroleo na coluna e de seguida aplicou-se o extrato que se
encontrava na fase organica. Esta atividade é apresentada de forma resumida na tabela.
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Tabela 3.2 - Resumo dos resultados das atividades com extrato organico liquido anidro

Tecido vegetal Suporte da Fase estacionaria | Solventes de Frac0es extraidas
coluna eluicéo
Eter de petrdleo Amarelo
Folhas de planta Acetona / éter de | Amarelo
verde e vermelha | Seringa de 20mL | Amido de milho petréleo 10:90
comercial Acetona / éter de | Verde intenso
petréleo 25:75 Verde amarelado
Fotos

Estes resultados revelaram que, nestas condicOes, a separacdo dos pigmentos
amarelos e verdes foi facil e eficiente e indicaram a solucdo para os problemas
encontrados: encontrar um meio alternativo de eliminar a agua e a acetona sem separar a

fase aquosa, de modo a manter os flavonoides no extrato a ser aplicado na coluna.

Optou-se entdo por aplicar o mesmo extrato bruto na coluna depois de este estar
livre de solvente procurando manter a premissa de evitar ndo so técnicas complexas e

demoradas, mas também equipamentos laboratoriais menos acessiveis.

Assim, utilizou-se um vidro de reldgio onde se colocou duas espatulas amido de
milho comercial e se misturou o extrato bruto, depois de este ter sido filtrado e de Ihe
ter sido retirada a &gua residual com sal de cozinha. Deixou-se a mistura ao ar e a
temperatura ambiente e apds 5-10 minutos obteve-se um sélido de aspeto seco e que
ndo cheirava a acetona. A mistura sélida assim preparada passou a designar-se como o
extrato bruto solido anidro e foi aplicada diretamente na coluna com auxilio de uma
espatula. Os solventes utilizados foram os mesmos da atividade anterior. Verificou-se
que procedimento foi mais rapido e, finalmente, a coluna apresentou bandas amarelas e
verdes e uma banda rosada no topo da coluna. No entanto neste ensaio ndo foi possivel
eluir com etanol esta ultima banda. Esta atividade é apresentada de forma resumida na

tabela.
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Tabela 3.3 - Resumo dos resultados das atividades com extrato bruto sélido anidro em

coluna de amido de milho comercial

Tecido Suporte da Fase Solventes de FracOes extraidas
vegetal coluna estacionaria | eluicéo
Folhas de Eter de petr6leo Amarelo
planta verde e | Seringa de Acetona / éter de | Verde amarelado
vermelha 20mL Amido de petréleo 10:90

milho Acetona / éter de | Verde

comercial Petréleo 25:75

Etanol 99% Incolor

Fotos

Figura 12- Preparagdo do extrato bruto solido anidro

Ap0s pesquisa bibliografica verificou-se que os adsorventes utilizados até ao
momento ja tinham feito parte de outras investigacdes, procuramos entdo, um material
que permitisse obter uma separacdo eficiente dos pigmentos por cromatografia em
coluna e que ainda ndo tivesse sido testado, assim o adsorvente que reuniu essas

carateristicas foi a fécula de batata.

O procedimento experimental foi similar ao utilizado com o amido de milho
comercial, no entanto conseguiu-se a separacéo dos pigmentos carotenoides, clorofilas e
flavonoides num periodo de tempo inferior, podendo esta atividade ser levada a cabo
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numa aula de 90 minutos. No final da atividade e, para comprovar que a fracdo extraida

com etanol continha pigmentos flavonoides, adicionou-se duas gotas de HCI 1:1 e

observou-se a mudanca de cor de castanho claro para vermelho. Esta atividade é

apresentada de forma resumida na tabela.

Tabela 3.4 - Resumo dos resultados das atividades com extrato bruto sélido anidro em

coluna de fécula de batata

Tecido vegetal

Suporte da coluna

Fase estacionaria

Solventes de

eluicdo

Fracdes extraidas

Folhas de planta

verde e vermelha

Seringa de 20mL

Fécula de batata

Eter de petroleo

Amarelo

Incolor

Acetona / éter de
petréleo 10:90

Amarela intenso

Verde azulado

Acetona / éter de
petroleo 25:75

Verde amarelado

Etanol a 99%

Fotos apos a
adicdo de 4cido a

Gltima fragdo

Castanho

Uma vez que a aplicacdo do extrato bruto soélido anidro ofereceu os resultados

pretendidos, tentou reproduzir-se este novo método com colunas de bicarbonato de

sodio, de agucar em pd (em vez de agucar granulado), de areia e de amido de milho

comercial. O extrato bruto s6lido anidro foi preparado como descrito nos procedimentos

anteriores, mas com fécula de batata. Os resultados obtidos com estas atividades sdo

apresentados na tabela.
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Tabela 3.5- Resumo dos resultados das atividades com aplicacdo de extrato bruto solido

anidro preparado com fécula, em colunas de bicarbonato de sédio, agtcar em po, areia e

amido de milho comercial

Tecido vegetal

Suporte da
coluna

Fase estacionaria

Solventes de
eluicio

Fragdes extraidas

Folhas de planta
verde e vermelha

Seringa de 20 mL

Bicarbonato de

sédio

Fotos

Amido de milho
comercial /

AcUcar em pb

Eter de petréleo

Amarelo

Acetona/éter  de
petr6leo10:90

Verde amarelado

Incolor
Etanol a 99% Verde claro
Solucdo saturada | Castanho

de bicarbonato de

sédio

Eter de petréleo

Amarelo

Acetona / éter de
petr6leo10:90

Verde amarelado

Acetona/éter  de

petréleo 25:75

Verde
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Fotos Acucar em

po

Fotos amido de

milho comercial

Areia

Fotos areia

Eter de petréleo

Amarelo

Acetona/éter de
petr6leo10:90

Verde intenso

Acetona/éter de
petroleo 25:75

Verde amarelado

Estes resultados demonstraram uma excelente otimizagdo do método da coluna

de bicarbonato de Kimbrough, ponto de partida deste trabalho.

Na tentativa de averiguar a influéncia da presenca de &gua e acetona nos
diferentes resultados anteriormente obtidos com colunas de bicarbonato de sddio
realizou-se um estudo em paralelo com quatro colunas de bicarbonato e os diferentes

tipos de extratos utilizados. Estes resultados séo apresentados na tabela seguinte:
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Tabela3.6 - Resumo dos resultados das atividades com aplicacdo de extratos diferentes

em coluna de bicarbonato

Solventes

de
eluicdo

Fracdes extraidas

Extrato bruto liquido

Extrato bruto liquido
anidro

Extrato bruto sélido
anidro (em
NaHCO;;)

Extrato organico solido
anidro
(em NaHCO3)

Eter de

petréleo

Verde azulado

Verde azulado

Amarelo

Amarelo

Incolor

Acetona

[ éter de

petroleo
10:90

Incolor

Incolor

Incolor

Verde amarelado

Acetona

[ éter de

petroleo
25:75

Verde amarelado

Verde amarelado

Verde amarelado

incolor

incolor

incolor

Né&o se aplicou

Etanol a

99%

Verde claro

Verde claro

Verde claro

N&o se aplicou

NaHCO;
aquoso

(Solugéo
saturada)

Castanho

Fotos

Apos
adicdo
de acido

Castanho

Castanho

Né&o se aplicou

Foi analisada a composi¢éo dos primeiros extratos verdes por cromatografia em

papel. O cromatograma obtido é apresentado na figura seguinte.
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Figl13- Cromatografia em papel de FracOes extraidas de colunas bicarbonato de sodio

1- Primeira fracdo da coluna de bicarbonato de sédio com extrato orgénico solido anidro- tem
carotenos e xantofilas.

2- Terceira fragdo da coluna de bicarbonato de sddio com extrato orgénico solido anidro- tem
xantofilas, clorofila a e clorofila b.

3- Segunda fragdo da coluna de bicarbonato de s6dio com extrato bruto sélido anidro preparado
com fécula — tem carotenos, xantofilas, clorofila a e clorofila b.

4- Extrato bruto- carotenos, xantofilas, clorofila a e clorofila b e antocianinas

Fig 14- Comparacéo das cores das primeiras fragdes verdes obtidas por cromatografia
em colunas de bicarbonato de sédio

1- Extrato bruto (12 fragdo);
2- Extrato bruto liquido anidro (12 fracdo);
3- Extrato bruto sélido anidro (22 fracdo).
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Adicionalmente foi investigada a estabilidade da clorofila em solucéo
agual/acetona na presenca de bicarbonato de sddio. Para o efeito, realizou-se testes de
estabilidade do extrato bruto liquido, em meio alcalino e meio acido.

Figl5- Ensaio de estabilidade da clorofila em solucéo: meio basico e meio acido

1- Extrato bruto liquido (EB)

2-EB + bicarbonato de s6dio 10%

3- EB + solucéo saturada de bicarbonato de sédio
4- EB + hidroxido de sodio

5- EB + &cido cloridrico

Finalmente fez-se uma analise comparativa das colunas de amido de milho
comercial, agtcar em po, bicarbonato de sodio e fécula de batata em que se procedeu a
eluicdo, em simultaneo, de um mesmo extrato bruto solido anidro preparado com fécula
de batata.

Figl6- Cromatografia em papel das fragbes obtidas da coluna de amido de milho
comercial — extrato sélido anidro - preparado com fécula de batata

Extrato bruto liquido 12 fragdo 22 fragdo 32 fragao

Extrato bruto carotenos, xantofilas, clorofila a e clorofilab e antocianinas
12 fracdo carotenos

28 fracdo  xantofilas (amarelo muito claro), clorofila a

32 fragdo  clorofila a e clorofila b
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Figl7- Cromatografia em papel das fracdes obtidas da coluna em fécula de batata —
extrato solido anidro

1- 12 fracdo- carotenos

2- 32 fracdo- xantofilas e clorofila a
3- 42 fracdo — clorofila a

4
EB- extrato bruto liquido

52 fragdo — clorofila b

Fig18- Fotos da cromatografia em coluna

Adsorventes da cromatografia em Fotos
coluna

Cromatografia em coluna de de bicarbonato
de sodio- aplicagdo do extrato bruto solido

anidro( preparado com fécula)




Cromatografia em coluna de aglcar em p6 —

aplicacao do extrato bruto solido anidro

Cromatografia em coluna de amido de milho
comercial — extrato bruto sélido anidro

preparado com fécula de batata

Cromatografia em coluna de fécula de batata
—extrato bruto sélido anidro
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3.4.3 Discussao dos resultados da cromatografia de extratos de plantas

Nas folhas de plantas verdes aparecem simultaneamente os carotenoides e as
clorofilas, presentes nos cloroplastos. Os carotenoides, compostos por carotenos e
xantofilas, sdo menos abundantes do que as clorofilas e aparecem nas plantas numa
proporcéo de 1 para 6. O contetido de xantofilas presentes nas folhas € normalmente o

dobro dos carotenos (Kamerling, 1946).

Os pigmentos caroténicos apresentam cor amarela (xantofilas) ou vermelho
alaranjado (carotenos) sdo sollveis em solventes apolares como o éter de petroleo e a
acetona (Costa, A. 1982, p. 911). Dos carotenoides fazem parte os hidrocarbonetos, os
carotenos, que sdo muito solUveis no éter de petréleo e hexano e séo insolGveis no
etanol e metanol e as xantofilas, que tém uma maior solubilidade nos &lcoois € menos
no éter de petroleo. Estas propriedades sdo Uteis nos processos de isolamento destes
compostos. Os carotenos encontram-se espalhados por toda a planta, as xantofilas
existem em maior quantidade nas flores e frutos, mas podem fazer parte de outras zonas
(Costa, A. 1982, p. 912).

A clorofila b devido a presenca do grupo aldeido é mais polar que a clorofila a.
A clorofila b apresenta cor verde amarelado e a clorofila a cor verde azulado (Costa, A.
1982, p. 923). Nas folhas verdes e / ou vermelhas para além dos carotenoides e das
clorofilas, aparecem também os pigmentos flavonoides, dos quais fazem parte as
antocianinas que sdo responsaveis pela coloracdo vermelha dessas folhas. As
antocianinas estdo presentes em muitas pétalas e frutos e sdo moléculas solveis em
agua (Kamerling, 1946). Os extratos das antocianinas apresentam cores que variam em
funcdo do pH do meio. Tem cor vermelha em meio &cido, violeta em meio neutro e azul

em condigdes alcalinas (Terci & Rossi, 2002).

Numa cromatografia em coluna, os solventes agrupam-se consoante a ordem
crescente das suas polaridades. Deve passar-se pela coluna, primeiro um solvente de
baixa polaridade, e s6 entdo os outros eluentes com polaridades sucessivamente mais

elevadas, de modo a produzir-se um fracionamento seletivo (Costa, A. 1982, p. 125).

No presente estudo a sequéncia de solventes utilizada foi, de acordo com a sua
polaridade, o éter de petr6leo, a acetona e o etanol. Assim, o éter de petrdleo tem

polaridade inferior a acetona e esta por sua vez inferior ao etanol. Foram ainda
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utilizadas as misturas de polaridade intermédia: acetona / éter de petrdleo 10:90 (v/v) e

acetona / éter de petroleo 25:75 (v/v).

Os adsorventes usados foram: bicarbonato de sodio, areia, sacarose (agucar
refinado em pd e granulado), amido (farinha de milho, amido de milho e fécula de
batata). Comecgou-se por testar o bicarbonato de s6dio como adsorvente e 0s primeiros
resultados demonstraram que as cores apresentadas pelas primeiras fracfes extraidas
eram muito claras e ndo foi possivel separar os pigmentos amarelos e verdes, uma vez
que o solvente do extrato era acetona e continha certamente agua residual proveniente
dos tecidos vegetais. Como o bicarbonato de so6dio na presenca de dgua torna o meio

alcalino, suspeitou-se da degradacdo das clorofilas e provavelmente dos carotenoides.

Uma vez que os resultados obtidos ndo foram os pretendidos optou-se por testar
a areia como adsorvente. Trata-se de um mineral granuloso geralmente formado pelo
desgaste de rochas arenosas. A areia é formada a partir de uma mistura de diversas
substancias sendo a sua composi¢do muito varidvel mas, como o seu principal

componente é a silica (SiO,),, tem caracteristicas polares.

Partindo do mesmo extrato, este adsorvente permitiu recolher fracGes bastante
mais verdes do que as fracGes recolhidas com o bicarbonato de sodio, evidenciando a
necessidade comprovar se existia realmente degradacdo das clorofilas em meio béasico
ou se as cores obtidas eram devido a outros fatores. No entanto devido ao tamanho das
particulas da areia o escoamento dos solventes ao longo da coluna foi muito rapido e

ndo foi possivel a separacdo dos pigmentos.

Recorreu-se entdo ao agucar granulado como fase estacionaria. A sacarose cuja
formula molecular é Ci, Hy; Oi € vulgarmente designada como acglcar. E um
dissacarideo formado por uma molécula de glucose e uma de frutose. Assim, a sacarose
é hidrolisada por agdo de &cidos diluidos originando a D-glucose e a D-frutose. A
presenca de varios grupos hidroxilo nestas unidades faz da sacarose uma molécula polar
e assim, os pigmentos polares como as antocianinas ficam mais tempo retidos e 0s

apolares como os carotenoides sdo 0s primeiros a ser separados.

O agulcar granulado ndo permitiu que os solventes permanecessem em contacto
com o extrato o tempo suficiente devido ao tamanho das suas particulas e a existéncia

de muitos espagos intersticiais entre estas, tendo-se verificado um escoamento rapido
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dos eluentes, tal como ja tinha acontecido com a areia. Este facto contribuiu para que
nédo se tivesse conseguido separar 0s pigmentos, pois as propriedades dos adsorventes
aumentam proporcionalmente ao da sua pulverizagdo, sendo no entanto este facto

limitado pelo poder de penetracdo da fase solida pelos liquidos (Costa, A. 1982,p. 124).

Seguidamente optou-se por utilizar um polimero da glucose, 0 amido. Comecou-
se por testar farinha de milho amarela e farinha de milho branca como adsorventes, mas
o0s resultados obtidos ficaram aquém dos esperados porque demonstraram uma grande
resisténcia ao escoamento do solvente. Isto aconteceu, em parte, motivado pelo facto de
a farinha de milho também conter alguma percentagem de farinha de trigo, sendo esta
ultima constituida principalmente por amido e proteinas. Quando a farinha de trigo é
misturada com agua, as proteinas do trigo hidratam-se para formar o glaten. O glaten
dificultou a separacdo dos pigmentos ao longo da coluna, pois o0 extrato continha agua
impedindo o deslocamento do eluente.

Estruturalmente, o amido € um homopolissacarideo de D-glucose, é a forma de
reserva glucidica nos vegetais. O grdo de amido € uma mistura de dois polissacarideos:
amilose e amilopectina. A amilose é uma molécula formada por cadeias lineares
constituida por moléculas de a-glucose ligadas através de ligagfes glucosidicas a-1,4
numa cadeia continua. A amilopectina € um polissacarideo formada por cadeias
principais idénticas as da amilose (ligagcGes a-1,4 glucosidicas), as quais se ligam
através de ligacBes o-1,6 glucosidicas, cadeias laterias com a mesma estrutura das
cadeias principais (Weil, J. 1983, p. 185-186).

As propriedades de gelatinizacdo do amido na presenca da &gua estdo
relacionadas com varios fatores, incluindo a propor¢do de amilose e amilopectina.
(Rocha & Demiate, 2008).

Com o intuito de encontrar um adsorvente do quotidiano que permitisse obter
uma separacdo eficaz dos pigmentos recorreu-se ao amido de milho comercial, um
amido de maior pureza e mais pobre em gluten. A eficacia deste adsorvente foi testada
pela aplicacdo de um extrato em éter de petroleo seco de folhas verdes, pois verificou-se
separagdo de bandas amarelas e verdes, evidenciando a necessidade de remover a
acetona e a 4gua no extrato bruto. Assim, no extrato bruto das folhas verdes e vermelhas
optou-se pela separacdo dos pigmentos flavonoides por extracdo e tratou-se a fase

organica que continha os carotenoides e clorofilas com um agente exsicante antes da
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aplicacdo do extrato na coluna. O éter de petroleo separou uma banda amarela muito
lentamente, de seguida utilizou-se a mistura acetona / éter de petroleo 10:90 que
conseguiu arrastar uma banda verde, trocou-se o eluente para a mistura acetona / éter de
petréleo 25:75, com polaridade superior, e separou-se uma faixa de cor verde intenso,

seguida de uma verde.

Como o extrato ainda continha acetona o que dificultou a separacdo dos
pigmentos, tornou-se assim imperioso encontrar uma maneira alternativa de aplicar o
extrato na coluna. Para se conseguir atingir este objetivo optou-se por fazer adsorver o
extrato a superficie de um solido finamente dividido, para assim, acelerar o processo de
evaporacdo por exposi¢do ao ar e so entdo coloca-lo na coluna.Com este procedimento a
cromatografia em coluna com amido de milho comercial apresentou bandas amarelas,

verdes e uma banda rosada no topo da coluna.

A substituicdo do amido de milho comercial por fécula de bata ofereceu ainda
melhores resultados, a eluigdo foi mais facil e a resolucéo foi excelente pois foi possivel
obter-se o efeito visual pretendido na coluna: uma banda corada de amarelo intenso na
base da coluna seguida de uma banda nitida verde azulado, outra banda perfeitamente
separada de verde amarelado e uma banda rosada no topo da coluna. Foi possivel isolar
fragbes correspondentes e os resultados da cromatografia em papel demonstraram a
separacdo de uma primeira fracdo composta por carotenos, a segunda fracdo era
composta por xantofilas e clorofila a e a terceira fracdo era maioritariamente composta

por clorofila b.

Foram realizadas novamente as atividades com o0s adsorventes : bicarbonato de
sodio e aglcar em p6 (em vez do granulado), de acordo com as novas condigdes
encontradas, com vista a otimizar o método e reproduzi-lo numa sala de aula
normal.Com a aplicacdo do extrato bruto sélido anidro (preparado com fécula de
batata), na coluna de bicarbonato de sddio, foi possivel separar pela primeira vez, com
éter de petr6leo os pigmentos amarelos, constituidos pelas xantofilas e carotenos, facto
comprovado com cromatografia em papel, tendo-se ainda verificado que, os verdes néo
tinham uma cor ténue como tinha acontecido anteriormente. A mistura acetona / éter de
petréleo 25:75 separou uma banda verde formada por xantofilas, clorofila a e clorofila b
(evidéncia de cromatografia em papel). Os pigmentos carotenos como sdo 0s mais
apolares, sdo os que mais se afastam do ponto de aplicagéo, seguidos pelas xantofilas,
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clorofila a e clorofila b, as antocianinas como sdo moléculas muito polares e soluveis

em agua, nao saem do ponto de aplicacao.

Para confirmar estes resultados e comprovar a sua reprodutibilidade realizou-se
um estudo em paralelo com quatro colunas de bicarbonato de sodio (seringa de 20mL),
a amostra foi obtida a partir de folhas de planta verde e vermelha. A cada coluna foi
aplicado um extrato preparado de forma diferente. Assim aplicou-se sucessivamente o
extrato bruto liquido, o extrato bruto liquido anidro, o extrato bruto sélido anidro
(preparado com bicarbonato de sddio) e por Gltimo o extrato organico no estado sélido.
As primeiras fracdes verdes obtidas foram comparaveis e apresentaram uma cor intensa.
Para analisar a composicdo das fracGes recolhidas efetuou-se uma cromatografia em
papel no eluente acetona / éter de petréleo 10:90. A andlise da primeira fracdo verde da
coluna de bicarbonato de sodio, onde foi também aplicado um extrato bruto sélido
anidro, preparado com bicarbonato de sddio, era formada por: carotenos, xantofilas,

clorofila a e clorofilab .

A andlise das fracbes recolhidas da coluna de bicarbonato de sddio, onde foi
aplicado o extrato organico solido anidro, preparado com bicarbonato de sodio,
permitiram verificar que o éter de petrdleo separou uma banda amarela, constituida por
carotenos e xantofilas. A mistura acetona / éter de petréleo 10:90 separou uma banda
verde amarelada com xantofilas, clorofila a e clorofila b. Uma repeti¢do da coluna de
bicarbonato de sodio, onde foi também aplicado um extrato bruto sélido anidro, mas
preparado com fécula de batata apresentou separacdo de bandas e fragdes comparaveis
aos resultados obtidos com o ensaio em que foi aplicado um extrato orgéanico anidro.
Uma vez que os amidos possuem a capacidade de absorver agua, uma possivel
explicacdo para este resultado sera a retengdo de agua residual presente no extrato pela
fécula. Este resultado sugere que a presenca de agua, devida possivelmente a uma
deficiente eficacia do agente exsicante na preparacdo do extrato, devera também

interferir na separacdo dos pigmentos ao longo da coluna.

Assim, os resultados mostram que o bicarbonato de sddio permite a realizagdo
de atividades com impacto visual, pois, na coluna separam-se bandas de cor amarela,
verde e castanha num curto espago de tempo. No entanto, se o objetivo da atividade for

a separacdo da clorofila a e b entdo é necessario recorrer a outro adsorvente.
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Para comprovar a estabilidade da clorofila em meio &cido e basico, colocou-se
em cinco frascos de recolha, solucdo de extrato bruto liquido. O primeiro frasco
funcionou como branco, s6 com o extrato; ao segundo, adicionou-se solucdo de
bicarbonato de sodio a 10% (pH 12,2); ao terceiro, adicionou-se solucdo saturada de
bicarbonato de sodio (pH =12,5); ao quarto, solucdo de hidréxido de sédio 0,002M
(pH=11,3) e ao dltimo, solugdo de HCI 1M (pH =1). Os frascos com solu¢des basicas e
0 ensaio em branco apresentaram cores comparaveis, ja o frasco com solucdo acida
apresentou cor castanha. Este facto confirma que a clorofila € muito sensivel aos acidos,
neste meio perde o catido magnésio e forma compostos com cor castanha (Kamerling,
1946). O ido metalico € substituido por dois 4&tomos de hidrogénio através da reacao de
hidrélise &cida dando origem a feofitina (Soares, 2006). Em relacdo as solucdes bésicas
a cor ndo apresentou alteracao apreciavel nos ensaios em solucdo e, quer a observacao
visual das cores das fracGes recolhidas, quer a analise por cromatografia em papel ndo
sdo conclusivas. Seria necessario recorrer a métodos de andlise mais rigorosos para

averiguar a degradacao.

Relativamente a influéncia dos diferentes extratos na separacao dos pigmentos, a
aplicacdo do extrato bruto liquido e do extrato bruto liquido anidro, impossibilitou a
separacdo dos pigmentos carotenoides, devido a presenca de acetona e possiveis
vestigios de agua. Assim, ndo estavam reunidas as condi¢des para uma boa separacdo
dos pigmentos da amostra, uma vez que a presenca de acetona e, possivelmente, agua

no extrato reverteu a polaridade crescente dos eluentes.

Com a aplicacdo do extrato bruto sélido anidro e organico solido anidro, para
além de se eliminar a acetona também se retirou a agua e assim, iniciou-se a elui¢édo
com um solvente de baixa polaridade, o éter de petréleo, que arrastou preferencialmente
0S componentes mais apolares separando os amarelos. Deste modo conseguiu-se 0
objetivo primario pretendido, que era separar 0s pigmentos verdes e amarelos, sem

recorrer a procedimentos experimentais complexos e a equipamentos sofisticados.

Para avaliar a capacidade separativa das diferentes colunas testadas, analisou-se
a composicdo de fracdes recolhidas por cromatografia em papel usando a mistura

acetona / éter de petréleo 10:90, como eluente.

A andlise das fragdes recolhidas da coluna de amido de milho comercial, com a

aplicacdo do extrato bruto solido anidro, preparado com fécula de batata permitiu
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verificar que a primeira fracdo separada com o éter de petréleo era constituida por
carotenos, a mistura acetona / éter de petréleo 10:90 separou uma banda verde
amarelada com xantofilas e clorofila a, a mistura acetona / éter de petréleo 25:75

separou uma banda verde com clorofila a e clorofila b.

A andlise das frac6es recolhidas da coluna de fécula permitiu verificar que o éter
de petréleo separou uma primeira banda amarela formada pelos carotenos, a mistura
acetona / éter de petrdleo 10:90 separou uma banda amarelo intenso de xantofilas,
ligeiramente contaminada com clorofila a. A fragdo seguinte (verde azulada) revelou
conter clorofila a. A elui¢cdo com a mistura acetona / éter de petréleo 25:75 arrastou uma
banda verde amarelado composta por clorofila b. Assim, pode concluir-se que estas

condigdes permitem uma excelente capacidade separativa.

Em todas as atividades realizadas constatou-se que a aplicacdo do extrato bruto
solido anidro, aumentou a eficicia da separacdo dos pigmentos por cromatografia em
coluna. Este procedimento simples ndo foi encontrado na pesquisa bibliografica

realizada.

Em relacdo aos adsorventes utilizados, verificou-se que o bicarbonato de sddio
apresentou menor capacidade de adsorcdo pois, ndo foi possivel separar a clorofila a da

clorofila b.

Comparando os adsorventes testados em termos de capacidade separativa, neste
estudo constatou-se que a fécula de batata ofereceu os melhores resultados, tendo sido
possivel a separacdo dos pigmentos carotenoides, clorofila a e b e flavonoides, por
cromatografia em coluna, num periodo de tempo que permite a realizacdo da atividade
numa sala de aula. Com este adsorvente conseguiu-se uma boa resolucdo da coluna.
Para além de reunir as condi¢cbes mencionadas foi pela primeira vez testada neste

estudo.

Em termos de rapidez, o bicarbonato de sodio foi o adsorvente que permitiu a
separagdo mais rapida, em particular dos pigmentos flavonoides. Quanto ao agicar em
p6 e amido de milho comercial apresentaram a desvantagem de serem mais demorados
e ndo ter sido possivel eluir os pigmentos flavonoides, por cromatografia em coluna. Em

relacdo a areia, esta ndo ofereceu os resultados pretendidos devido a granulometria das
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suas particulas, o que provocou um escoamento muito rapido dos solventes ao longo da

coluna.

Nas primeiras atividades realizadas com coluna de bicarbonato de sddio, os
verdes eram exiguos, talvez devido a elevada quantidades de agua que estava presente
nas folhas de alface verde e vermelha, muito superior a que se encontrava nas folhas da

planta verde e vermelha.

Verificou-se ainda que com o amido de milho e com o agUcar foi necessario

aumentar a polaridade do eluente para se conseguir uma boa separacdo dos pigmentos.

Assim, o resultado obtido parece depender essencialmente da polaridade dos
eluentes, ao serem afetados pelos solventes que acompanham o extrato aplicado. Outra
hipotese para explicar os resultados obtidos, pode estar relacionada com a granulometria
dos diversos adsorventes e assim, provocar diferentes capacidades de adsorcdo. O
amido de milho e o acucar retem mais humidade que os outros adsorventes. O amido de
milho tem uma capacidade de hidratacdo do gréo superior ao amido da batata e ainda o
facto de o acucar ser um composto higroscopico.

Assim, e de acordo com o0 exposto considera-se que a fécula de batata é o melhor
adsorvente porque retne melhores condicdes na cromatografia em coluna, para a

separacdo dos pigmentos carotenoides, das clorofilas a e b e ainda dos flavonoides.

Relativamente aos solventes testados os que permitiram a obtencdo de melhores
resultados foram: o éter de petroleo, a mistura acetona / éter de petréleo 10: 90 e a

mistura acetona / éter de petrdleo 25: 75.
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3.5 Cromatografia de carotenoides

3.5.1 Revisao de Literatura

Na literatura existem relatos, com exemplos de trabalhos que descrevem a
extracdo de carotenoides e flavonoides de alimentos e plantas como propostas, para a
realizacdo de atividades laboratoriais nas aulas de Quimica. Muitos autores tém
revelado interesse em aproveitar as cores dos pigmentos naturais para aplicar no ensino
da Quimica. Assim, muitas atividades laboratoriais que recorrem a estes pigmentos
podem ser encontradas em diversas revistas de Quimica, nomeadamente no Journal of

Chemical Education e na Revista de Quimica Nova, conforme se descreve a seguir.

Zeraik et al (2008) descreveram a extracdo do [B-caroteno das cenouras,
maceraram as cenouras com éter de petroleo, filtraram e o residuo foi novamente
extraido com éter de petrdleo. As solugdes obtidas foram evaporadas em
rotaevaporador. O extrato obtido foi dissolvido em diclorometano e analisado por
espetrofotometria UV—Visivel. Os mesmos autores sugeriram outros alimentos com (-

caroteno (por exemplo: abébora, manga, espinafre).

Harold McKone propés uma técnica para o isolamento dos carotenoides da
polpa de tomate e das cenouras. Para isso adicionou aos alimentos etanol a 95% e agitou
vigorosamente durante um minuto, tendo de seguida efetuado uma filtragéo e rejeitado a
solucdo etanolica. Ao residuo desidratado adicionou cloreto de metileno, agitou e
evaporou até obter aproximadamente 1 mL. Posteriormente efetuou um TLC com a
seguinte mistura de solventes, cloreto de metileno / hexano 3:10 e obteve trés

compostos coloridos: licopeno, xantofilas e p-caroteno.

Miller et al (2009) descreveram a extracdo dos carotenoides do tomate fresco.
Cortaram o tomate em bocados pequenos e trituraram e, para efetuar a extracdo
juntaram cloroférmio e deixaram repousar durante 15 minutos. Seguidamente filtraram
com funil de Buchener. O extrato foi evaporado até a secura com evaporador rotativo, o

solido obtido foi dissolvido em acetona e analisado imediatamente por HPLC.

Silveira & Evans (1995) reportaram a extracdo dos carotenoides da polpa de
tomate e das cenouras de boiGes de alimentos de criangas. Colocaram os alimentos

numa proveta, acrescentaram etanol a 95% e deixaram macerar durante 5 minutos. De
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seguida removeram o etanol por filtracdo por vacuo e transferiram o residuo para um
baldo de fundo redondo. Ao baldo adaptaram um condensador, juntaram cloreto de
metileno e deixaram em refluxo durante 3-4 minutos. O solvente recolhido foi filtrado
por vacuo e o solido voltou novamente para o baldo. Este procedimento foi repetido
mais duas vezes, os liquidos foram combinados e lavados com &gua e sal por extragéo.
A solugdo organica recolhida acrescentaram sulfato de sodio anidro, filtraram e
evaporaram até a secura com evaporador rotativo. Para analisar a pureza das fragdes
realizaram separadamente TLC com trés placas de alumina e utilizaram os seguintes
solventes: uma a mistura a 2% de cloreto de metileno / pentano, outra s6 com pentano e
uma sé com cloreto de metileno. Por fim, separaram o B- caroteno e o licopeno em
coluna de alumina eluindo a banda amarela com a mistura anterior e a banda laranja
avermalhada foi extraida com cloreto de metileno. Os carotenoides isolados foram

analisados por espetrofotometria de UV- visivel.

Ribeiro & Nunes (2008) apresentaram uma técnica de analise de carotenoides de
pimentdo por cromatografia em papel. Para a obtengéo dos extratos, foram macerados
pimentos em almofariz com uma mistura de acetona / hexano 1:5 e deixados em
repouso durante 1 hora. Apds este periodo a mistura foi filtrada com papel de pregas
para um funil de separacdo. A fase aquosa foi separada da fase organica e a esta Ultima
acrescentaram sulfato de sédio anidro. A fase organica foi filtrada e concentrada até um
volume de 1mL com aquecimento em banho maria mantido a 70°C e sob agitacéo.
Posteriormente o extrato concentrado foi aplicado no papel de cromatografia, como

eluentes recorreram a mistura de hexano com 5% de acetona.

3.5.2 Resultados de investigacdo da cromatografia de carotenoides

Os pigmentos existentes nas plantas e alimentos, nomeadamente os carotenoides
e as antocianinas favorecem perspetivas de trabalho pedagdgico, que podem ser
desenvolvidas com a utilizacdo dos extratos dos tecidos vegetais em atividades didaticas
e representam um importante recurso que fomenta a articulacdo entre a teoria e a

pratica.

Tendo por base a pesquisa bibliografia efetuada iniciou-se o estudo pela
separagdo dos pigmentos existentes no pimento vermelho, na polpa de tomate e na
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cenoura raspada. Os alimentos foram triturados e macerados separadamente na mistura
acetona / éter de petréleo 1:1. Seguiu-se uma filtracdo e extracdo com solucdo saturada
de &gua com sal de cozinha, em funil de separacdo, desprezou-se a fase aquosa e a fase
organica adicionou-se novamente a solucdo saturada. Reservou-se a fase organica e

desprezou-se a fase aquosa.

Prosseguiu-se o estudo dos pigmentos carotenoides com a desidratacdo do
pimento vermelho, da cenoura e da polpa de tomate. A cenoura foi desidratada em
etanol e seguiu-se uma filtracdo, o residuo obtido foi primeiro macerado em acetona e
depois foi adicionado de um volume igual de éter de petroleo. O extrato foi entdo
filtrado extraido em funil de separacdo com solucdo saturada de agua com sal de
cozinha. Desprezou-se a fase aquosa e a fase organica foi novamente extraida com agua.

Reservou-se a fase organica e desprezou-se a fase aquosa.

O pimento vermelho foi sujeito a uma desidratacdo em etanol, de seguida
efetuou-se uma filtracdo e o residuo foi novamente desidratado. O residuo foi entdo
macerado numa mistura acetona / éter de petroleo 1:1. Seguiu-se uma filtracdo e
extracdo com solucdo saturada de agua com sal de cozinha, em funil de separacdo,
desprezou-se a fase aquosa e reservou-se a fase organica. Repetiu-se esta atividade para

a polpa de tomate.

Macerou-se ainda pimentéo seco moido, na mistura acetona /éter de petréleo 1:1.

Filtrou-se e reservou-se o filtrado.

Para analisar a composi¢do das fases organicas, efetuou-se a cromatografia em
papel. Na tentativa de encontrar um sistema de eluentes capaz de separar 0S
carotenoides, preparou-se varias camaras de cromatografia em que se utilizou os
seguintes solventes: mistura acetona / éter de petréleo 10: 90, etanol a 99%, acetato de
etilo, etanol / éter de petroleo 1:1, etanol / éter de petroleo 8:2. O eluente que permitiu
melhor resolucdo para o extrato de tomate foi a mistura etanol / éter de petréleo 1: 1 e 0
etanol a 99%, para a cenoura e pimento vermelho foi a mistura de eluentes acetona / éter

de petroleo 10:90, sendo entéo estes utilizados como eluentes.

Efetuou-se também um estudo comparativo, entre a composicdo da fracéo

organica obtida pelo método da maceracdo em acetona e a obtida pela desidratacdo em
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etanol seguida de maceracdo. Comparou-se ainda a composi¢do do pimento vermelho

com a do pimentdo seco moido.

Procedeu-se ainda a separagdo dos pigmentos existentes na polpa de tomate por
cromatografia em coluna com fécula de batata. Para isso, a fase organica do
procedimento anterior foi adicionada de um pouco de fécula e deixou-se evaporar o
solvente de modo a preparar um extrato solido. Aplicou-se este extrato numa coluna
empacotada com fécula de batata, eluiu-se a coluna com éter de petroleo e separou-se
uma banda amarela seguida de uma alaranjada.

Figl9- Atividades de cromatografia de carotenoides - fragdes maceradas em acetona
(MA) e desidratadas em etanol (D)

Maceragao em acetona do pimento, cenoura e polpa de tomate

1- Resultados da primeira extragdo com agua e sal de  2- Resultados da segunda extragdo com agua

cozinha
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Fig20- Atividades de cromatografia de carotenoides - fragdes maceradas em acetona

(MA) e desidratadas em etanol (D) (continuagéo)

Comparagdo dos resultados de extracéo obtidos pelos dois métodos: MA- maceragdo simples D- desidratacéo

Polpa de tomate MA D Cenoura MA D

Fragdes organicas de pimento MA D

FracOes organicas de cenoura MA D

FracbGes organicas de cenoura, tomate e pimento
obtidas pelos dois métodos
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Fig21- Atividades de cromatografia de carotenoides - fragdes maceradas em acetona

(MA) e desidratadas em etanol (D) (continuagéo)

Cromatogramas das fragBes organicas do pimento Cromatogramas das fracBes organicas do pimento na
obtido por maceragdo direta (eluente:  mistura

mistura acetona/ éter de petréleo 10:90
acetona/etanol 1:1 e em etangl)

D MA

Cromatograma das fragbes organicas da cenoura na

Cromatogramas das fragbes organicas da polpa de )
mistura adgtona/ etanol 1:1 e em etanol

tomate na mistura acgtona/ etanol 1:1 e em etanol

A D MA D
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Fig22 Atividades de cromatografia de carotenoides - fragdes maceradas em acetona

(MA) e desidratadas em etanol (D) (continuagéo).

Cromatografia da polpa de tomate em coluna de fécula Cromatografia da polpa de tomate em coluna de fécula
de batata de batata

Cromatografia da polpa de tomate em coluna de fécula
de batata

3.5.3 Discussao dos resultados da cromatografia de carotenoides

Os carotenoides como o B-caroteno e o licopeno sdo tetraterpenos e caraterizam-
se por uma cadeia de polieno com multiplas ligagdes duplas conjugadas que sdo as
responsveis pelas carateristicas de absor¢cdo do espetro e pelas propriedades
fotoquimicas (Miler et al, 2009). Existem trés isémeros dos carotenos, conhecidos como
alfa, beta e gama carotenos. A forma beta é a mais abundante e esta presente nas
cenouras sendo a responsavel pela sua cor carateristica. O B-caroteno é o precursor da

vitamina A (Kamerling, 1946).
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Fig24 - Formula de estrutura da capsantina

Fig25 - Formula de estrutura da capsorubina

Os tomates sdo fontes de carotenos, principalmente o B-caroteno e o licopeno
(Ferrari, 2008). O licopeno compreende cerca de 80% a 90% dos pigmentos presentes
nos tomates maduros e é encontrado em maior quantidade na casca (Ferrari, 2008). O
responsavel pela cor vermelha do tomate é o licopeno (Miller et al, 2009). Os isémeros
cis do licopeno sdo mais bioativos que 0s isdmeros trans, contudo os isomeros trans
constituem 80% a 90% do total do licopeno presente no tomate fresco (Miller et al,
2009). As elevadas temperaturas, a exposicao a luz e ao oxigénio e alteragdes no pH

tém um efeito catalitico na isomerizacéo e degradacdo do licopeno (Miller et al, 2009).

No pimento vermelho para além dos carotenos também existem xantofilas, como
as capsantinas, as criptoxantinas e capsorubinas (Ribeiro & Nunes, 2008). Os principais
cromoforos do pimento vermelho séo a capsantina e a capsorubina, que sdo pigmentos
vermelhos (Zeraik. & Yariwake, 2008).
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No estudo realizado verificou-se que o procedimento de desidratacdo dos
alimentos em etanol, originou extratos mais coloridos com o tomate e com a cenoura do
que com o pimento vermelho. Assim, o extrato de pimento vermelho obtido unicamente
por maceracao na mistura acetona / éter de petrdéleo 1:1 apresentou uma coloracdo mais
vermelha do que no extrato tratado por desidratacdo. A cromatografia em papel dos dois
extratos parece ser concordante uma vez que no cromatograma do extrato que néo foi
desidratado as manchas de capsantina e / ou capsorubina, os principais croméforos do
pimento vermelho, apresentam-se muito mais intensas do que no cromatograma do

extrato desidratado.

Quanto ao tomate, 0 extrato tratado por desidratacdo apresentou uma coloracao
mais intensa quando comparado com o extrato obtido da maceracdo direta na mistura

acetona / éter de petrdleo 1:1.

A realizagdo da cromatografia em papel e em coluna de fécula de batata do
tomate permitiu confirmar que o tomate possui na sua composi¢cdo 0 [-caroteno
(amarelo) e o licopeno (vermelho). A estrutura quimica do B-caroteno e do licopeno sao
semelhantes e por isso ambos sdo sollveis no éter de petroleo. Assim guando se passa
éter de petréleo na coluna, embora 0 B-caroteno seja o primeiro pigmento a ser separado
(amarelo), € logo seguido do licopeno (vermelho), assim a cor que se observa na coluna

é o laranja que resultou da combinacdo do amarelo com o vermelho.

Ao realizar a cromatografia em papel do extrato de cenoura obervou-se
unicamente uma mancha amarela atribuida aos carotenos. O extrato do tomate
apresenta uma mancha amarela idéntica que correspondera aos carotenos € uma mancha
vermelha atribuida o licopeno. Concluiu-se entdo que os carotenos estdo presentes tanto

na cenoura como no tomate, mas o licopeno SO existe no tomate.

Os carotenos como 0 o e B-caroteno sdo hidrocarbonetos apolares nos quais
prevalecem as interagdes do tipo forgas de London (forcas de atracdo entre dipolos
temporarios) e por isso tém pouca afinidade com a fase estacionaria e maior afinidade
com a fase mdvel, assim sdo os que mais se distanciam do ponto de aplicacdo da
amostra (Ribeiro & Nunes, 2008). O licopeno devera estabelecer interacbes do mesmo

tipo e assim apresentar um comportamento semelhante em cromatografia em papel.
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Dos solventes utilizados na cromatografia em papel do extrato de tomate os que
possibilitaram melhores resultados foram: etanol e a mistura etanol / éter de petroleo
1:1. Os eluentes de baixa polaridade ndo conseguiram separar 0s carotenos do licopeno
porque devem solubilizar muito bem os dois componentes. O resultado obtido quando
se utilizou um eluente polar como o etanol, além da inversdo nas carateristicas de
solubilidade dos componentes, podera dever-se a forte interagdo do etanol com a &gua
da fase estacionéria que, aumentando o tempo de eluicdo, contribuird assim para uma

melhor separacdo.

O pimento vermelho para além dos carotenos, também contém xantofilas, como
a criptoxantina, a capsantinas e a capsorubinas. Na cromatografia do pimento vermelho
verificou-se que as criptoxantinas como apresentam apenas um grupo hidroxilo ndo séo
tdo arrastadas pelo solvente como os carotenos, pois sdo capazes de formar ligagOes de
hidrogénio com a agua adsorvida no papel. As capsantinas e capsorubinas apresentando
dois grupos hidroxilo e ainda grupos carbonilo estabelecerdo mais ligacbes de
hidrogénio e, portanto, tm maior afinidade com a fase estacionaria do que com a fase
moével sendo assim, o0s pigmentos mais retidos. Consequentemente estas Ultimas
xantinas, devido a estas carateristicas de polaridade apresentardo também uma maior
solubilidade em etanol, e podem ter sido parcialmente eliminadas neste solvente no

método da desidratacao.

A cromatografia em papel permitiu verificar que, a composi¢do do pimentédo
seco moido é um pouco diferente da do pimento vermelho. A composi¢do pode estar
simplesmente relacionada com a espécie de pimento que deu origem a este produto
comercial. Adicionalmente, uma vez que 0s carotenoides tem na sua composi¢cdo
maltiplas ligacfes duplas conjugadas, pode colocar-se a hipdtese de estas terem sofrido
isomerizacOes durante o processamento do pimentdo seco moido e explicar, por

exemplo, a presenca de manchas extra e / ou auséncia das xantinas mais polares.

Assim, a maceragédo de fontes de carotenoides numa misura de agua e acetona
seguida de extracdo liquido—liquido com agua e sal apresentou-se como um método
adequado para o isolamento de carotenoides. Uma desidratacdo prévia em etanol
sequida de filtracdo facilita o isolamento de carotenos, em particular quando a amostra
contem um elevado contetdo hidrico. No entanto, as xantofilas mais polares podem ser

eliminadas durante este tratamento.
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3.6 Atividades com pigmentos hidrossoltuveis

As antocianinas pertencem & classe dos flavonoides e sdo derivados de sais
flavilicos, sdo sollveis em agua e responsaveis pelas cores atrativas de flores, frutos,
folhas de frutos e vinho. Na natureza encontram-se ligadas a moléculas de agucares,
quando estdo livres destes aclcares chamam-se antocianidinas (agliconas) (Okumura et
al, 2002).

As cores apresentadas pelas antocianinas depende do pH do meio e por isso
podem ser utilizadas como indicadores naturais de pH. Em solugbes de pH neutro ou
alcalino, as antocianinas sdo pouco estaveis e em solu¢Ges com pH acido a cor pode

desaparecer gradualmente quando a solucdo é exposta a luz (Marco & Poppi, 2008).

Muitos autores tém estudado as propriedades indicadoras de pH das antocianinas

tendo em vista aplicagc6es analiticas para o ensino da Quimica.

Os indicadores de pH sdo substancias organicas fracamente acidas (indicadores
acidos) ou fracamente bésicas (indicadores basicos) que apresentam cores diferentes em
funcéo do pH (Terci & Rossi, 2002).

Em 1835, Marquat efetuou estudos com varias espécies vegetais e designou
antocianinas os pigmentos azuis das flores. Mas foi s6 no inicio do século XX que
Willstatter e Robinson relacionaram as antocianinas com 0s pigmentos responsaveis
pela coloracdo de diversas flores, dado que 0s seus extratos apresentavam cores

diferentes consoante o pH do meio (Terci & Rossi, 2002).

Como foi referido no subcapitulo 2.4.3.3 (pag 32), as antocianinas em solucdes
aquosas apresentam diferentes estruturas em fungdo do pH. Num meio extremamente
acido (pH entre 1-2), as antocianinas apresentam coloracdo vermelha intensa devido ao
predominio do catido flavilio (AH™). Num meio com pH maior que 2, observa-se um
equilibrio entre o catido flavilio e a pseudobase carbinol incolor. Para valores de pH
acima de 6, a estrutura pseudobase carbinol e a anidrobase quinoidal podem formar a
cis-chalcona. Com a ionizacdo das antocianinas formam-se estruturas de anidrobases
que apresentam a coloragdo azul. Em meio fortemente alcalino observa-se o equilibrio
entre as formas ionizadas de chalconas cis e trans que tém cor amarela (Marco & Poppi,
2008).
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3.6.1 Revisao de Literatura

Curtright et al (1996) explicaram como efetuaram a preparacdo dos pigmentos
de antocianinas para TLC, assim, iniciaram a extragdo com metanol / HCI 99:1. A
extracdo também podia ter sido efetuada com a mistura etanol / HCI 99:1, mas a
separacdo dos pigmentos era mais lenta. As fontes de antocianinas que podem ser
utilizadas nestes estudos sdo: macds vermelhas, mirtilos, morangos e couve roxa. Os
tecidos vegetais foram macerados com o liquido extrator. No final os extratos foram
concentrados com evaporador rotativo Os solventes utilizados no TLC foram a mistura

de HCI concentrado / &cido férmico / &gua na proporc¢éo 19,0: 39,6: 61,4.

Kanda et al (1995) prepararam “bolas de camaledo” a partir de extratos de
plantas, para serem utilizadas como indicadores de pH. Nesta atividade utilizaram
folhas de couve roxa para preparar o extrato, ferveram as folhas em agua e a solucgéo
obtida foi filtrada com a ajuda de funil e papel de filtro. Para a obtengéo das referidas
“bolas” recorreram a uma solucdo aquosa de alginato de sédio a 2% a qual juntaram o
extrato de couve roxa com agitacdo constante. A mistura obtida foi adicionada gota a
gota a uma solucdo aquosa de cloreto de célcio a 1% tendo-se formado imediatamente
as “bolas”. Os autores recomendam que as “bolas” antes de serem utilizadas devem
permanecer na solucdo de cloreto de célcio e acondicionadas no frigorifico a uma

temperatura de cerca de 4° C.

Terci & Rossi (2002) discutiram as variacfes de cor observadas com a obtengéo
de indicadores de pH a partir de extratos de plantas. Os referidos autores utilizaram
varias espécies entre as quais amora e uvas. Os extratos foram preparados por
maceracao da fruta em etanol. Posteriormente os extratos foram filtrados e obtiveram as
solugdes indicadoras de pH. Para o estudo de preparacdo de papel indicador de pH,
procederam a imersdo de tiras de papel de filtro qualitativo de 0,3 x 4,0 cm em cada um
dos extratos. De seguida foram deixados secar ao ar durante aproximadamente 1h. Para
avaliar a adequacgdo dos extratos como indicadores de pH, foram utilizados solucdes
tamp&o com pH que variavam de 1 a 14.

Okumura et al (2002) reportaram a identificacdo de pigmentos naturais por

cromatografia em papel. Os extratos das flores foram preparados por imersdao de
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pequenas quantidades de tecido vegetal em solucdo etanodlica de HCI a 1%, num tubo de
ensaio mantido a 80°C durante cerca de 40 minutos. De seguida realizaram a
cromatografia em papel e como fase movel utilizaram o eluente conhecido como BAW,

uma solucédo de butanol, acido acético e agua na proporcgéo de 4:1:5 (V/v).

Couto et al (1998) estudaram a aplicacdo de pigmentos de flores no ensino da
Quimica. Prepararam os extratos de flores por imersdo em etanol. De seguida
eliminaram o solvente com um evaporador rotativo, sob vacuo e a temperatura méaxima
de 40°C. Este extrato foi utilizado na obtencdo dos espetros de absor¢cdo molecular,

verificacdo da Lei de Lambert-Beer e como indicador de acido-base.

Mihalick & Donnelly (2007) apresentaram um estudo voltado para a educacéo,

onde descrevem o tingimento de tecidos a partir de pigmentos de vegetais.

3.6.2 Resultados das atividades com pigmentos hidrossoluveis

3.6.2.1 Preparagdo de “bolas camaledo”

Tendo por base o trabalho de Kanda et al (1995) preparou-se “bolas” de alginato
de sddio com vérios materiais ricos em antocianinas com a finalidade de funcionarem
como possiveis indicadores de pH. Os materiais testados foram extratos de couve roxa,
mirtilos, jarro roxo e ainda vinho verde tinto e a bebida comercial groselha. Para
preparar 0s extratos de couve roxa, ferveu-se em agua quente os tecidos vegetais e
filtrou-se. Os extratos de mirtilos foram preparados por maceracdo em almofariz com
agua, enquanto os extratos de jarro roxo e de folhas verdes foram obtidos por maceracéo
em acetona. Utilizou-se ainda vinho verde tinto e a bebida comercial de groselha na

preparacao das referidas “bolas”.

O processo de preparacdo das “bolas” foi sempre o mesmo, assim preparou-Se
uma solucéo aquosa de alginato de sodio a 2%, a qual se juntou os extratos. Num goblé
colocou-se uma solucdo aquosa de cloreto de célcio a 1% e adicionou-se gota a gota

com pipeta Pasteur a solucdo de alginato de s6dio com o extrato, sempre com agitacdo
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constante. A formagdo das “bolas” foi imediata, filtrou-se com papel de filtrou e lavou-

se as “bolas” com agua antes da sua utilizacao.

Num ensaio prévio testaram-se as “bolas” de jarro roxo. Adicionou-Se uma
“bola” a uma solugdo de acido cloridrico a 1M e outra a uma solu¢do de hidréxido de
sodio 0,02M e registou-se a alteracdo da cor: em acido ficou vermelha e em base ficou

verde.

Para comparar a eficiéncia das bolas camaledo preparadas com as solugdes
originadas que Ihe foram incorporados, foram comparados os resultados obtidos com as

bolas e com as solugdes.

Para testar as solugdes de jarro roxo, colocou-se sucessivamente em tubos de
ensaio as seguintes solugdes: &cido cloridrico 1M, &cido acético 6M, &cido acético
0,1M, solucéo de bicarbonato de sodio a 10%, solucdo saturada de bicarbonato de sodio
e hidroxido de sodio 0,02M. A cada uma das solucdes adicionou-se extrato de jarro

roxo e registou-se a alteracdo da cor.

Para dois conjuntos paralelos de tubos de ensaio transferiu-se as seguintes
solugdes: acido acético 1M, &cido cloridrico 0,1M, hidroxido de soédio 1M, solucéo de
bicarbonato de sodio a 10%, solucdo saturada de bicarbonato de sodio e hidroxido de
sodio 0,02M. A um dos conjuntos acrescentou-se 0s extratos de couve roxa e registou-
se as cores obtidas. Ao outro conjunto foram adicionadas “bolas” e registou-se
novamente as cores obtidas. Realizou-se 0 mesmo procedimento com vinho tinto e

groselha.Com o vinho tinto e com a groselha testou-se apenas as “bolas”.

Foi ainda testado o extrato de mirtilos em solucdo e com bolas. As solugdes
utilizadas foram as seguintes: acido cloridrico 0,1M, &cido acético 1M, &cido acético
0,1M, é&cido acético 0,01M, solucdo de bicarbonato de sdédio a 1%, solucdo de
bicarbonato de sddio a 0,1%, solucdo saturada de bicarbonato de sodio e hidroxido de
sodio 1M.

Repetiu-se a atividade com a couve roxa usando as seguintes solucgdes: acido
cloridrico 0,1M, solucdo de bicarbonato de sodio a 0,1%, solucdo de bicarbonato de

sodio a 1%, solucéo saturada de bicarbonato de sédio e hidroxido de sodio 1M.
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Com estas atividades verificou-se que as “bolas” de alginato preparadas com
couve roxa, vinho e mirtilos podem constituir uma forma diferente e interessante do
ponto de vista didatico, de usar os indicadores naturais de pH. Como um dos objetivos
deste estudo era utilizar materiais do quotidiano, realizou-se novamente 0s
procedimentos anteriores, mas as solucdes de acidos e bases foram substituidas por

vinagre, limpa vidros, lixivia e solu¢do de agua e sab&o.

Fig26 - Atividades com “bolas camaledo”

“Bolas” de mirtilos “Bolas” de couve roxa

“Bolas” de groselha “Bolas” de vinho
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Solugdes acidas e basicas apds adicao de “Bolas” de Solugdes acidas e basicas apds adi¢do de extrato de

couve roxa

couve roxa

A- Acido acético 1M; B- Acido cloridrico 0,1M; C- Hidréxido de sédio 1M; D- Bicarbonato de sédio a 10%; E-
Solugéo saturada de bicarbonato de sédio; F- Hidréxido de sédio 0,02M

Solugdes acidas e béasicas apds adicao de extrato de Solugdes acidas e basicas apds adi¢do de extrato de
Couve roxa COuve roxa

A-Acido cloridrico 0,1M; B- Bicarbonato de sodio

0,1%; C- Bicarbonato de s6dio 0,1%; D- Solugéo A- V‘”g‘{lfe; B — Limpa vidros C — Lixivia; D- Agua
com sabdo

saturada de bicarbonato de sédio; E- Hidréxido de sédio

M

Adicéio de “bolas” de couve roxa Solugdes acidas e bésicas apds adi¢do de “Bolas” de

i groselha

A —Vinagre; B - Limpa vidros; C —agua com
sabdo A- Acido acético 1M; B- Acido cloridrico 0,1M; C-

Hidréxido de sédio 1M; D- Bicarbonato de sédio a

10%; E- Solucdo saturada de bicarbonato de sodio; F-
Hidréxido de sédio 0,02M

81



Adicao de “bolas” de jarro roxo a solucio Solucdes acidas e basicas apds adig¢do de extrato de jarro
Acida e basica roxo

Solugéo Solucéo A- Acido cloridrico 1M; B- Acido acético 6M; C-

acida basica o " . . .
Acido acético 0,1M; D- Bicarbonato de sddio a
10%; E- Solugdo saturada de bicarbonato de
sodio; F- Hidrdxido de sédio 0,02M

Adicao de “bolas” de vinho

A- Acido acético 1M; B- Acido cloridrico 0,1M; C-
Hidroxido de s6dio 1M; D- Bicarbonato de s6dio a 10%;
E- Solucdo saturada de bicarbonato de sédio; F-
Hidroxido de sodio 0,02M

3.6.2.2 Tingimento de tecidos

Mihalick, J. & Donnelly, K. (2007) apresentaram um artigo com propostas de
atividades para o tingimento de tecidos recorrendo as cores dos vegetais. Assim, tendo
por base este estudo, realizou-se o tingimento de tecidos de algoddo e fibras sintéticas
com pétalas vermelhas de rosas. Num recipiente de aluminio colocou-se agua, um
comprimido de Kompensan e as pétalas de rosas, deixou-se ferver em lume brando
durante 25 minutos em recipiente tapado. Ao fim deste tempo adicionou-se os tecidos e

deixou-se ferver mais 25 minutos. Repetiu-se a atividade mais duas vezes: um ensaio na
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presenca de um prego com ferrugem e num recipiente de indx e outro ensaio s6 com 0s

vegetais, os tecidos e recipiente de inox.

Fig27 - Atividades com tingimento de tecidos

Tecidos de algoddo tingidos com pétalas de rosas

Tecido de algodo ficou tingido de rosa; Tecido de algoddo ficou tingido de rosa

Tecido de fibra permaneceu branco

Recipiente com prego com ferrugem Pétalas de rosa

v

3.6.3 Discussao dos resultados das atividades com pigmentos hidrossoliveis

Relativamente a utilizagdo das “bolas” como indicadores de pH, as que
possibilitaram a obtencdo de melhores resultados foram as de couve roxa, mirtilos e
vinho. As de jarro roxo ficaram vermelhas em contacto com a solucéo 4cida e verde na

solucdo basica, no entanto apresentaram difuséo da cor.
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A solucdo de couve roxa foi a que permitiu a obtencdo de melhores resultados
como indicador de pH, tanto em solugdo como em “bolas”. A solugdo de couve roxa em
meio fortemente &cido, com pH=1, adquiriu a cor vermelho intenso, em meio
fortemente basico, com pH=14 adquiriu a cor verde escuro que ao fim de alguns
minutos passou para amarelo. Assim a medida que o pH aumenta os azuis passam a dar
lugar aos verdes (azul + amarelo). Com as “bolas” de couve roxa obteve-se resultados
similares aos da solucéo, no entanto esta permitiu visualizar melhor a mudanca de cor.
Estes resultados vdo ao encontro de algumas investigacGes sobre a estabilidade das
antocianinas e varia¢do de cor com o pH, que permitiram verificar que as mudancas de
cor destes compostos € mais significativa na regido alcalina devido a sua instabilidade
(Castaneda-Ovando et al,2009).

Quanto as “bolas” de vinho estas apresentaram cor vermelha em meio 4cido, em
meio fortemente basico, pH=14 tém cor verde que ao fim de alguns minutos passou a
amarelo. Em solugbes com pH entre os 12,2 2 12,5 apresentam cor azul e a pH= 11,3

observou-se cor verde

Em relagdo a solucdo e as “bolas” de mirtilos estas adquirem cor vermelho
intenso a pH=1, a pH=2 a cor é vermelha e a pH = 3 rosa. Na regido basica a pH=11 a
cor é cinzento, a pH compreendido entre os 12 e 12,5 é verde escuro e a pH=14 ¢

castanho.

Na atividade em que se utilizou a solucdo de couve roxa em solugbes basicas
com pH préximo (pH=11,2, 11,7 e 12,5) ndo se conseguiu distinguir convenientemente

a cor azul da verde.

Quando se adicionou extrato e “bolas” de couve roxa ao vinagre obervou-se
viragem para a cor vermelha, na solucdo de limpa vidros viragem para verde, na lixivia

viragem para amarela e na &gua com sab&o viragem para azul.

Do exposto pode concluir-se que as “bolas” de solu¢des de antocianinas podem
funcionar como indicadores de pH pois permitem distinguir solucdes acidas das bésicas
e ainda identificar solucbes fortemente &cidas e solugdes fortemente basicas. Nas
solugdes com pH proximo de 1 ficam com uma coloracdo vermelho intenso, em meio
moderadamente &cido adquirem tons entre o vermelho claro e o rosa. Nas solucfes

moderadamente béasicas obtem-se cores entre o azul e verde e no extremo de pH,

84



préximo de 14, adquirem a cor amarela. As ligeiras diferencas de cores entre 0s varios
extratos das antocianinas, para um mesmo valor de pH, podem ser atribuidas ao
fendmeno de associagdo entre as cores, que é influenciado pela quantidade e pelo tipo

de antocianinas presentes nos extratos.

Quando se deseja medir o pH de materiais coloridos estas solu¢es tornam-se
inadequadas devido a dissimulacdo das cores. Relativamente a aplicagdes didaticas, o
custo e a dificuldade de aquisicdo podem inviabilizar a utilizacdo de indicadores
comerciais. Assim, a facilidade de preparacdo de extratos de antocianinas tem sido
utilizada em substituicdo de outros indicadores mais dispendiosos quando se pretende
apenas diferenciar solugdes acidas de bésicas. A incorporacdo destes extratos em
“bolas” de alginato, além de atrair ainda mais a atencdo dos estudantes, pode oferecer a
vantagem de ndo contaminar o meio a analisar, se a “bola” for removida imediatamente

apos observacao da viragem.

De facto, verificou-se que as solugdes alcalinas de bicarbonato de sédio e de
hidréxido de sodio dissolveram as “bolas” ao fim de aproximadamente 5 minutos. O
alginato de sddio é um sal de sodio do acido alginico que é soltivel em agua. Na reacédo
quimica de formagdo das “bolas” o alginato de sodio reage com o cloreto de calcio e
formam-se as “bolas” constituidas por alginato de calcio que ¢é insolivel em agua.
Quando se junta as solu¢des de bicarbonato de sddio e hidroxido de soédio, as “bolas”
reagem com estas solucdes e volta a formar-se o alginato de sédio que é soltvel em

agua, dai a dissolucao das “bolas”.

Nas atividades que envolveram o tingimento de tecidos, s6 ocorreu tingimento
apreciavel nos tecidos de algoddo. Verificou-se que com pigmentos de petalas
vermelhas, as cores destes tecidos apresentaram uma cor mais intensa e duradoura nos
casos em que aos banhos de tingimento se adicionou i6es metalicos, aluminio (presente
nos comprimidos de Kompensan) e ferro (presente nos pregos com ferrugem). Os
resultados desta atividade comprovam que a estabilidade das antocianinas a perda de cor
é potenciada pela presenca de ides metélicos. Esse aumento de estabilidade € atribuido a
copigmentacdo, ou Seja, a associa¢do entre a antocianina e o metal (Marco & Poppi,
2008). A adicdo de ides metélicos aos banhos de tingimento potencia as ligagdes dos
pigmentos do banho, pois aumenta o nimero de interacdes ido-dipolo com as fibras e as

moléculas dos pigmentos (Mihalick & Donnelly, 2007).

85



As fibras sintéticas, sendo moléculas mais apolares que o algoddo apresentam

mais dificuldade em ligar-se as antocianinas que sdo moléculas polares.

Quando se adiciona o tecido de algoddo ao banho com a solucgdo de tingimento,
0s pigmentos ligam-se ao tecido através de forcas intermoleculares. O algodao é
composto por fibras de celulose. A estrutura da celulose é formada pela unido de
moléculas de D-glucose através de ligaces glicosidicas B-1,4. As antocianinas, ricas
em grupos OH, ligam-se facilmente as fibras de celulose através de ligagdes de
hidrogénio com os grupos OH das unidades de glucose e, por isso, desenvolvem cores
mais intensas que as fibras sintéticas. Os compostos metalicos que se adicionam ao
banho formam ligacGes adicionais entre o corante e as fibras. Quando ao banho de
tingimento se adicionou um comprimido de kompensan, este como tem na sua
composicdo hidroxido de aluminio, tornou o meio alcalino, e por isso, os tecidos
apresentaram a cor verde. Quando se realizou o tingimento com as pétalas e o prego
com ferrugem, os tecidos apresentaram uma cor rosa, em relacdo ao tingimento s6 com

as pétalas em utensilio de inox, verificou-se que os tecidos apresentaram uma cor ténue.

OH
OH

©)
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OH

Fig28 - Estrutura da antocianidina cianidina

Fig29 -Estrutura do catido flavilio
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Tabela 3.7- Solucgdes acidas e basicas com o pH respetivo

Solucdes acidas e basicas pH
Solucéo de acido cloridrico 1M 1
Solucgdo de acido acético 1M 2.4
Solugdo de acido acético 0.1M 2.9
Solucéo de acido acético 0.01M 3.4
Solucéo de bicarbonato de sodio a 0,1% 11.2
Solucéo de hidroxido de sodio 0,02M 11.3
Solucéo de bicarbonato de sodio a 1% 11.7
Solucéo de bicarbonato de sodio a 10% 12.2
Solucéo saturada de bicarbonato de sodio 125
Solucéo de hidroxido de sodio 1M 14
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CAPITULO IV

PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Introducgéo

Neste capitulo procede-se a descricdo da parte experimental que sustenta o

estudo realizado. O capitulo é, assim, constituido por quatro subcapitulos.

No primeiro subcapitulo (4.1) descreve-se como o presente capitulo se encontra
estruturado. No segundo subcapitulo (4.2) sdo apresentadas as atividades referentes ao
subcapitulo 3.4 do capitulo 3, nomeadamente: preparacdo de extratos e empacotamento
da coluna (4.2.1), preparacdo dos extratos (4.2.1.1), empacotamento da coluna e
aplicacdo da amostra (4.2.1.2); coluna de bicarbonato de sodio (4.2.2); coluna de areia /
acucar (4.2.3); coluna de farinha de milho amarela / branca (4.2.4); coluna de amido de
milho comercial (4.2.5), coluna de fécula de batata (4.2.6) e preparacdo da
cromatografia em papel (4.2.7). O terceiro subcapitulo (4.3) descreve as atividades do
subcapitulo 3.5 do capitulo 3, especificamente: material e reagentes utilizados (4.3.1);
maceracdo dos alimentos na mistura acetona / éter de petréleo 1:1 (4.3.2), maceracao
dos alimentos antecedida de desidratacdo em etanol a 99% (4.3.3), cromatografia em
papel dos carotenoides (4.3.4), separacdo dos pigmentos da polpa de tomate por
cromatografia em coluna (4.3.5). O quarto subcapitulo (4.4) aborda as atividades
referentes ao capitulo 3, ponto 3.6, nomeadamente: material e reagentes (4.4.1),
preparacdo de “bolas” de alginato de sodio (4.4.2) e tingimento de tecidos com

pigmentos vegetais (4.4.3).
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4.2 Atividades referentes ao Capitulo 3, ponto 3.4

4.2.1 Preparacao dos extratos e empacotamento da coluna

Os tecidos vegetais utilizados foram os seguintes: folhas de alface roxa, folhas
de uma planta verde e vermelha e folhas verdes (espinafres, relva e ervas daninhas). Os
solventes utilizados foram éter de petroleo 40-60° acetona e etanol. Os adsorventes
usados foram bicarbonato de sddio, farinhas de milho, amido de milho e amido de
batata, que foram adquiridos em supermercados. Os suportes usados para enchimento da
coluna foram seringas descartaveis de 5mL e 20mL, adquiridas em farmacias.

4.2.1.1 Preparacao dos extratos

Os extratos liquidos das folhas foram preparados de acordo com os seguintes

procedimentos.

Trituracdo e maceracdo: Cerca de 129 de folhas foram trituradas em almofariz e,
seguidamente, foram submetidas a maceracdo em 40 mL de acetona durante 15 minutos,
mantendo o material tapado com folha de aluminio a temperatura ambiente. Os

diferentes tratamentos desta mistura deram origem a cinco tipos de extratos:

Extrato bruto liquido: com auxilo de uma Pipeta Pasteur recolheu-se o liquido

sobrenadante da mistura resultante da maceracdo do processo anterior para aplicagéo

direta na coluna.

Extrato bruto liquido anidro: A solugéo resultante da maceracgéo foi filtrada com a ajuda

de funil e algodao para um goblé ao qual se acrescentou duas espatulas de sulfato de
sodio anidro ou sal da cozinha vulgar e deixou-se em repouso cerca de 10 minutos. O

liquido sobrenadante foi decantado ou filtrado através de um filtro de pregas.

Extrato organico liguido anidro: Apds maceracdo adicionou-se 20mL de agua a mistura

e deixou-se repousar 10 minutos. A solucdo resultante foi transferida para um funil de
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extracdo, adicionou-se 30mL de éter de petréleo e agitou-se. Deixou-se repousar e
separou-se a fase organica (superior) da fase aquosa (inferior). A fase aquosa que
apresentava uma cor castanha, juntou-se cerca de 3mL de vinagre (ou HCI 1M) e a
mudanca de cor para vermelho comprovou a presenca de antocianinas. A fase organica
foi transferida para um goblé, ao qual se acrescentou duas espatulas de sulfato de sodio
anidro. Ap6s 10 minutos de repouso o liquido foi filtrado através de um filtro de pregas
adaptado a um funil e o filtrado foi acondicionado em frasco de amostras de vidro, que

foi coberto com folha de aluminio e conservado no congelador.

Extrato bruto sélido anidro: Para a obtencdo do extrato soélido, colocou-se duas

espéatulas de um solido adsorvente (amido de milho, fécula de batata ou bicarbonato de
s0dio) numa placa de petri ou vidro de relogio e adicionou-se o extrato bruto liquido
anidro. Deixou-se a mistura secar ao ar até evaporar toda a acetona (aproximadamente 5

minutos).

Extrato organico sélido anidro: Para a obtencao deste extrato, colocou-se duas espatulas

de um sdlido adsorvente (amido de milho, fécula de batata ou bicarbonato de sddio)
numa placa de petri ou vidro de reldgio e adicionou-se o extrato organico liquido
anidro. Deixou-se a mistura secar ao ar até evaporar toda a acetona (aproximadamente 5

minutos).

4.2.1.2 Empacotamento da coluna e aplicacdo da amostra

Para o empacotamento da coluna colocou-se em primeiro lugar um bocado de
algodao na extremidade da mesma, com a espessura de aproximadamente 0,5 cm. De
seguida acrescentou-se uma espatula de areia, a fase sdlida e novamente uma espétula
de areia. O adsorvente foi adicionado lentamente a coluna fixada na posicao vertical até
cerca de trés quartos, de modo a obter uma compactacao uniforme. Antes da introducéo
da amostra passou-se éter de petroleo através da coluna e, quando o nivel do eluente
atingiu a fase estacionaria, foi aplicada cuidadosamente a amostra no topo da coluna
com a ajuda de uma Pipeta Pasteur ou um conta gotas, sempre que se utilizou um

extrato liquido, ou com o auxilio de uma espéatula no caso do extrato solido. Quando a
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amostra penetrou na fase estacionaria, o eluente foi adicionado cuidadosa e

continuamente sem deixar que o nivel de solvente descesse abaixo do nivel da coluna.

4.2.2 Coluna de bicarbonato de sédio

Método A - extrato bruto liquido (enchimento a seco da coluna): As folhas de alface

roxa foram trituradas e maceradas de acordo com o procedimento descrito no ponto
4.2.1.1. Preparou-se uma coluna de bicarbonato de sddio de acordo com o procedimento
do ponto 4.2.1.2. Utilizou-se como suporte, uma seringa de 5mL e colocou-se 0 extrato
bruto liquido, tendo-se dado inicio a eluicdo com éter de petrdleo. Com este solvente
deslocou-se uma banda verde. Quando esta banda saiu utilizou-se acetona como eluente
que arrastou uma banda de cor verde claro, com o etanol a 96% nédo se verificou
deslocamento de bandas e, por Gltimo para eluir a banda castanha, que se encontrava no
topo da coluna, utilizou-se uma solucdo saturada de bicarbonato de soédio. Os
procedimentos foram reproduzidos com folhas de uma planta verde e vermelha. Com
éter de petroleo deslocou-se uma banda verde intenso, seguida de outra verde. Com a
mistura acetona / éter de petroleo 10:90, ndo foi possivel arrastar este ultimo verde,
tendo sido necessario utilizar a mistura acetona / éter de petroleo 25:75. Por Gltimo para
retirar outros verdes que permaneceram na coluna, utilizou-se o etanol a 99% e com a
solucdo saturada de bicarbonato de sddio conseguiu-se arrastar a banda castanha que se

encontrava no topo da coluna.

Método B - extrato bruto liguido (enchimento a hdmido da coluna): As folhas de

espinafres congelados foram trituradas e maceradas de acordo com o procedimento
descrito no ponto 4.2.1.1 Para efetuar o enchimento da coluna a humido, preparou-se
uma suspensdo de bicarbonato de sdédio em éter de petroleo que foi colocada
rapidamente numa coluna de cromatografia (20cm de altura e 2cm de didmetro) até ao
nivel do adsorvente atingir trés quartos da altura da coluna. Posteriormente adicionou-se
0 extrato bruto liquido e iniciou-se a eluigdo com éter de petroleo, tendo-se deslocado
uma banda de cor verde. Uma vez recolhida esta fragdo eluiu-se a coluna com acetona
que arrastou uma banda verde claro e, por fim com o etanol a 96% néo se conseguiu

separar nenhuma banda.
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Método C (extrato bruto liquido anidro): As folhas de uma planta verde e vermelha

foram maceradas e trituradas de acordo com o descrito no ponto 4.2.1.1 O suporte da
coluna foi uma seringa de 20mL e o seu empacotamento foi efetuado como descrito no
ponto 4.2.1.2. De seguida adicionou-se o extrato bruto liquido anidro e deu-se inicio a
eluicdo com éter de petroleo, que separou uma banda verde intenso, continuou-se a
eluicdo com a mistura de solventes acetona / éter de petréleo 25:75 e separou-se uma
banda verde, quando esta foi recolhida, utilizou-se como eluente o etanol a 99% para
arrastar os pigmentos verdes que permaneciam na coluna e com a solucéo saturada de
bicarbonato de sodio conseguiu-se arrastar a banda castanha que se encontrava no topo

da coluna.

Método D (extrato bruto sélido anidro preparado com bicarbonato de s6dio): As folhas

de uma planta verde e vermelha foram maceradas e trituradas de acordo com o descrito
no ponto 4.2.1.1. O suporte da coluna foi uma seringa de 20mL e 0 seu empacotamento
foi efetuado como descrito no ponto 4.2.1.2. De seguida adicionou-se 0 extrato bruto
solido anidro e deu-se inicio a eluicdo com éter de petroleo, que separou uma banda
verde amarelado, continuou-se a eluicdo com a mistura de solventes acetona / éter de
petréleo 25:75 e separou-se uma banda verde, quando esta foi recolhida, passou-se
etanol a 99% para retirar 0s outros pigmentos verdes que ficaram na coluna e com a
solucdo saturada de bicarbonato de sddio conseguiu-se arrastar a banda castanha que se

encontrava no topo da coluna.

Método E (extrato bruto sélido anidro preparado com fécula): os procedimentos foram

reproduzidos com os mesmos eluentes, com o éter de petréleo separou-se uma banda
amarela que foi recolhida. Eluiu-se entdo com a mistura acetona / éter de petréleo 10:90,
que arrastou uma banda verde, com a mistura acetona / éter de petréleo 25:75 separou-
se uma banda verde, seguiu-se o etanol a 99% que arrastou outra banda verde e com a
solucéo saturada de bicarbonato de sddio conseguiu-se arrastar a banda castanha que se

encontrava no topo da coluna.

Método D (extrato orgéanico sélido anidro): As folhas de uma planta verde e vermelha

foram maceradas e trituradas de acordo com o descrito no ponto 4.2.1.1. O suporte da
coluna foi uma seringa de 20mL e o seu empacotamento foi efetuado como descrito no
ponto 4.2.1.2. De seguida adicionou-se o extrato organico solido anidro e deu-se inicio a

eluicdo com éter de petréleo, que separou uma banda verde amarela, continuou-se a
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eluicdo com a mistura de solventes acetona / éter de petroleo 10:90, que separou uma

banda verde.

4.2.3 Coluna de areia / agucar

Método A (extrato bruto liguido): As folhas de alface roxa foram trituradas e maceradas

de acordo com o procedimento descrito no ponto 4.2.1.1. Preparou-se uma coluna de
areia e outra de aglcar granulado de acordo com o procedimento do ponto 4.2.1.2.
Utilizou-se como suporte, uma seringa de 5mL. Apds a adicdo do mesmo extrato nas
duas colunas iniciou-se a eluicdo com éter de petréleo que arrastou uma banda verde
intenso e com acetona separou-se uma banda verde e finalmente com o etanol a 96%
ndo se obteve qualquer separacdo. A eluicdo dos pigmentos foi demasiado rapida, ndo

permitindo uma separacéo nitida entre as faixas coloridas.

Método B (extrato bruto solido anidro, preparado com fécula de batata): As folhas de

uma planta verde e vermelha foram maceradas e trituradas de acordo com o descrito no
ponto 4.2.1.1. O suporte da coluna foi uma seringa de 20mL e o seu empacotamento foi
efetuado como descrito no ponto 4.2.1.2 com aglcar em p6. De seguida adicionou-se 0
extrato bruto sélido anidro e deu-se inicio a eluicdo com éter de petrdleo, que separou
uma banda amarela, continuou-se a eluicdo com a mistura acetona / éter de petrdleo
10:90, que arrastou uma banda verde amarelado, prosseguiu-se com a mistura acetona /

éter de petroleo 25 : 75 que arrastou a banda verde.

4.2.4 Coluna de farinha de milho amarela /branca

Método A (extrato bruto liquido): Preparou-se uma seringa de 20mL com farinha de

milho amarela. O extrato de folhas de uma planta verde e vermelha foi preparado como
descrito anteriormente. Iniciou-se a eluicdo com éter de petréleo que arrastou os
pigmentos amarelos da amostra e também da farinha. Quando saiu toda a fragdo amarela
¢ que o extrato liquido foi aplicado. Continuou a utilizar-se o0 mesmo solvente e

separou-se uma banda de cor verde intenso e outra verde. Quando estas fragcdes foram
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recolhidas passou a eluir-se a coluna com acetona mas ndo se obteve nenhuma fracao

colorida.

Realizou-se novamente a atividade, com o0 adsorvente anterior e também com a
farinha de milho branca. O extrato foi preparado como descrito nos pontos anteriores,
mas com folhas de planta verde e vermelha. Os procedimentos foram reproduzidos, mas

eluicdo decorreu de um modo muito lento, o que inviabilizou a sua realizag&o.

4.2.5 Coluna de amido de milho comercial

Método A (extrato orgénico liquido anidro): Preparou-se uma seringa de 20mL como

descrito nos pontos anteriores. A amostra foi obtida a partir de folhas de uma planta
verde e vermelha. Adicionou-se o extrato liquido purificado por extracdo. Iniciou-se a
eluicdo com éter de petroleo que arrastou com muita dificuldade a banda amarela, para
conseguir separar-se esta banda prosseguiu-se com a mistura de solventes acetona / éter
de petr6leo 10:90. Quando se recolheu esta fracdo utilizou-se a mistura de solventes
acetona / éter de petrdleo 25:75 que separou uma banda verde intenso, seguida de uma
verde. Por fim, recorreu-se ao etanol a 99% mas ndo se verificou a separa¢do nenhuma

banda colorida.

Método B (extrato bruto sélido anidro): Os procedimentos foram reproduzidos com o

mesmo adsorvente como fase estacionaria. Apenas se alterou a aplicacdo do extrato na
coluna. Os eluentes foram os mesmos do método B e os resultados obtidos também

foram comparaveis.

Método C (extrato bruto sélido anidro, preparado com fécula de batata): Os

procedimentos foram reproduzidos com o mesmo adsorvente como fase estacionaria.
Apenas se alterou a aplica¢do do extrato na coluna. Deu-se inicio a eluicdo com éter de
petroleo, que separou uma banda amarela, recolheu-se esta fracdo e continuou-se a
eluicdo com a mistura acetona / éter de petroleo 10:90, que arrastou uma banda verde
amarelada, prosseguiu-se com a mistura acetona / éter de petréleo 25 : 75 que arrastou

uma banda da verde.
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4.2.6 Coluna de fécula de batata

Método A (extrato bruto sélido anidro): A amostra foi obtida a partir de folhas de uma

planta verde e vermelha. Efetuou-se o empacotamento de uma seringa de 20 mL com
fécula de batata, como descrito nos procedimentos anteriores. Aplicou-se
cuidadosamente no topo da coluna uma amostra de extrato bruto solido anidro. A
eluicdo com o éter de petréleo arrastou os pigmentos amarelos, e uma mistura de
acetona / éter de petroleo 10:90 separou uma faixa amarelo escuro, seguida de uma
verde. Uma vez recolhida esta fracdo, eluiu-se a coluna com uma mistura acetona / éter
de petroleo 25:75 que arrastou uma banda verde, prosseguiu-se com etanol a 99% que

arrastou outra banda verde, seguida de uma castanha.

4.2.7 Preparacdo da cromatografia em papel

O papel de cromatografia utilizado foi da marca Whatman. As amostras foram
aplicadas com um capilar a cerca de 1,5cm das extremidades do papel com
aproximadamente 5cm de largura por 10cm de altura. Num goblé com capacidade de
250mL colocou-se aproximadamente 15mL da fase mdvel e mergulhou-se o papel até
cerca de 0,3-0,5cm da extremidade préxima da amostra. O sistema foi tapado com um

vidro de reldgio até a fase movel percorrer cerca de 8cm do papel.

4.3 Atividades referentes ao Capitulo 3, ponto 3.5

4.3.1 Material e reagentes

Os tecidos vegetais utilizados foram os seguintes: pimento vermelho, cenoura,
polpa de tomate e pimentdo seco moido, foram adquiridos no supermercado. A seringa
de 20mL foi comprada na farmécia, a fécula de batata usada como adsorvente e o sal de

cozinha foram adquiridos no supermercado. Os solventes usados foram éter de petréleo
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40-60°, acetona, etanol. O papel de cromatografia utilizado foi da marca Whatman. Para

as solugdes preparadas em meio aquoso, foi sempre usada dgua destilada.

4.3.2 Maceragéo dos alimentos na mistura acetona /éter de petroleol:1

Num almofariz colocou-se separadamente o pimento vermelho, a cenoura
raspada e polpa de tomate, cortados aos bocados e triturou-se. Juntou-se a mistura
acetona / éter de petroleo 1:1 e deixou-se macerar. De seguida filtrou-se com a ajuda de
papel de filtro e funil para um funil de separacdo. Acrescentou-se a mistura acetona /
éter de petroleo 1:1 e solucdo saturada de dgua com sal, agitou-se e quando as fases se
separaram, desprezou-se a fase aquosa (inferior) e a fase organica juntou-se agua.
Agitou-se e desprezou-se novamente a fase aquosa, a fase orgéanica juntou-se sal de

cozinha e reservou-se.

4.3.3 Maceracao dos alimentos antecedida de desidratacdo em etanol a 99%

Triturou-se e macerou-se a cenoura raspada em etanol a 99%. De seguida
efetuou-se uma filtracdo com funil e papel de filtro. O filtrado foi desprezado e o
residuo voltou novamente ao almofariz e macerou-se novamente com etanol. Filtrou-se
de novo e o residuo voltou para o almofariz e macerou-se com a mistura acetona / éter
de petrdleo 1:1. Filtrou-se com a ajuda de papel de filtro para um funil de separacéo,
acrescentou-se éter de petrdleo e solucdo saturada de agua com sal de cozinha. Agitou-
se, desprezou-se a fase aquosa e a fase organica acrescentou-se uma espatula de sal de

cozinha e reservou-se.

O pimento vermelho foi triturado e macerado em etanol a 99%. Seguidamente
filtrou-se com a ajuda de papel de filtro e funil, para um copo. O residuo voltou ao
almofariz e macerou-se novamente em etanol. Filtrou-se de novo, rejeitou-se o filtrado e
o residuo foi macerado com a mistura acetona / éter de petroleo 1:1. Filtrou-se para um

funil de separacdo e o residuo voltou ao almofariz onde foi macerado éter de petroleo.
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Realizou-se nova filtracdo para o funil de separacdo combinando os filtrados e
juntou-se solucéo saturada de agua com sal de cozinha. Agitou-se, desprezou-se a fase
aquosa, e a fase organica isolada acrescentou-se uma espéatula de sal de cozinha e

reservou-se.

4.3.4 Cromatografia em papel dos carotenoides

Prepararam-se varias cdmaras de cromatografia com eluentes diferentes. Assim,
para goblés com capacidade de 250mL adicionou-se separadamente 10mL dos seguintes
eluentes mistura acetona / éter de petréleo 10:90, etanol a 99% e mistura acetona /
etanol 1:1. O papel de cromatografia utilizado foi da marca Whatman. As amostras
foram aplicadas com um capilar a cerca de 1,5cm das extremidades do papel com
aproximadamente 5cm de largura por 10cm de altura. No mesmo papel fez-se duas
aplicacdes, a amostra de extrato obtido por maceracdo direta na mistura acetona / éter de
petréleo 1:1 e o extrato submetido a desidratacdo prévia em etanol a 99% das trés
fontes: cenoura, polpa de tomate e pimento vermelho. Colocou-se um papel de
cromatografia com as amostras de cenoura num goblé com etanol a 99%, outro num
goblé com a mistura acetona / etanol 1:1 e outro huma mistura acetona / éter de petrdleo
10:90, em ambos os casos obteve-se uma mancha amarela facilmente arrastada em
todos os solventes. Quanto ao pimento vermelho utilizou-se os mesmos eluentes da
cenoura e ainda a mistura acetona / éter de petréleo 10:90, mas s6 a Gltima mistura
permitiu a separacdo dos componentes das amostras (nos outros eluentes 0s
componentes sofreram arrastamento comparavel e as manchas ficaram sobrepostas
proximas da frente dos solventes). Em relacdo a polpa de tomate os eluentes utilizados
foram os mesmos da cenoura; com a mistura acetona / éter de petroleo 10:90 os
componentes apresentaram arrastamento semelhante na frente dos solventes e as
manchas ficaram praticamente sobrepostas, mas em etanol e na mistura acetona / etanol
1:1 obteve-se uma mancha amarela atribuida ao caroteno proxima da frente do solvente
e uma mancha vermelha (atribuida ao licopeno) ficou retida junto do ponto de
aplicagdo. Adicionalmente, testou-se o éter de petroleo puro mas os resultados foram
compardveis aos obtidos com a mistura acetona / éter de petrdleo 10:90 Ainda se

realizou um estudo comparativo entre o pimento vermelho e o pimentdo seco moido.
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Num papel de cromatografia aplicou-se a amostra de pimento vermelho preparado por
desidratacdo prévia em etanol e a amostra de pimentdo seco moido macerado na mistura
acetona / éter de petrdleo 1:1, o eluente escolhido foi a mistura acetona / éter de petréleo
10:90. Mergulhou-se os papeis até cerca de 0,3-0,5cm da extremidade proxima da
amostra. Os sistemas foram tapados com um vidro de reldgio até a fase mével percorrer
cerca de 8cm do papel. As manchas apresentaram uma separacdo razodavel,

evidenciando-se difrencas nos dois cromatogramas.

4.3.5 Separacao dos pigmentos da polpa de tomate por cromatografia em coluna

Efetuou-se o empacotamento de uma seringa de 20 mL com fécula de batata
como descrito no ponto 4.2.1.2 deste capitulo e acrescentou-se a amostra (fase organica
preparada no ponto 4.3.2), a qual se adicionou um pouco de fécula de batata e deixou-se
evaporar o solvente para preparar um extrato sélido . Seguiu-se a eluicdo com o éter de
petrleo para separar 0s pigmentos do tomate, primeiro saiu a fragdo amarela seguida de

uma laranja.

4.4 Atividades referentes ao Capitulo 3, ponto 3.6

4.4.1 Material e reagentes

Couve roxa, faca, recipiente para ir ao lume, almofariz, jarro roxo, solucéo
aquosa de alginato de sddio a 2%, placa de aquecimento, contagotas, solu¢do aquosa de
cloreto de célcio a 1%, quadrados de tecido de algoddo e de fibras 4cm x 4cm, pétalas
de rosas vermelhas, comprimidos kompensan, ferro com ferrugem, acido cloridrico 1M,
acido acético 6M, &cido acético 0,1M, solucdo de hidrogenocarbonato de sédio a 10%,
solucdo saturada de hidrogenocarbonato de sodio e hidroxido de sddio 0,02M, groselha,

vinho verde tinto, mirtilos, vinagre, limpa vidros e agua com sabéo.

Os tecidos vegetais foram comprados no supermercado e as rosas na florista. Os

reagentes utilizados foram adquiridos das firmas Merck.
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4.4.2 Preparagdo de “bolas” de alginato de sbdio.

Para a preparacdo dos extratos de couve roxa cortou-se cerca de 50g dos tecidos
vegetais para um recipiente e acrescentou-se 250mL de agua, deixou-se ferver durante
aproximadamente 10 minutos em recipiente tapado. Apds este tempo deixou-se
arrefecer e filtrou-se por algoddo. Em relacdo aos extratos de jarro roxo e mirtilos, este
foram preparados por trituracdo e maceracao em almofariz com 20g de tecido vegetal

em 20mL de acetona. Apoés este tempo os extratos foram filtrados por algodéo.

Na preparagdo de “bolas “ utilizou-se 20mL de uma solucdo aquosa de alginato
de sédio a 2% a qual se juntou 30mL dos extratos preparados e agitou-se. Numa placa
de aquecimento ligou-se a agitacdo magnética e colocou-se um goblé com 100mL de
solucdo aquosa de cloreto de calcio a 1%. A esta solucdo adicionou-se gota a gota com
pipeta Pasteur a solucdo de alginato de s6dio com o extrato, sempre com agitacao
constante. A formacao das “bolas” foi imediata, de seguida filtraram-se as “bolas” com

papel de filtro e lavaram-se com agua antes da sua utilizacéo.

Em tubos de ensaio colocou-se sucessivamente 2mL de cada uma das seguintes
solugdes: acido cloridrico 1M, &cido acético 6M, acido acético 0,1M, solucdo de
hidrogenocarbonato de sodio a 10%, solucdo saturada de hidrogenocarbonato de sodio e
hidroxido de sédio 0,02M. A cada uma das solugBes adicionou-se duas “bolas” de jarro

roxo, registou-se a mudanca de cor das “bolas”.

Transferiu-se para tubos de ensaio, 2mL das seguintes solugdes: acido acético
1M, acido cloridrico 0,1M, hidréxido de sddio 1M, solugdo de hidrogenocarbonato de
sodio a 10%, solucdo saturada de hidrogenocarbonato de sodio e hidroxido de sodio
0,02M. De seguida acrescentou-se 1mL das solugOes dos extratos de couve roxa e
registou-se as cores obtidas, voltou-se a repetir a atividade mas substituindo a solucéo
pelas “bolas” e registou-se novamente as cores obtidas. Realizou-se o0 mesmo
procedimento com vinho tinto e groselha.Com o vinho tinto e com a groselha nao se

adicionou aos tubos de ensaio as solugdes, so as “bolas”.

Com os mirtilos, utilizou-se 2mL das seguintes soluc@es: &cido cloridrico 0,1M,
acido acético 1M, acido acetico 0,1M, acido acético 0,01M, solugdo de

hidrogenocarbonato de sodio a 1%, solucdo de hidrogenocarbonato de sodio a 0,1%,
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solucdo saturada de hidrogenocarbonato de sédio e hidréxido de sodio 1M. A cada tubo

de ensaio adicionou-se 1mL de solucédo de extrato de mirtilos.

Quanto a couve roxa realizou-se novamente a atividades mas com as seguintes
solucBes: acido cloridrico 0,1M, solugdo de hidrogenocarbonato de sodio a 0,1%,
solucéo de hidrogenocarbonato de sodio a 1%, solucao saturada de hidrogenocarbonato
de sodio e hidroxido de sédio 1M.

Para trés tubos de ensaio transferiu-se sucessivamente: 2ml de vinagre, 2mL de
limpa vidros amoniacal, 2mL de lixivia e 2mL de agua e sabdo. A cada tubo
acrescentamos 1mL de solucdo de couve roxa. Este procedimento também foi realizado

com “bolas” de couve roxa.

4.4.2 Tingimento de tecidos com pigmentos de vegetais.

Num recipiente colocou-se cerca de 10g de pétalas vermelhas de rosas, 300mL
de agua, um comprimido de Kompensan e deixou-se ferver durante 25 minutos em
recipiente fechado. Ao fim deste tempo acrescentou-se quadrados de tecido de algodao
e fibras com cerca de 4 cm x 4cm e deixou-se ferver cerca de 25 minutos com o
recipiente tapado. Finalmente retirou-se os tecidos e lavou-se com agua. Repetiu-se
duas vezes o procedimento, um com um prego com ferrugem em vez do comprimido e

outro s6 com as pétalas de rosa e os tecidos

100



CAPITULO V

PROPOSTAS DE ATIVIDADES LABORATORIAIS PARA O
ENSINO BASICO E SECUNDARIO

5.1 Introducao

Neste capitulo sdo apresentadas propostas de atividades laboratoriais para o
ensino basico e secundario, tendo por base os estudos realizados no capitulo I1l. No
primeiro subcapitulo (5.1) procede-se a descricdo de como o capitulo se encontra
estruturado. Relativamente ao segundo subcapitulo (5.2), este apresenta propostas de
atividades laboratoriais de cromatografia em coluna, nomeadamente: cromatografia em
coluna de bicarbonato de sédio (5.2.1); cromatografia em coluna de fécula de batata
(5.2.2) e explicacdo das atividades de cromatografia em coluna (5.2.3). No que concerne
ao terceiro subcapitulo (5.3), este refere-se a propostas de atividades laboratoriais com
pigmentos carotenoides, especificamente: isolamento e separagdo dos pigmentos do
pimento vermelho (5.3.1); isolamento e separacdo dos pigmentos do tomate huma polpa
de tomate (5.3.2); isolamento dos pigmentos da cenoura (5.3.3) e explicacdo das
atividades com pigmentos carotenoides (5.3.4). O quarto subcapitlo (5.4) aborda
atividades laboratoriais com pigmentos hidrossollveis onde se realiza a determinagdo
das propriedades quimicas de alguns materiais (5.4.1) e se destacam: “bolas” coloridas
de couve roxa (5.4.1.1), separacdo dos pigmentos flavonoides por extracdo (5.4.1.2),
tingimento de tecidos com vegetais (5.4.1.3) e explicacdo da atividades com pigmentos
hidrossoltves (5.4.1.4).
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5.2  Atividades laboratoriais de cromatografia em coluna

5.2.1 Cromatografia em coluna de bicarbonato de sédio

Objetivos

Separacdo dos pigmentos carotenoides, clorofilas e flavonoides, presentes nas folhas de

plantas verdes e vermelhas e de arvores por cromatografia em coluna.

Materiais e reagentes

Folhas de arvores, arbustos, plantas de interior e jardim, seringa descartavel de 20mL,
algoddo, areia, almofariz, contagotas ou pipeta Pasteur, suporte universal, vidro de
relogio, éter de petréleo, solucdo saturada de bicarbonato de sodio, mistura acetona /
éter de petréleo, 10:90 (v/v), mistura acetona / éter de petroleo, 25:75 (v/v), acetona,

etanol a 96% e sal de cozinha.

Procedimento experimental

1. Utilizar 12g de tecidos vegetais e triturar num almofariz, de seguida acrescentar
40mL de acetona e deixar macerar durante 15 minutos. O material deve ser

mantido tapado com folha de aluminio & temperatura ambiente.

2. Filtrar a solucéo resultante da maceragdo com a ajuda de funil e algod&o para um
goblé, acrescentar duas espatulas de sal de cozinha e deixar repousar cerca de 10

minutos.
3. Filtrar o liquido sobrenadante através de um filtro de pregas. Reservar o filtrado.

4. Para preparar o extrato sélido anidro colocar duas espatulas de bicarbonato de
sodio numa placa de petri ou vidro de relégio e adicionar cerca de 5mL do
filtrado anterior. Deixar a mistura secar ao ar até evaporar toda a acetona (cerca

de 5 minutos).
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10.

11.

12.

13.

Num almofariz triturar o bicarbonato de sodio para desfazer os grumos até ficar

em po solto.

Colocar numa seringa de 20mL um bocado de algoddo na extremidade da
mesma, com a espessura de aproximadamente 0,5cm e acrescentar uma espéatula
de areia. Fixar a coluna na posicdo vertical e adicionar o bicarbonato de sodio
lentamente até cerca de trés quartos, de modo a obter uma compactacao

uniforme e novamente uma espétula de areia.
Colocar por baixo um gobleé.

Passar éter de petroleo e quando o liquido atingir a superficie da coluna colocar

0 extrato sélido preparado no ponto 4.
Continuar a adicionar éter de petréleo até sair a banda amarela.

Utilizar agora a mistura acetona / éter de petréleo, 10:90 até arrastar a banda de

cor verde.

Seguidamente passar etanol a 96%, para arrastar os outros verdes que ficaram na

coluna.

Preparar uma solucdo saturada de bicarbonato de sédio: medir 20mL de &gua
para um goblé e adicionar duas espatulas de bicarbonato de sodio. Agitar com a

ajuda de vareta.

Eluir a coluna com esta solucdo para arrastar a banda castanha que se encontra

no topo da coluna.

14. Adicionar a esta Gltima fracdo 3 gotas de HCI 1:1 (ou vinagre) e observar a

mudanga de cor.
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5.2.2 Cromatografia em coluna de fécula de batata

Objetivos

Separacdo dos pigmentos presentes nas folhas verdes e vermelhos encontrados em

plantas, arbustos e arvores, por cromatografia em coluna.

Materiais e reagentes

Folhas de arvores, arbustos, plantas de interior e jardim, seringa descartavel de 20mL,
algoddo, areia, almofariz, contagotas ou pipeta Pasteur, suporte universal, vidro de
relégio éter de petréleo ou benzina, mistura acetona / éter de petréleo, 10:90 (v/v),
etanol a 90% ou 96%, acetona e sal de cozinha.

Procedimento experimental

1. Utilizar 12g de tecidos vegetais e triturar num almofariz, de seguida acrescentar
40mL de acetona e deixar macerar durante 15 minutos. O material deve ser

mantido tapado com folha de aluminio & temperatura ambiente.

2. Filtrar a solugéo resultante da maceragdo com a ajuda de funil e algod&o para um
goblé, acrescentar duas espatulas de sal de cozinha e deixar repousar cerca de 10

minutos.
3. Filtrar o liquido sobrenadante através de um filtro de pregas. Reservar o filtrado.

4. Para preparar 0 extrato solido anidro colocar duas espatulas de fécula de batata
numa placa de petri ou vidro de reldgio e adicionar cerca de 5mL do filtrado
anterior. Deixar a mistura secar ao ar até evaporar toda a acetona (cerca de 5

minutos).

5. Colocar numa seringa de 20mL um bocado de algoddo na extremidade da
mesma, com a espessura de aproximadamente 0,5cm e acrescentar uma espatula

de areia. Fixar a coluna na posi¢do vertical e adicionar a fécula de batata
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lentamente até cerca de trés quartos, de modo a obter uma compactacdo

uniforme e novamente uma espétula de areia.
6. Colocar por baixo um goblé.

7. Passar éter de petroleo e quando o liquido atingir a superficie da coluna colocar
0 extrato sélido anidro.

8. Continuar a adicionar éter de petréleo até sair a banda amarela.

9. Utilizar agora a mistura acetona / éter de petrdleo, 10:90 até arrastar as bandas

de cor amarelo escuro seguida de uma verde.

10. Seguidamente fazer passar a mistura acetona / éter de petroleo, 25:75 até

recolher outra banda verde.

11. Passar etanol a 96% até arrastar a banda castanha.

5.2.3 Explicacgéo das atividades de cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna foi inicialmente desenvolvida pelo quimico do
petréleo, o americano D. T. Day, em 1900. O botanico M.S. Tswett usou em 1906, as
colunas de adsor¢do nas suas investigacGes de pigmentos de plantas, mas s6 depois de
1930 € que esta técnica foi aproveitada pelos quimicos. A cromatografia em coluna
pode ser utilizada para a separacdo dos pigmentos de produtos naturais e em praticas
normais de laborat6rio. Na cromatografia os constituintes da amostra sdo separados de
acordo com a sua afinidade para a fase solida (fase estacionaria) e para os solventes
(fase movel). Os constituintes que tém mais afinidade para a fase estacionaria séo 0s
ultimos a serem separados e os que tém afinidade para os solventes sdo 0s primeiros.

Os principais pigmentos fotossintéticos sdo as clorofilas, os carotenoides e 0s
flavonoides.

Os carotenoides encontram-se nos cloroplastos e acompanham as clorofilas. Dos
carotenoides fazem parte os carotenos que s@o moléculas apolares e as xantofilas que
sdo moléculas polares. Os carotenoides sdo soliveis em solventes apolares como o éter
de petroleo, sendo a primeira fracdo a sair, tém cor amarela, seguidos pelas xantofilas

também com cor amarela
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As clorofilas apresentam a cor verde, aclorofila b é mais polar e apresenta a cor
verde amarelada, a clorofila a € menos polar e apresenta a cor verde azulada.

A faixa castanha é composta pelos pigmentos flavonoides que séo sollveis em
solventes aquosos, por isso foi necessario recorrer a solucdo saturada de bicarbonato de

s0dio ou ao etanol para 0s conseguir separar.
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5.3 Atividades com pigmentos carotenoides

5.3.1 Isolamento e separacéo dos pigmentos do pimento vermelho

Objetivo

Isolamento dos pigmentos do pimento vermelho e analise por cromatografia em papel.

Reagentes e materiais

Almofariz, balanca, papel de filtro, funil de vidro, funil de separa¢éo de 50mL, proveta,
espétula, vidro de relégio, goblés de 250mL, pipetas Pasteur, acetona, éter de petréleo,

agua, sal de cozinha, etanol a 99% e pimento vermelho.

Procedimento Experimental

1. Num almofariz colocar 10g de pimento vermelho e triturar bem, acrescentar

6mL de acetona e 6mL de éter de petroleo. Deixar macerar durante 10 minutos.

2. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para um funil de separacéo.

3. Acrescentar ao funil de separacdo, 10mL de solucdo saturada de &gua com sal de
cozinha, 5mL éter de petréleo e 5SmL de acetona. Agitar bem e esperar que as

fases se separem, a fase aquosa (inferior) e fase organica (superior).
4. Desprezar a fase aquosa.
5. A fase organica adicionar 10mL de solucio saturada de 4gua com sal de cozinha.

6. Reservar a fase organica num frasco de recolha e adicionar uma espatula de sal

de cozinha.

7. Preparar uma camara de cromatografia: num goblé de 250mL adicionar 10 mL
da mistura acetona / éter de petréleo 10:90. Tapar com vidro de relégio.
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8. Cortar 1 retangulo de papel de filtro com 5cm de largura por 8cm de altura.
Mergulhar um capilar na amostra que se encontra no frasco de recolha com a
fase organica e aplicar no papel de filtro, a uma altura de 1cm da base do papel.

Fazer sucessivas aplicacfes dos extratos com os capilares e deixar secar.

9. Colocar o papel de filtro na camara e deixar o solvente atingir cerca de 6¢cm (2/3)
do papel. Secar e observar o aspeto do cromatograma.

5.3.2 Isolamento e separacdo dos pigmentos do tomate numa polpa de tomate

Objetivo

Separacgédo dos pigmentos do tomate por extracdo e separagdo dos dois carotenoides por

cromatografia em papel.

Reagentes e materiais

Almofariz, balanca, papel de filtro, funil de vidro, funil de separacdo de 50mL, frasco
conico, proveta, espatula, vidro de reldgio, goblés de 250mL, pipetas Pasteur, acetona,
éter de petroleo, agua, sal de cozinha, etanol a 99% e tomate ou polpa de tomate.

Procedimento Experimental

1. Num almofariz colocar 10g de tomate e triturar bem, acrescentar 10mL de

etanol. Deixar macerar durante 10 minutos.

2. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para um frasco conico.

3. Colocar o residuo no almofariz e acrescentar 20mL de etanol. Deixar macerar 5

minutos.

4. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para 0 mesmo frasco cénico e

desprezar o liquido.

108



5. Colocar o residuo no almofariz e juntar 5mL de acetona e 5mL de éter de

petréleo. Deixar macerar 5 minutos.

6. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para um funil de separacéo.

~

. O residuo volta ao almofariz e acrescentar 5mL de éter de petrdleo. Deixar

macerar 5 minutos.

8. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para o funil de separacao.

9. Acrescentar 10mL de solucdo saturada de 4gua com sal de cozinha. Agitar bem e

10.

11.

12.

13.

14.

15.

esperar que as fases se separem, a fase aquosa (inferior) e fase organica

(superior).
Desprezar a fase aquosa.
A fase organica adicionar 10mL de agua.

Reservar a fase organica num frasco de recolha e adicionar uma espéatula de sal

de cozinha.

Preparar duas cadmaras de cromatografia: num goblé A de 250mL adicionar
10mL da mistura acetona / etanol 1:1; num goblé B de 250mL colocar 10mL de

etanol. Tapar com vidro de relégio.

Cortar 2 retangulos de papel de filtro com 5cm de largura por 8cm de altura.
Mergulhar um capilar na amostra que se encontra no frasco de recolha com a
fase organica e aplicar no papel de filtro, a uma altura de 1cm da base do papel.

Fazer sucessivas aplicacOes dos extratos com os capilares e deixar secar.

Colocar um papel de filtro na cdmara A e outro na camara B, deixar o solvente
atingir cerca de 6cm (2/3) do papel. Secar e observar o aspeto do

cromatograma.
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5.3.3 Isolamento dos pigmentos da cenoura

Objetivo

Separacgdo dos pigmentos da cenoura por extracéo e analise por cromatografia em papel.

Reagentes e materiais

Almofariz, balanca, papel de filtro, funil de vidro, funil de separacdo de 50mL, frasco
conico, proveta, espatula, vidro de reldgio, goblés de 250mL, pipetas Pasteur, acetona,
éter de petroleo, agua, sal de cozinha, etanol a 99% e cenoura.

Procedimento Experimental

1. Num almofariz colocar 10g de cenoura raspada e triturar bem, acrescentar 10mL

de etanol. Deixar macerar durante 10 minutos.

2. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para um frasco conico.

3. Colocar o residuo no almofariz e acrescentar 10mL de etanol. Deixar macerar 5

minutos.

4. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para 0 mesmo frasco cénico.

5. Colocar o residuo no almofariz e juntar 5mL de acetona e 5mL de éter de

petréleo. Deixar macerar 5 minutos.

6. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para um funil de separacéo.

7. O residuo volta ao almofariz e acrescentar 5SmL de éter de petroleo. Deixar

macerar 5 minutos.

8. Filtrar com o auxilio de funil e papel de filtro para o funil de separac&o.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

5.34

Acrescentar 10mL de solugdo saturada de agua com sal de cozinha e 5mL de
éter de petréleo. Agitar bem e esperar que as fases se separem, a fase aquosa
(inferior) e fase organica (superior).

Desprezar a fase aquosa.
A fase orgénica adicionar 10mL de agua.

Reservar a fase organica num frasco de recolha e adicionar uma espatula de sal

de cozinha.

Preparar duas camaras de cromatografia: num goblé A de 250mL adicionar
10mL da mistura acetona / etanol 1:1; num goblé B de 250mL colocar 10mL de

etanol. Tapar com vidro de reldgio.

Cortar 2 retangulos de papel de filtro com 5cm de largura por 8cm de altura.
Mergulhar um capilar na amostra que se encontra no frasco de recolha com a
fase organica e aplicar no papel de filtro, a uma altura de 1cm da base do papel.

Fazer sucessivas aplicacfes dos extratos com os capilares e deixar secar.

Colocar um papel de filtro na cdmara A e outro na camara B, deixar o solvente

atingir cerca de 6¢cm (2/3) do papel. Secar e observar o aspeto do cromatograma.

Explicacéo das atividades com pigmentos carotenoides

Os pigmentos que estdo presentes nas cenouras, tomate e pimento vermelho séo

0s carotenoides, que sdo compostos apolares e por isso soliveis em solventes organicos

como o éter de petroleo.

Dos carotenoides fazem parte os carotenos que sdo hidrocarbonetos insaturados

e as xantofilas que tém oxigénio na sua composi¢do, sendo por isso mais polares que 0s

carotenos.

O pimento vermelho possui na sua composicdo carotenos e xantofilas. A

cenoura tem carotenos, principalmente o B-caroteno que € o responsavel pela cor das
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cenouras. Os tomates para além dos carotenos também tém licopeno que Ihe confere a
cor vermelha. O pimento vermelho possui na sua composi¢do carotenos e xantofilas

(criptoxantinas, capsantinas e a capsorubinas).

Na cromatografia do pimento vermelho verificou-se que as criptoxantinas, como
apresentam apenas um grupo hidroxilo, ndo sdo tdo arrastadas pelo solvente como os
carotenos, pois sdo capazes de formar ligacdes de hidrogénio com a agua adsorvida no
papel. As capsantinas e capsorubinas sdo substancias polioxigenadas e portanto tém
maior afinidade com a fase estaciondria do que com a fase movel sendo assim, 0s
pigmentos que ficam mais tempo retidos. A mancha de cor amarela que € mais arrastada

pelo solvente corresponde aos carotenos.

Na cromatografia do tomate aparece uma mancha amarela caracteristica dos
carotenos e uma alaranjada do licopeno que fica mais tempo retida. Na cenoura sé

aparece a mancha amarela carateristica dos carotenos.
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5.4  Atividades com pigmentos hidrossolUveis

5.4.1 Determinacdo das propriedades quimicas de alguns materiais

5.4.1.1 “Bolas” coloridas de couve roxa

Objetivos

Identificar materiais acidos e bésicos com “bolas” de alginato preparadas com couve

roxa.

Materiais e reagentes

Couve roxa, sumo de liméo, vinagre, pano, limpa vidros, agua e sabdo e lixivia, tubos
de ensaio, suporte de tubos de ensaio, conta gotas, solucdo aquosa de alginato de sédio a
2%, agitador magnético, barra magnética, goblés de 100mL, solugdo aquosa de cloreto

de calcio a 1%, vareta de vidro, recipiente para ir ao lume, placa de aquecimento, faca.

Procedimento experimental

1. Cortar 50g de couve roxa para um recipiente, juntar 250mL de agua. Deixar

ferver durante 10 minutos em recipiente tapado.
2. Deixar arrefecer e filtrar por algoddo para um goblé.

3. Num goblé 1 colocar 20mL de uma solugéo aquosa de alginato de sédio a 2% e

adicionar 30mL da solucéo de couve roxa preparada no ponto 1. Agitar.

4. No goble 2 colocar 100mL de solucdo aquosa de cloreto de célcio a 1% e

adicionar uma barra magnética.
5. Colocar o goblé 2 em cima de um agitador magnético e ligar a agitacéo.
6. Adicionar gota a gota o conteudo do goblé 1 ao copo 2.

7. Filtrar as “bolas” formadas com pano e lavar bem com agua.
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8. Colocar num suporte 6 tubos de ensaio e numerar de 1 a 6,

9. Adicionar com conta gotas a cada tubo de ensaio cerca de 2mL das seguintes
solugdes: agua destilada, sumo de limdo, vinagre, limpa vidros, agua e sabdo e

lixivia.
10. Acrescentar a cada uma das solugdes anteriores 2 “bolas” de couve roxa.

11. Observar a alteracdo das cores das bolas em cada tubo e indicar o carater
quimico de cada solucéo.

5.4.1.2 Separacéao dos pigmentos flavonoides por extracéo

Objetivo

Separacdo dos pigmentos da folha de uma planta de cor verde e vermelha de acordo

com as carateristicas de solubilidade dos pigmentos presentes.

Reagentes e materiais

Pipeta Pasteur, folhas de planta verde e vermelha, HCI 1: 1 (ou vinagre), éter de

petrdleo, agua, funil de separacéo.

Procedimento Experimental

1. Utilizar 12g de tecidos vegetais e triturar num almofariz, de seguida acrescentar
40mL de acetona e deixar macerar durante 15 minutos. O material deve ser

mantido tapado com folha de aluminio a temperatura ambiente.

2. Filtrar a solugéo resultante da maceragdo com a ajuda de funil e algoddo para um
goblé, acrescentar duas espatulas de sal de cozinha e deixar repousar cerca de 10
minutos. Filtrar o liquido sobrenadante através de um filtro de pregas. Reservar

o filtrado.
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3. Transferir 8mL da solucéo de extrato para um goblé e adicionar 20mL de agua e

uma espatula de sal de cozinha. Deixar repousar 10 minutos.

4. Transferir 8mL do extrato para um goblé e adicionar 20mL de &gua e uma
espatula de sal de cozinha. Deixar repousar 10 minutos.

5. Transferir a solugdo resultante para um funil de extragdo, adicionar 30mL de éter
de petroleo, agitar. Deixar repousar as fases e separar a fase organica (fase

superior) da fase aquosa (fase inferior).

6. Apobs este tempo de repouso, introduzir com uma pipeta Pasteur umas gotas

acido diretamente na fase inferior.

7. Observar duas fases coloridas imisciveis, a fase superior de cor verde e a fase

inferior de cor vermelha.

5.4.1.3 Tingimento de tecidos com vegetais

Objetivos

Demonstrar que é possivel tingir tecidos com extratos de vegetais e que a presenca de

ibes metalicos pode favorecer o processo.

Materiais e reagentes

Pétalas de rosas, prego com ferrugem, recipiente para ir ao lume, recortes de pano de

algodao (5 x 5cm).

Procedimento experimental

1. Colocar cerca de 10g de pétalas de rosa num recipiente, adicionar 200mL de

agua, um prego com ferrugem,

2. Deixar ferver durante cerca de 25 minutos em recipiente tapado.
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3. Colocar os recortes de tecido de algodao (5 x 5¢cm). Deixar ferver 25 minutos em

recipiente tapado.

4. Deixar arrefecer e lavar os tecidos com agua. Observar as cores formadas.

5.4.1.4 Explicacdo das atividades com pigmentos hidrossoluveis

As antocianinas sdo pigmentos que pertencem & classe dos flavonoides, estdo
presentes nas flores e folhas e noutras partes das plantas conferindo-lhes aspeto

colorido. Sdo moléculas hidrossoluveis, cujas cores variam em funcao do pH.

Assim, a pH entre 1 e 2 observa-se a cor vermelha, a valores de pH entre 5 e 6
sdo incolores e para valores superiores a 7, as antocianinas sofrem processos de
degradacdo que dependem dos grupos substituintes que a formam e observa-se a cor
amarela. A medida que o pH aumenta os azuis passam a dar lugar aos verdes (azul +

amarelo) e a pH muito elevado aparecem os produtos de degradacdo amarelos.

As antocianinas sdo moléculas sollveis em agua devido a presenca de grupos
polares, nomeadamente grupos hidroxilo que estabelecem ligacdes de hidrogénio com a
agua. Em contrapartida as clorofilas sdo moléculas de baixa polaridade devido ao
predominio de grupos apolares. Assim, as clorofilas sdo pigmentos lipossollveis e
ficam dissolvidas num solvente apolar como o éter de petréleo enquanto as antocianinas

sendo hidrssoltveis ficam retidas na fase aquosa.

Quando se adiciona o tecido de algoddo ao banho com a solucgéo de tingimento,
0s pigmentos antocianicos ligam-se ao tecido através de ligagdes de hidrogénio, uma
vez que o algodéo, constituido por celulose, também tem na sua composi¢do numerosos
grupos hidroxilo. Os compostos metalicos que se adicionam ao banho formam ligacoes
adicionais entre o corante e as fibras. Assim, os resultados desta atividade comprovam
que a estabilidade das antocianinas a perda de cor é potenciada pela presenca de ides
metalicos. Esse aumento de estabilidade é atribuido & copigmentacdo, ou seja,

associacdo entre a antocianina e o metal que protege a antocianina.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES, IMPLICACOES E SUGESTOES PARA FUTURAS
INVESTIGACOES

6.1 Introducao

Neste capitulo pretende-se apresentar as conclusGes e implicacdes da
investigacdo, levada a cabo com pigmentos dos vegetais, bem como sugestdes para

futuras investigacoes.

O capitulo encontra-se organizado em trés subcapitulos: conclusdes da
investigacdo (6.2); implicacBes da investigacdo para o ensino da Quimica (6.3); e, por

ultimo, sugestdes para futuras investigacoes (6.4).

6.2 Principais Conclusdes

A andlise dos resultados obtidos possibilita retirar algumas conclusGes. Essas
conclus@es tentam dar resposta aos objetivos da investigacao apresentados no capitulo |I.

Com o primeiro objetivo da investigacdo pretendia-se desenvolver técnicas
simples que permitissem a separacdo dos pigmentos vegetais carotenoides, clorofilas a e
b e flavonoides presentes em folhas, com base nos métodos de cromatografia em coluna
e papel recorrendo a solventes acessiveis e ndo toxicos do quotidiano. Este foi o tema
central do trabalho e ap6s um estudo sistematico de varios adsorventes do quotidiano os

resultados obtidos neste trabalho permitiram:

A. Otimizar as condigdes de uma técnica de cromatografia em coluna de bicarbonato de
sodio reportada na literatura que permitia separar basicamente uma banda verde,
correspondente a uma mistura de carotenoides e clorofilas, e bandas castanhas de
flavonoides. A otimizacdo das condigdes experimentais reportadas tornou possivel a
separacdo de uma banda amarela de carotenoides e de uma banda verde de

clorofilas, usando como solventes éter de petréleo e misturas de éter de petrdleo e
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acetona. Esta técnica demonstrou ser rapida e efeito visual apelativo, em particular
quando a ultima fracdo de flavonoides vira para vermelho quando é tratada com
acido. No entanto, uma analise das fragcGes por cromatografia em papel demonstrou

falta de eficiéncia na separagédo dos diferentes pigmentos.

B. Encontrar um adsorvente que, para além de fornecer excelentes resultados, é de
facil acesso no quotidiano e ndo foi encontrado nenhum registo da sua utilizacéo
para este fim: a fécula de batata. Com este adsorvente foi possivel a separacdo
de bandas amarelas correspondentes aos carotenos e carotenoides, uma banda
verde azulado correspondente a clorofila a, uma banda verde amarelado
correspondente a clorofila b e uma banda rosada correspondente a fracdo dos
flavonoides. Os solventes usados foram éter de petrdleo, misturas de éter de
petréleo e acetona, e etanol. O impacto visual mais desejado foi alcangcado e a
analise das fracGes por cromatografia em papel demonstrou uma excelente

eficiéncia na separacao dos diferentes pigmentos.

C. Implementar um procedimento simples, muito rapido, realizado a temperatura
ambiente e que permite eliminar o solvente de maceracdo e a dgua residual das
folhas sem recorrer a nenhum equipamento de laboratério e sem necessidade

separar 0s pigmentos lipossoltveis dos hidrossoluveis.

No que respeita ao desenvolvimento de técnicas simples que possibilitassem a
separacdo e analise dos pigmentos vegetais presentes em diversas fontes naturais

(segundo objetivo da investigacdo), os resultados obtidos permitiram constatar que:

A. Adaptando métodos reportados na literatura aos objetivos deste trabalho, foi
possivel isolar / separar os pigmentos carotenoides existentes no pimento vermelho,
na polpa de tomate e na cenoura raspada por dois métodos; maceracdo direta numa
mistura acetona / éter de petroleo 1:1 e desidratacdo em etanol seguida de
maceragd0 numa mistura acetona / éter de petroleo 1:1. Um estudo comparativo
destes dois métodos permitiu concluir que, o primeiro método é mais eficiente para
0 pimento vermelho enquanto que o segundo apresenta melhores resultados para o

tomate e a cenoura.

B. Apl6s experimentacdo de varios solventes foi possivel encontrar eluentes

adequados para analisar os diferentes extratos obtidos por cromatografia em papel:
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uma mistura acetona / etanol 1:1 para o pimento vermelho e etanol para o tomate e a

cenoura.

No que concerne ao terceiro objetivo da investigacdo, centrado em aplicagdes da
variacdo de cor das antocianinas em funcdo do pH reportadas na literatura, verificou-se
que “bolas” alginato de sddio preparadas com couve roxa e mirtilos apresentaram bons
resultados na identificacdo de substancias acidas e basicas do quotidiano. Testou-se
também o tingimento de tecidos, e concluiu-se que as antocianinas tingiram bem
tecidos de algod&o e foi possivel intensificar essa cor por adicdo de metais presentes em

materiais do quotidiano.

Finalmente, cumprindo quarto e quinto objetivo pode afirmar-se que é possivel
elaborar propostas de atividades laboratoriais para 0 Ensino Basico e Secundario com a
utilizacdo de materiais do quotidiano passiveis de serem executadas em seguranca,

numa sala de aula normal.

6.3 ImplicacGes para o Ensino da Quimica

As conclusdes deste estudo sugerem algumas implicacBes para as praticas

letivas, no dominio da componente laboratorial. Assim:

e Constatou-se que é possivel realizar atividades laboratoriais com materiais
pouco dispendiosos e que envolvam baixos riscos de seguranga no que respeita

a sua manipulacéo;

e Dada a falta de condigOes evidenciada em grande parte das escolas,
nomeadamente de equipamento, é possivel realizar varias atividades com

material pouco sofisticado e em salas de aula normais;

e Necessidade de adaptar os métodos de ensino a realidade, articulando 0s
conteudos com o dia a dia, com o intuito de motivar os alunos para o estudo da

Quimica e assim contrariar 0s niveis de insucesso escolar.

As atividades apresentadas foram otimizadas de modo a poderem ser realizadas
nas escolas do Ensino Basico e Secundario, com aplicagdo a varios niveis de ensino.

Cada atividade pode ser inserida nos conteudos curriculares, permitindo fazer a ligagcdo
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com conceitos tedricos atualizados e apelativos, muitas vezes ndo mencionados nos

referidos curriculos.

Os protocolos das atividades apresentam-se de modo sistematizado, para facilitar

a sua aplicacdo por parte do professor e respetiva execugdo pelo aluno.

Por outro lado permite também chamar a atencdo para protocolos exequiveis e

que podem ser implementados em salas de aula, sem recurso ao laboratério.

6.4 Sugestbes para Futuras Investigagdes

Atendendo aos resultados obtidos neste estudo e as suas limitagdes, apresentam-

se de seguida e neste contexto algumas sugestdes para futuras investigacdes:

Estender a investigacdo ao estudo de outras substancias que ndo sejam 0s

pigmentos vegetais;

e Averiguar que outros materiais existentes nos vegetais podem ter aplicacdes

praticas no estudo da Quimica;
e Com os materiais utilizados neste estudo propor outras atividades laboratoriais;

e Analisar o impacto que, a aplicacdo destes materiais tem nas aulas e na

motivacao dos alunos para o estudo das ciéncias e da Quimica em particular.
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Legislacdo citada
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aprendizagens e do processo de desenvolvimento do curriculo nacional.
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