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TITULO: “Design e Desenvolvimento de Atividades Laboratoriais de Quimica Verde para os

Ensinos Basico e Secundario”

RESUMO

O ensino das ciéncias com recurso a atividades praticas que requerem a acdo efetiva
do aluno, fisica e intelectual, da sentido e complementa os conceitos em estudo, na medida
em que, fazendo por si mesmo o aluno ndo s6 podera valorizar a sua capacidade de
preparacao, autonomia e analise critica, como podera transformar as observacdes banais do
dia-a-dia em observacdes com significado.

Porque é que ha frutos vermelhos, verdes e de varias outras cores? E as pétalas? Azuis, violeta,
amarelas, vermelhas, o que é que as torna tao bonitas e tao coloridas?

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de novas atividades laboratoriais no ambito
da quimica dos pigmentos naturais que, para além de apresentarem um grande impacto visual,
sao concordantes com os principios da Quimica Verde.

O trabalho laboratorial realizado envolveu a extracdo, identificacdo e separacdo dos
carotenoides presentes num concentrado de tomate e dos carotenoides, flavonoides e
antocianinas presentes nas pétalas de flores. A identificacdo dos pigmentos fez-se por
cromatografia em papel e a sua separacdo foi realizada por cromatografia em coluna, com
recurso a seringas descartaveis e materiais adsorventes de facil aquisicao.

Com base nos resultados obtidos na investigacdo realizada foram elaboradas duas propostas
de atividades laboratoriais que validam toda a execucao laboratorial. As atividades
apresentadas permitirao aos alunos a aquisicdo de maiores competéncias na pratica
laboratorial e na compreensdo de conceitos quimicos, como a polaridade, ligacoes

intermoleculares, solubilidade, miscibilidade de solventes, hidrocarbonetos e sustentabilidade.

PALAVRAS CHAVE: Cromatografia, Pigmentos Naturais, Quimica Verde



TITLE: "Design and Development of Green Chemistry Laboratory Activities for Basic and

Secondary Education”

ABSTRACT

The teaching of the sciences with the use of practical activities requiring the effective action of
the student, both physical and intellectual, gives meaning and complements the concepts under
study. By doing himself, the student can value his capacity of preparation, autonomy, and
critical analysis, and can also learn how to turn everyday banal observations into meaningful
observations.

Why are there red, green, and various other colorful fruits? And, what about the colors of petals?
Blue, violet, yellow, red, what makes them so beautiful and so colorful?

The objective of this work was to develop new laboratory activities in the field of the chemistry
of natural pigments, aiming to achieve great visual impact and according with the principles of
Green Chemistry.

The laboratory work performed involved the extraction, identification and separation of the
carotenoids present in a tomato concentrate and of the carotenoids, flavonoids and
anthocyanins present in the flower petals. The pigments were identified by paper
chromatography and separated by column chromatography using disposable syringes and
readily available adsorbent materials.

Based on the results obtained in the research carried out, two proposals of laboratory activities
were elaborated that validate the entire laboratory execution. These activities will allow students
to acquire greater competences in the laboratorial practice and theoretical concepts in
chemistry, such as polarity, intermolecular bonds, solubility, miscibility of solvents,

hydrocarbons and sustainability.

KEYWORDS: Chromatography, Green Chemistry, Natural Pigments
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Tabela de Siglas

Qv

GCl

ACS
GSK
SDS
SHE
CPS

UV-Vis -

CT

CP

CC

Cr

Cr
HPLC -
TLC

R

Forestal-

BAW -
EP
Ac
EtOH -
AcOEt -
BuOH -

Quimica Verde

Green Chemistry Institute (Instituto da Quimica Verde)

American Chemical Society (Sociedade Americana de Quimica)
GlaxoSmithKline

Safetey Data Sheet (Folha de Dados de Seguranca)

Safety, Health, Environment (Seguranca fisica, Saude Humana, Ambiente)
Copolymer of nbutylacrylate, styrene and acrylic acid (copolimero de rnbutilacrilato,
estireno e acido acrilico)

Ultravioleta-Visivel

Tomate

Cenoura

Concentrado de Tomate

Cromatografia em papel

Cromatografia em Coluna

Coluna de Tomate

Coluna de Flores

High Perfomance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Elevado Desempenho)
Thin Layer Chromatography (Cromatografia em Camada Fina)

Fator de Retencao

Mistura de acido acético/acido cloridrico conc./agua (10:3:30)

Mistura de butanol/acido acético/agua (4:1:5)

Eter de petrdleo 40-60 °C

Acetona

Etanol

Acetato de etilo

Butanol
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A Quimica é uma ciéncia complexa cujo estudo ou aproximacdo sera mais interessante e facilitado
se for realizado a partir das interacdes quotidianas dos alunos. Desde muito cedo que se ouve
jovens estudantes dizer que as ciéncias sao muito dificeis e com pouca utilidade para o seu saber,
tentando, desde logo, amputar a sua natural e espontanea curiosidade e até mesmo a capacidade
de se surpreenderem. A motivacdo dos alunos é um aspeto essencial para a sua aprendizagem e
requer que continuamente, a par com a teoria, o professor capte a sua atencao e desperte o seu
sentido critico, revelando o verdadeiro prazer da ciéncia que é a experimentacao.!

A aprendizagem deve ser vista como um acumular progressivo de conhecimentos, alicerces que
se constroem ao longo da vida. A forma como as criancas e jovens aprendem ciéncias implica
que, desde cedo, se envolvam em situacOes praticas e experimentais que proporcionem a
possibilidade de desenvolverem a curiosidade e o rigor, de distinguirem o verdadeiro do falso, de
aprenderem com alegria e de se exprimirem corretamente.? Preparam-se para a abordagem
posterior, a um nivel cognitivo e conceptual mais profundo, na medida em que se podem tornar
mais observadoras, mais perspicazes, € com maior capacidade para a discussao e conexao entre
as observacOes e os conceitos quimicos aprendidos, requerendo estes uma certa maturidade
intelectual, assim como um vocabulario e linguagem proprios.: Estas vivéncias prematuras tém
grande impacto na decisao dos alunos que, mais tarde, irdao acabar por prosseguir estudos na
area das ciéncias.>

E também preciso desmistificar e ensinar a quimica dentro de uma perspetiva de sustentabilidade
ambiental passando uma imagem diferente da que lhe tem sido atribuida. A imagem da ciéncia
gue causa medo ou que se deva evitar, ora porque é dificil, ora porque a ela se deve a criacdo da
bomba atomica, das drogas, ou das alteracoes climaticas, deve dar lugar a ciéncia que contribuiu
para a melhoria da qualidade de vida dos bilides de habitantes deste planeta. A contribuicao da
guimica para a vida das pessoas no século XXI continuara a ter um largo alcance e a envolver uma
grande variedade de modos de atividade positivos. No entanto, para satisfazer este papel, é da
maior importancia que a quimica e a tecnologia quimica sejam seguras, Uteis e desfrutem da
confianca das pessoas.®

Em Portugal, verificou-se um decréscimo na procura de cursos relacionados com a quimica e a
inversao deste sentido esta a ser trabalhada, ndo s6 pelas universidades, como também pela
Sociedade Portuguesa de Quimica. Estas instituicdes tentam, através de acdes nas escolas e nas
universidades, despertar a atencéo dos jovens, motivando-os e mostrando-lhes para que serve esta

ciéncia. A quimica esta presente em tudo e, ao relaciona-la com a industria ou com outras areas
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intervenientes, descobrem-se possiveis alternativas futuras. Acima de tudo, é necessario
ultrapassar o carater negativo que lhe é dado.

Com o trabalho aqui desenvolvido pretende-se incutir nos alunos a valorizacao e o interesse pela
quimica, apresentando atividades que, através da manipulacdo, levem a aquisicao das
competéncias e conhecimentos necessarios de uma forma ludica e responsavel.

Assim, propde-se delinear procedimentos laboratoriais na area dos pigmentos naturais com
recurso a técnicas de cromatografia que utilizam adsorventes comuns e solventes que sejam
menos nocivos; realcar a importancia da realizacdo do trabalho experimental baseado na
sustentabilidade e preservacdo do meio ambiente, integrando os conceitos da Quimica Verde (QV)
e da seguranca laboratorial; adaptar as atividades, em termos de tempo e materiais, aos curriculos

vigentes no ensino Basico e Secundario.

1. A Quimica Verde

A Quimica Verde nasceu no inicio da década de noventa (1990), nos EUA, através do Programa
“Vias Sintéticas Alternativas para Prevencdo da Poluicdo”, com o objetivo de explorar o
desenvolvimento de novos produtos e processos quimicos, ou melhorar os ja existentes, de forma
a torna-los menos nocivos para o ambiente e para a saude humana. Num sentido mais lato,
importava reduzir a poluicao na sintese de compostos quimicos.”

Os problemas ambientais, tais como o buraco do ozono, as alteracdes climaticas, a introducdo de
poluentes organicos nos ecossistemas ou a poluicdo dos oceanos sao alguns exemplos familiares
de que a quimica esteve mal, ja que andou um século a poluir o ambiente.”

A QV surgiu como uma mudanca de filosofia que minimiza o risco, reduzindo ou eliminando "o
uso ou a geracao de substancias perigosas na concecdo, fabrico e aplicacdo de produtos
guimicos".&*

Durante toda a década de noventa, nos EUA e em paises como a Inglaterra, Alemanha, Italia e
Australia, surgem organismos e acdes que premeiam o desenvolvimento de inovacoes
tecnologicas, para implementacao nos diversos setores de producao industrial, e que reduzem a
producao de residuos poluentes e toxicos.

Em 1997, nos EUA, surge o Instituto da Quimica Verde (The Green Chemistry Institute, GCI) que
tem sido um grande promotor do conceito e das praticas da QV em todo o mundo, através da
pesquisa, educacdo, conferéncias, simposios, encontros e divulgacdo de informacdes.”** No ano

2000, a American Chemical Society (ACS) estabelece uma alianca com o GCI, instituindo a QV



Capitulo | - Introducao

como prioridade de pesquisa nacional, conciliando os interesses politicos, empresariais e da
comunidade cientifica. Neste ambito foram introduzidas regulamentacdes que limitam a poluicao
€ a exposicao a substancias/materiais perigosos.’

Os objetivos da QV foram adotados internacionalmente por diversos organismos e iniciativas, quer
governamentais, quer diretamente ligados a educacdo e a pesquisa na area da quimica,
engenharia e industria, conjugando-se assim o desenvolvimento humano e econdmico e a protecao
do ambiente.

O conceito de Quimica Verde é descrito pelas mados de alguns cientistas, seus pioneiros,
nomeadamente Paul Anastas e John Warner, através de uma estratégia global de Doze Principios
gue induzem, no seu todo, ao caminho da sustentabilidade.”®* Os Primeiros Doze Principios,
fundamentais na implementacédo da QV na investigacdo, industria ou ensino sao:

1. Prevencéo

Evitar a formacao de residuos téxicos & economicamente mais rentavel do que eliminar a sua
toxicidade através de tratamentos a posteriori.

2. Economia atdmica

Os processos sintéticos devem ser planificados de modo a que as substancias finais possam
incorporar 0 maior numero de atomos possivel.

3. Sinteses menos perigosas

Desenvolver métodos sintéticos que levem ao uso ou producédo de substancias com pouca ou
nenhuma toxicidade para o Homem ou para 0 ambiente.

4. Planificacdo de produtos mais seguros

Os produtos quimicos devem ser desenvolvidos a nivel molecular de forma a executar as funcdes
para as quais sao destinados e a minimizar a sua toxicidade.

5. Solventes e substancias auxiliares seguras

Sempre que possivel, evitar o uso de substancias auxiliares e solventes (agentes purificantes,
secantes, etc). Quando utilizados devem ser indcuos e reutilizaveis.

6. Planificacdo para conseguir eficiéncia energética

Planear e minimizar os impactos econdomicos e ambientais dos requisitos energéticos dos
processos quimicos. Procurar realizar os processos quimicos sintéticos a temperatura e pressao

ambientais.
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7. Utilizacdo de matérias-primas renovaveis

Deve ser sempre considerado o uso de matérias-primas e recursos renovaveis em detrimento das
nao renovaveis.

8. Reducao das derivatizacoes

Devem-se minimizar ou evitar o uso de etapas com agentes intermédios, como grupos
bloqueadores de protecdo/desprotecdo ou de modificacdes temporarias na molécula para permitir
processos fisicos/quimicos. Tais etapas requerem reagentes adicionais e podem produzir
residuos.

9. Catalise

Devem ser escolhidos, preferencialmente, reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) a
reagentes estequiomeétricos.

10. Produtos degradaveis

A concecdo molecular de produtos quimicos deve favorecer a sua rapida e inocua bio
decomposicao, apos 0 seu uso.

11. Observacéo direta na prevencéo da poluicdo em tempo real

Os processos de fabrico devem ser diretamente monitorizados em tempo real, de forma a evitar
ou controlar a formacéo de substancias toxicas.

12. A Quimica segura previne os acidentes

Prevenir a ocorréncia de acidentes, tais como fugas, explosdes e incéndios, na laboracdo ou na

utilizacdo de substancias quimicas é usa-las de forma prudente e responsavel.

Desde finais da ultima década do séc. XX que o interesse crescente, a nivel internacional, no uso
da QV se tornou numa alternativa as praticas industriais do “poluir e depois limpar”, vigentes nos
paises em desenvolvimento. A concecao de produtos quimicos e processos ambientalmente
benignos deveria ser uma imposicao para a reducdo dos impactos negativos para a salide humana
e para o meio ambiente, na medida em que, o desenvolvimento sustentavel passa por criar
mecanismos que permitam o crescimento da populacdo sem sacrificar o seu bem-estar ou a
qualidade do ambiente.”2 Nesse sentido, na primeira Conferéncia sobre Quimica Verde e
Sustentavel, decorrida em Toquio no ano de 2003, foi proposta uma mudanca na designacao da
QV para Quimica Verde e Sustentavel, patente na chamada “Declaracao de Toquio 2003", fazendo
sobressair 0 desenvolvimento sustentavel em todos os campos da atividade humana e realcando

a importancia da Quimica e da Engenharia Quimica.’
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1.1. As Dificuldades na Aplicacédo da Quimica Verde e os Segundos Doze Principios da QV
Passados trinta anos, a implementacao dos Principios da QV tem seguido varias vertentes ja que
0s seus objetivos atingem diferentes areas, mas aquela que mais relevancia tem tido diz respeito
a substituicao de substancias perigosas por outras que sejam menos nocivas. Apesar do interesse
na questao, tem-se verificado que os perigos potenciais que as substancias quimicas apresentam
sao de tal complexidade, que acabam por limitar a exequibilidade das mudancas pretendidas.:
A aplicacdo de cada um dos doze pressupostos da QV ndo tem sido assim tao linear. A historia
mostra que, para uma tecnologia ter sucesso, nao pode depender apenas da sua sustentabilidade,
mas deve ter, também, consisténcia para os seus tradicionais seguidores.
Segundo Machado (2008), a aplicacdo dos principios da QV na formacao de novos compostos e
reacdes quimicas, por exemplo, ndo sao tao verdes quanto sao publicitados. Apesar de se verificar
0 cumprimento de um dos principios da QV, outros sdo ignorados, ou mesmo afetados
negativamente. Os exemplos analisados mostraram que um aumento da verdura num dado aspeto
de um composto ou reacao quimica resultante da aplicacdo de um ou mais destes principios nao
significa, necessariamente, que o composto ou processo de sintese seja globalmente mais
sustentavel, pois pode implicar que outros tenham sido violados, sem que o investigador se
aperceba disso, ou seja, de forma nao intencional.
Os chamados Segundos Doze Principios da QV (Winterton, 2001), talvez n&o tao divulgados comos
0s primeiros, apelam a obtencédo de vias de sintese de compostos quimicos mais inovadoras e
sustentaveis, onde se dé mais importancia a verdura das reacdes quimicas, concretizando assim
0s objetivos da QV e facilitando o processo de fabrico verde, tornando-o mais rapido e eficaz.
Os Segundos Doze Principios da QV sdo descritos por Machado (2008):

13 - Identificar e quantificar os coprodutos (subprodutos eventuais e residuos).

Identificar os coprodutos e determinar as suas quantidades relativamente a do produto

principal.

14 - Obter conversoes, seletividades, produtividades, etc.

Para além do rendimento quimico das reacdes de sintese, determinar métricas relevantes para

a QV: seletividades, produtividades (eficiéncia atémica e similares).

15 - Estabelecer balancos materiais completos para o processo.

Especificar, quantificar e contabilizar todos os materiais usados na obtencao do produto final,

incluindo os auxiliares, nomeadamente os solventes.
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16 - Determinar as perdas de catalisadores e solventes nos efluentes.

Determinar as quantidades ou caudais dos fluxos de efluentes liquidos, sélidos, e gasosos e
as concentracdes de reagentes auxiliares neles.

17- Investigar a termoquimica basica do processo.

Avaliar e relatar as variacdes de entalpia das reacdes exotérmicas para alertar sobre
eventuais problemas de libertacao de calor com a mudanca de escala.

18 - Considerar limitacdes de transferéncia de calor e de massa.

Identificar fatores que afetem a transferéncia de calor e de massa no escalamento
(velocidade de agitacdo ou de dispersdo de gases, area de contacto gas-liquido, etc.).

19 - Visualizar as reacdes sob a perspetiva dos engenheiros quimicos.

Identificar e compreender pontos de constricdo para o escalamento da quimica no
desenvolvimento do processo industrial por estudo das varias alternativas de tecnologia
disponiveis para o implementar e contactos com engenheiros quimicos.

20 - Considerar a globalidade do processo industrial ao selecionar a quimica de base.
Avaliar o impacto das alternativas possiveis de todas as variaveis de processo (matérias primas,
natureza do reator, operacoes de separacdo, etc.) nas opcdes possiveis para a quimica de
base. Realizar experiéncias com os reagentes comerciais que vao ser utilizados no fabrico.

21 - Ajudar a desenvolver e aplicar medidas de sustentabilidade do processo.
Avaliar quantitativamente, na extensao possivel, o grau de sustentabilidade do processo

industrial (atividade ainda incipiente, mas com futuro).

1.2. A Quimica Verde e a Educacéo

A importancia da Educacédo Sustentavel foi reconhecida pelas Nacdes Unidas (ONU) ao declarar a
década 2005-2014 como a “Década da Educacdo para o Desenvolvimento Sustentavel”,
procurando integrar os principios, valores e praticas de desenvolvimento sustentavel em todos os
aspetos de educacao e aprendizagem, abordando as questdes sociais, economicas, culturais e
ambientais que enfrentamos no séc XXI.»

A incorporacdo de um pensamento sustentavel desde a criacéo ao desenvolvimento experimental
de projetos e materiais ¢ uma das ferramentas chave na Educacéo. Educando futuros cientistas e
cidadaos com base na quimica verde e sustentavel, poder-se-a tornar a educacao relevante para

o mundo de hoje e criar uma mentalidade sustentavel nas geracoes futuras.:
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A investigacdo, implementacédo e o ensino dos pressupostos da QV permitira que a ciéncia e a
tecnologia quimica do futuro sejam compativeis com o ambiente e a vida e ndo continuem a
provocar problemas do tipo dos que emergiram no século XX. Este ensino deve, sobretudo, incutir
nos alunos novas maneiras de pensar e executar, sendo fundamental a ideia de que se tem de
atender a objetivos multiplos, baseados nos Doze Principios da QV.’

A QV nao é considerada como uma disciplina em si, mas sim uma abordagem para conduzir a
ciéncia de uma forma responsavel, garantindo que as geracdes futuras ndo sejam comprometidas
pelas acdes de hoje.s Os estudantes de hoje e os cientistas de amanha irdo beneficiar
significativamente com a introducao dos Principios da QV no curriculo das disciplinas das ciéncias
experimentais. Os alunos entrardo no mundo profissional com o conhecimento das fraquezas dos
atuais processos industriais, e a motivacao para o desenvolvimento de solucdes baseadas nos
principios da QV.

Deve-se continuar a potenciar a conjugacdo de esforcos e pontes entre a quimica e a engenharia
no desenvolvimento de debates em torno das preocupacdes ambientais e energéticas. Aumentar
a comunicacao e consciencializacao entre quimicos, engenheiros, governantes e cidadaos
conduzird a uma maior responsabilizacao pelas questdes ambientais e globais.

O desenvolvimento bem-sucedido de tecnologias no ambito da QV esta a par da inovacao a nivel
molecular. As dificuldades em enfrentar estes desafios centram-se, sobretudo, na forma como os
programas da quimica académica e das ciéncias dos materiais os enfrentam, verificando-se a
existéncia de inumeras lacunas no ensino das técnicas que os ajudem a projetar produtos
sustentaveis. A necessidade de utilizacdo de reagentes mais benignos, nomeadamente a
diminuicado do uso de solventes organicos e o0 acompanhamento da evolucao do desigr de novas
tecnologias e produtos, sdo alguns pontos de partida onde se pode abordar a importancia da QV
para, desse modo, incutir nos alunos perspetivas mais sustentaveis, responsaveis e menos
egoistas.

O trabalho realizado pelos diferentes niveis de ensino deve ser conjunto, em especial no ensino
universitario, no sentido de procurar e encontrar caminhos que integrem os principios da QV nos
seus curriculos. Assim, no futuro, a grande maioria dos cientistas, ou mesmo todos, terdo a

preparacao adequada e as organizacdes que adotarem a QV levardo vantagem competitiva.”
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Em Portugal, os programas curriculares propostos em 2014 no programa de Fisica e Quimica A
do Ensino Secundario (11.° ano), realcam a componente laboratorial e a introducdo no curriculo
de pressupostos da QV:
“A enorme utilidade da quimica no mundo atual aponta para um futuro sustentavel em areas
vitais para a sociedade (energia, recursos naturais, saude, alimentacéo, novos materiais, entre
outros) através de avancos significativos na sintese quimica, na quimica analitica, na quimica
computacional, na quimica biologica e na tecnologia quimica. Estes aspetos devem, por isso,
ser valorizados, procurando-se que o0s alunos reconhecam algumas aplicacoes e outros
resultados de investigacao que tenham impacto na sociedade e no ambiente.
A economia atémica deve surgir no contexto da QV para realcar que, no caso das reacoes
guimicas, € possivel introduzir modificacées que visam economizar energia e/ou atomos e
aumentar o rendimento e a seletividade de um dado processo. Podendo estes aspetos serem

debatidos com os alunos do ponto de vista da sustentabilidade.”:

Uma analise recente, realizada por Duarte ef a/ (2019) e intitulada “O tratamento da Economia
Atomica no programa e manuais do ensino secundario”, revela que, e citando, “o tema foi
introduzido de uma maneira insuficientemente detalhada na proposta de programa, difusa e
erronea, ignorando, por exemplo, que o termo economia atdmica é usado para designar quer um
conceito, quer uma meétrica de verdura material, e que a metrificacdo da verdura material das
reacoes de sintese requer outras métricas.”®

Apesar da abordagem sugerida no programa curricular para este nivel de ensino (11.° ano) e, de
forma implicita, no Perfil do Aluno para o século XXI, na realidade ainda nao foi introduzida a
componente pedagdgica, baseada nos principios da QV, principalmente no que diz respeito a area
da seguranca nos laboratorios.* Segundo Machado (2018), a nivel do ensino secundario, o ensino
da QV podera realizar-se por via da incorporacdo de uma cultura de seguranca laboratorial. A
exploracdo e discussdo de cada um dos Doze Principios da QV conduzira os alunos ao
estabelecimento intuitivo de uma importante relacdo entre a QV e a seguranca laboratorial.

A esta deficiente abordagem, acresce que, de uma forma geral, os professores nao tém formacao
na area da QV nem conhecimento de ofertas de formacdo nessa mesma area, havendo
necessidade urgente de colmatar esta falha. Caso os docentes possuam o saber, a preocupacao
e 0 interesse necessarios, o tema QV pode facilmente ser introduzido desde o 7.° até ao 12.° ano

de escolaridade, dado que é um tema transversal a muitos contetdos da quimica.



Capitulo | - Introducao

2. A Quimica dos Pigmentos: Pigmentos Naturais de Origem Vegetal

0O mundo colorido deve-se, maioritariamente, as plantas, uma vez que estas sdo o0s principais
produtores de pigmentos. Os pigmentos vegetais estdo presentes nas folhas, frutas, vegetais,
flores, nos fungos e bactérias, assim como em outras estruturas de animais, nomeadamente a
pele e os olhos.”

Além dos pigmentos naturais, existem também aqueles que sao sinteticamente produzidos em
laboratério. Qualquer que seja a sua origem, eles estdo presentes na medicina, na alimentacao,
roupas, cosmeéticos entre outros produtos/atividades.

Para além da sua beleza, os pigmentos naturais tém uma importancia vital na nossa vida, sem os
quais, provavelmente, esta nao seria possivel. Como poderia existir a fotossintese sem as clorofilas
ou os carotenoides? Nos animais, como poderia o oxigénio ou o dioxido de carbono ser
transportado sem hemoglobina ou mioglobina? E conhecida a importancia das quinonas na
conversao da luz em energia quimica; o efeito de tela protetora da melanina no homem e outros
vertebrados; a fotoprotecdo dos olhos pelo betacaroteno; a atividade farmacologica de alguns
pigmentos, nomeadamente na prevencao do cancro, tal como o licopeno ou o betacaroteno, devido
ao seu efeito antioxidante.»

A cor das flores é tradicionalmente vista como uma forma das plantas atrairem polinizadores
pensando-se, inclusive, que ha diferentes preferéncias de cor por diferentes polinizadores, dado
gue o seu espetro de visdo também varia. 2 Para além disso, a polinizacao e as alteracdes dos
niveis de néctar disponiveis pelas flores estdo diretamente associadas as suas mudancas bruscas
de cor.z

A cor atrai os animais para que estes comam os frutos maduros, promovendo assim a dispersao
das suas sementes. A cor pode ser ainda uma medida da toxicidade de alguns tecidos, podendo
incluir-se, neste caso, os frutos ainda ndo amadurecidos. O contraste de cor com o fundo verde
da vegetacao serve também para atrair os insetos polinizadores.

Nas ceélulas das plantas superiores, os pigmentos fotossintéticos ocorrem nas estruturas
especializadas chamadas cloroplastos (Figura 1). Os pigmentos nao envolvidos na fotossintese
estdo normalmente localizados nos vacuolos, estruturas celulares que também servem de local

de armazenamento de agua e nutrientes.
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Parede

. Ntcleo
Vacuolo |

Cloroplastos

Figura 1:; Estrutura de uma célula vegetal .

As plantas, normalmente, produzem a cor através da sintese de pigmentos que absorbem luz em
diferentes comprimentos de onda do espetro visivel, sendo a cor percecionada por nos
determinada pela luz refletida.z

A cor observada é devida a uma estrutura especifica da molécula, chamada croméforo que, ao
captar energia, promove a excitacdo de um eletrao de uma orbital externa para outra de energia
mais elevada. A energia ndo absorvida ¢ refletida e/ou refratada para o olho que a transmite ao
cérebro, através de impulsos nervosos, podendo este interpreta-los como cor.

Os animais possuem fotorrecetores diferentes dos do homem e podem obter os efeitos de preto e

branco absorvendo ou refletindo luz na gama de comprimentos de onda visivel.z

2.1. Classificacdo dos Pigmentos

Os pigmentos naturais de origem vegetal podem ser classificados em funcao das suas
caracteristicas quimicas, em:

- Compostos heterociclicos com uma estrutura tetrapirrolica, como as clorofilas,

- Isoprendides ou terpendides, como os carotenoides ou as quinonas,

- Compostos heterociclicos, com anéis aromaticos e grupos substituintes hidroxilo (compostos
fendlicos), como os flavonoides,

- Compostos nitrogenados, como as betalainas.

No presente trabalho dar-se-a relevo aos pigmentos das familias carotenoides e flavonoides.
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2.1.1. Carotenoides

Os carotenoides, derivados dos isoprendides ou terpenoides, sdo biossintetizados por todas as
plantas fotossintéticas, protistas e bactérias heterotroficas, alguns fungos e alguns invertebrados.
S&o encontrados nos frutos vermelhos, amarelos e alaranjados e nos vegetais, como flores, raizes,
sementes e folhas verdes mais escuras (Figura 2). Também contribuem para a cor de insetos,

animais marinhos e passaros.2.

Figura 2 - Fontes naturais de carotenoides.>

Nas plantas superiores os carotenoides estao acumulados nos cloroplastos das plantas verdes,
onde ocorrem na sua forma livre ndo esterificada como misturas. Nas folhas verdes estes
encontram-se sempre associados a clorofila, pigmento de cor verde em contetdo elevado que
acaba por encobrir a cor dos carotenoides, observando-se os amarelos caracteristicos quando as
folhas envelhecem e as clorofilas se degradam.

0 mesmo acontece durante o amadurecimento das frutas, quando a cor verde da lugar aos
amarelos, laranjas e vermelhos dos carotenoides.

Nas flores foram identificados mais de 40 pigmentos exclusivos de pétalas e este nimero ascende
aos 70 pigmentos nos frutos.22 As flores de cor laranja forte podem conter licopeno, as de cor
laranja mais ténue podem ter betacaroteno e as flores amarelas (Figura 3) podem conter xantofilas
com elevado grau de grupos oxigenados.

Mais de 750 carotenoides foram identificados na natureza, contudo, apenas 50 estdo presentes
na dieta humana. Os mamiferos, incluindo os seres humanos, nao tém a capacidade de sintetizar
diretamente nenhum dos carotenoides, mas podem modificar os carotenoides presentes nas
plantas ingeridas através da alimentacao. Embora se saiba que algumas bactérias 0s possam
sintetizar, a microflora da maioria dos animais (com excecdo dos ruminantes) ocorre na parte
distal do trato digestivo, onde a absorcao dos carotenoides é quase inexistente. Todos os

carotenoides encontrados nos tecidos de mamiferos sao, portanto, derivados de fontes dietéticas.?
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(b)

Figura 3: Carotenoides dao cor amarela e laranja a: (a) Gerbera hibrida, (b) Liliurm, (c) Freesia.?

2.1.1.1. Estrutura Quimica de Carotenoides

Os carotenoides podem ser divididos quimicamente em duas grandes classes:

» Os carotenoides formados apenas por hidrocarbonetos insaturados, denominados carotenos,
tais como o licopeno, alfacaroteno e o betacaroteno.
Nestes carotenoides, as cadeias carbonadas presentes numa ou em ambas as extremidades
da molécula podem ser lineares ou ciclicas e ndo apresentam oxigénios.

» Os carotenoides oxigenados, denominados xantofilas, sao constituidos por um ou mais grupos
funcionais com atomos de oxigénio nos anéis terminais da cadeia, tal como a luteina ou a

criptoxantina.»#

Os carotenoides sdo substancias compostas por 40 atomos de carbono (C«) (tetraterpenos) em
estruturas formadas por 8 unidades isoprenoides (Figuras 4 e 5), cuja ordem é invertida no centro
da molécula (Cs).z O sistema extenso de ligacdes duplas conjugadas confere aos carotenoides cores

que se estendem do amarelo ao vermelho (licopeno) (380 nm até aos 500 nm).

AN

Figura 4 - Grupo isopreno (ip) caracteristico dos isoprenoides.

Todos os carotenoides podem ser considerados derivados do licopeno (Figura 5) (CwHss), um
carotenoide ndo ciclico que contém onze ligacdes duplas conjugadas, dispostas linearmente, e

constituido apenas por carbono e hidrogénio.
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Figura 5 - Estrutura quimica do licopeno, evidenciando as unidades isoprénicas.2

As diversas estruturas dos carotenoides sdo obtidas através de sistemas complexos de reacoes
quimicas, que incluem reacdes de ciclizacao, hidrogenacao, migracao de duplas ligacoes,
encurtamento ou alongamento da cadeia, rearranjo e isomerizacao ou a combinacao destes
processos.?

Os carotenoides podem ser lineares, como o licopeno (Figuras 5 e 7a), ou podem ter um anel
numa das extremidades da cadeia (Figura 6), como o y-caroteno, ou em ambas as extremidades

como o a-caroteno, B-caroteno, luteina (Figura 7 b,c) ou a B-criptoxantina.

Figura 6 — Grupos terminais da cadeia carbonada presentes na estrutura quimica de carotenoides.

O espetro de absorcdo de uma molécula de um dado carotenoide é determinado pelo seu sistema
poliénico conjugado e restantes caracteristicas estruturais. Cada ligacao dupla conjugada aumenta
0 comprimento de onda maximo de absorcdo em 7 a 35 nm.2

O betacaroteno (Figura 7b) é o carotenoide responsavel, por exemplo, pela cor laranja das

cenouras ou da abodbora. A deslocalizacao dos seus eletrdes, fracamente ligados, permite-lhe
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serem excitados por luz de energia relativamente baixa, absorvendo na zona do azul e chegando
aos nossos olhos com a cor laranja.

Pode ainda ser encontrado em muitos outros vegetais como a batata-doce e mesmo em legumes
verdes como os espinafres, couves ou brocolos. Também esta presente em diversas frutas como

manga, damasco e meldao e mesmo em produtos de origem animal como a gema de ovo.

(b)

CH,
1320 15 14 12 10
14 1y 13 w9 :
CH 3
202 19 H3?5- (1:7H 3

()

Figura 7 - Estruturas quimicas de carotenoides: (a) licopeno; (b) B-caroteno; (c) luteina.#

O betacaroteno apresenta atividade antioxidante e ¢ considerado um agente anticancerigeno,
ajudando a prevenir o cancro e outras doencas. Depois de ingerido é convertido no nosso corpo
em vitamina A e, por essa razao, é conhecido como precursor da vitamina A ou provitamina A.
Esta ¢ uma vitamina multifuncional com um papel chave em muitos processos fisiologicos, como
por exemplo, visdo, reproducao, crescimento embriondrio, diferenciacdo celular e funcao
cerebral.»# O betacaroteno é considerado a principal fonte dietética da vitamina A no corpo

humano.»
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O licopeno é o pigmento natural mais difundido e é responsavel pela cor vermelha de muitas
variedades de frutos, nomeadamente, tomate, laranja, papaia, goiaba e melancia (Tabela 1).

A sua estrutura quimica (Figura 7a) é a de um hidrocarboneto tetraterpénico, com treze ligacoes
duplas carbono-carbono, onze das quais conjugadas. O elevado grau de conjugacao faz com que

seja um dos antioxidantes naturais mais importantes.3

Tabela 1 - Conteudo de licopeno em frutas e vegetais.”

Licopeno

Material (mg/100 g base hiimida)

Tomate fresco 0,72-20

Melancia 23-7.2
Goiaba (rosa) 5,23 —5,50
Toranja (rosa) 0,35-3,36
Papaia 0,11-5,3
Cenoura 0,65-0,78

O licopeno é comercialmente disponibilizado na forma de extrato de tomate, ou em po obtido
através da sintese quimica. O licopeno natural é produzido, principalmente, por extracdo e
concentracdo da polpa de tomate cultivado especificamente para esse fim. Embora seja muito
caro, as tendéncias de mercado apontam para uma resposta crescente do licopeno natural devido
nao s6 a sua origem, mas também a presenca de outros pigmentos, tais como, betacaroteno,

fitoeno e o fitoflueno, que se acredita, atuarem sinergeticamente com o licopeno.=

2.1.1.2. Funcao dos Carotenoides / Papel na Saude Humana

A cor que os carotenoides proporcionam as flores, frutos, sementes e algumas algas, tem um
papel importante na reproducao dado que atraem insetos/animais que dispersam os polens,
sementes e esporos, tal como ja foi referido.

Tém também funcdes no processo de fotossintese assessorando as clorofilas na absorcao de luz
e exercendo um papel de fotoprotecdo contra os danos oxidativos.? Nos mamiferos sao
percursores da vitamina A e nos peixes sao essenciais nas respostas fototrdpicas (reacao a
estimulos luminosos).

A biodisponibilidade dos carotenoides presentes nas frutas, legumes e verduras é diferente, sendo

esta afetada pelas carateristicas do proprio alimento e sua matriz, pela relacédo
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tempo/temperatura, processamento dos alimentos, tipos de carotenoides (as xantofilas
apresentam uma biodisponibilidade superior aos carotenos), interacdes com outros carotenoides,
processos de absorcao, metabolismo e/ou transporte dos carotenodides.

Estudos epidemiolégicos tém mostrado que dietas ricas em frutas e verduras estdo associadas a
uma menor incidéncia de doencas cronicas e degenerativas, embora a prova definitiva de que
suplementos antioxidantes possam prevenir estas doencas nao tenha sido obtida ou
consistentemente suportada pelos testes de intervencao encontrados na literatura. Assim, apesar
de nao haver prova cientifica definitiva, é prudente e aconselhavel, em termos de satde publica,
aumentar o consumo de alimentos vegetais e seguir uma dieta similar a denominada “dieta do
Mediterraneo”. O efeito protetor desses alimentos tem sido atribuido, em parte, & presenca de
compostos antioxidantes, de entre os quais se destacam o betacaroteno, vitamina C e vitamina E,
além dos compostos fendlicos. Para além destes, também estdo presentes na dieta humana o
alfacaroteno, a luteina, a betacriptoxantina, a zeaxantina e o licopeno. A quantidade de licopeno
presente no sangue tem-se mostrado inversamente proporcional a incidéncia do tumor da prostata
e, por essa razao, é altamente procurado pelas industrias farmacéutica, alimentar e cosmeética.:

0 termo antioxidante tem natureza multiconceptual. No entanto, de maneira geral, ‘antioxidante’
pode ser definido como uma familia heterogénea de moléculas naturais, que quando estdo
presentes em baixas concentracbes relativamente as biomoléculas que supostamente
protegeriam, podem prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo.»

Nos antioxidantes naturais de baixo peso molecular (antioxidantes “quimicos”) devem incluir-se
algumas vitaminas (C, E e A), carotenoides, flavonoides, outros polifenois, furanoides e tidis.»

A melhor estratégia nutricional para promover a saude e reduzir o risco de doencas crénicas é a

obtencao de nutrientes de uma grande variedade de alimentos.

2.1.1.3. Extracao de Carofenoides

Os carotenoides sao pigmentos lipossoluveis e, normalmente, sao extraidos com solventes
organicos como o cloroférmio, hexano, acetona, benzeno ou éter de petréleo.=

No caso especifico do licopeno, por ser muito hidrofébico, € um pigmento muito insoluvel em
agua, etanol e metanol. As ligacdes duplas conjugadas tornam o pigmento instavel e sensivel a
luz, calor, oxigénio e acidos. Assim, a sua extracao em laboratdrio deve ser realizada em atmosfera

inerte e baixa luminosidade, devendo evitar-se 0 aquecimento das solucdes. Para evitar a sua
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oxidacao e isomerizacdo durante o processo de extracao, podem ser utilizados antioxidantes
(quinol) e /ou agentes neutralizantes, como por exemplo o carbonato de calcio.

Depois da extracdo, alguns autores recomendam fazer a saponificacdo para a remocdo de outros
lipidos nao desejaveis, clorofilas ou impurezas, uma vez que, em geral, o licopeno é estavel em
meio alcalino. A purificacdo das fracdes obtidas pode ser realizada através de cristalizacdes

fracionadas com éter de petroleo ou acetona, a baixa temperatura.z

2.1.2. Flavonoides

Os flavonoides constituem a classe mais importante de pigmentos florais de plantas fendlicas. Sao
compostos de baixo peso molecular largamente distribuidos nas folhas, sementes e pétalas.
Protegem as plantas contra a radiacdo ultravioleta, agentes patogénicos e predadores, e atuam
como agentes antioxidantes e quelantes de metais.*

As flores possuem diferentes classes de flavonoides que atuam, fundamentalmente, como
pigmentos e copigmentos, contribuindo para as diferentes cores das pétalas. Sao normalmente
encontrados nos vacuolos das células das plantas verdes superiores nao havendo, no entanto,
evidéncias de participacao direta na fotossintese. E conhecido o seu papel na regulaco dos genes

das plantas e no metabolismo de crescimento.

2.1.2.1. Estrutura Quimica de Flavonoides

Quimicamente, os flavonoides sao caraterizados pela presenca de uma estrutura comum
constituida por dois anéis aromaticos ligados por um anel heterociclico (C6-C3-C6) que
determinam o nucleo flavanico (Figura 8).

Os dois anéis aromaticos A e B possuem um ou mais grupos hidroxilo, ligados frequentemente
nas posicoes 3, 5, 7, 3', 4’ e 5, podendo ser metilados, acilados ou sulfatados, obtendo-se assim
uma grande diversidade destes compostos. Quando se formam os flavonoides glicosilados, as
ligacoes glicosidicas encontram-se normalmente nas posicoes 3, 5 ou 7.2

A unidade C (C3), pode surgir na natureza em cadeia aberta (chalconas e di-hidrochalconas) ou
na forma de um anel heterociclico de pirano (antocianinas, flavanonas, flavonas e flavonois).

As di-hidrochalconas e as flavanonas sdo menos comuns relativamente as flavonas e flavonois.
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Figura 8 - Representacéo da estrutura quimica de um flavonoide.

Os sistemas aromaticos conjugados levam a uma intensa absorcao na regido ultravioleta e visivel
do espetro, na zona de comprimentos de onda de 250 a 270 nm, 330 a 350 nm e 520 a 550
nm. 22

Estudos realizados mostram que os resultados benéficos dos flavonoides para a saude sao
atribuidos ao seu poder antioxidante e quelante, tendo demonstrado uma capacidade particular
para inibir a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) levando a efeitos

cardioprotetores.=

2.1.2.2. Antocianinas

As antocianinas (do Grego anthos, flor; Ayanos, azul), terminologia usada inicialmente para
descrever o pigmento azul da Centaurea cyanus, representam, juntamente com os carotenoides,
a maior classe de pigmentos do reino vegetal.® Encontram-se largamente distribuidas em raizes,
caules, folhas, flores e frutos de plantas superiores.

Constituem o maior grupo de flavonoides e sdo responsaveis pela diversidade de cores do reino
das plantas, como por exemplo, macas, amoras, rabanetes, beringelas, uvas e morangos, sendo
também generalizada a sua presenca como corante vermelho nos sumos de frutos, vinho e
geleias.®

As antocianinas formam o grupo mais importante de pigmentos de facil incorporacdo em meio
aquoso, tornando interessante o seu uso como corantes naturais soluveis em agua.* Sao visiveis
ao olho humano pelo facto de absorverem a luz na regiao visivel do espetro, proporcionando uma
ampla gama de cores que vao desde o laranja brilhante, vermelho, carmim, malva, magenta,
purpura, roxo e azul, dependendo das condicdes do meio onde se encontram, nomeadamente,

pH, luz, temperatura, copigmentacéo e a presenca de oxigénio.”
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As antocianidinas sao derivados poli-hidroxiladas e/ou polimetoxiladas do catido flavilio (Figura 9),
gue tomam a designacdo de antocianina quando um ou mais grupos hidroxilo formam ligacdes

glicosidicas com unidades de acucar.

Rt - H, OH ou OMe
R: - H, OH ou OMe
R: — H ou acucar
R+ — H ou acucar

Rs — H ou acucar

(b)

Figura 9 - (a) Estrutura basica de antocianinas com a indicacdo da numeracao dos atomos de carbono; (b)

Grupos substituintes.®

Das 17 antocianidinas conhecidas, apenas 6 (Tabela 2) séo identificadas em plantas superiores:
Pelargonidina (Pg), Peonidina (Pn), Cianidina (Cy, Figura 10), Malvidina (Mv), Petunidina (Pt) e
Delfinidina (Dp).* Estas seis principais antocianidinas derivam do catido flavilio por adicao de
grupos substituintes hidroxilo, e metilacdo destes hidroxilos, nas posicdes 3' e 5" do anel B,

possuindo todas um grupo OH na posicao 4’z

Tabela 2 - Estruturas de antocianidinas comuns a partir do catiao flavilio. 2%

Estruturas das AnsNM)

Antocianidina antocianidinas naturais Cor visivel fom MeOHHCD
R: R:

Pelargonidina H H Vermelho, laranja, salmao 520
Cianidina OH H Magenta, carmesim 535
Peonidina OMe H Magenta 532
Delfinidina OH OH Purpura, azul, malva 546
Petunidina OMe OH Purpura 543
Malvinidina OMe OMe Purpura 542

Os grupos hidroxilo livres, nas posicdes 5,7 e 4’ sao essenciais para a formacao da cor dos

pigmentos de flores e frutos
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Figura 10 - Estrutura da cianidina como exemplo de uma antocianidina.

As antocianinas diferem entre si, ndo sé pelo nimero de grupos hidroxilo e/ou metoxilos presentes
nos trés anéis, mas também pela natureza, nimero e posicao de acucares ligados a estrutura e
pela natureza e numero de acidos aromaticos ou alifaticos ligados a molécula de acucar (Figura
12).»

As classes mais importantes de glicosideos sao os 3-monoglicosideos e os 3,5-diglicosideos e
ainda, menos frequentemente, os 3,7-diglicosideos. Os aculcares presentes sao, principalmente,
moléculas de glucose, galactose, ramnose e arabinose.

A par da adicao das moléculas de acucar, ocorre frequentemente a adicao de grupos acilo: acidos
aromaticos, como o acido paracumarico, cafeico ou ferulico (acidos hidroxicinamicos) ou os acidos
alifaticos, como o acido acético, oxalico ou malonico (Figura 11). Pode acorrer a acilacao aromatica

e alifatica na mesma molécula, formando-se estruturas poliaciladas.:#

o o |

[ NN,
Ho” " om

HO

(a) (b)

Figura 11 - Acidos comuns que se ligam as antocianinas glicosadas:(a) acido malonico;(b) Acido p-

cumarico.®

As antocianidinas glicosadas (antocianinas) mais comuns na natureza sdo a cianidina, a
aelfinidina e a pelargonidina, sendo as antocianinas 3-glucosideo mais difundidas do que as

antocianinas 3,5-diglicosideo ou 3,7-diglicosideo.® A estrutura quimica da figura 12 é um exemplo
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de uma antocianina diglicosilada, com uma molécula de acido malonico ligada pela unidade de

glucose do carbono-3 da antocianina.

OH
OH

+
HO 0 X OH

HO OH

0 OH
HO

OH 0

Figura 12 - Estrutura quimica da antocianina deffinidina-3-malonilglucosideo-5-glucosideo.”

As antocianinas podem sofrer hidrélise acida para se transformarem na sua correspondente

antocianidina (Figura 13).

OH
OH
2 MHCt H i O
RSO Ol
refluxo # OH OH OH
OH " o %
Delfinidina OH

OH OH

galactose

OH Od

delfinidina-3-galactosideo

Figura 13 — A delfinidina-3-galactosideo e os produtos da sua hidrolise: a delfinidina (antocianidina) e a

galactose.®

Em geral, as antocianidinas s@o menos sollveis comparativamente ao seu glicosideo.*
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As antocianinas sdo sensiveis as variacdes de pH, as quais afetam diretamente a cor e a sua
estabilidade quimica, potenciando o seu uso como indicadores acido-base naturais.

A maior parte das antocianinas ocorrem em meio aquoso como uma mistura de quatro espécies
moleculares em equilibrio, o catido flavilio (AH+) e as estruturas secundarias: a base anidra
quinoidal (azul), a pseudobase carbinol (incolor) e a chalcona (incolor ou levemente amarela)

(Figura 14).7+

Figura 14 - Transformacao estrutural de antocianinas: pelargonidina 3-glucosideo em solucao aquosa a
diferentes valores de pH. (a) catido flavilio (cor vermelha); (b), (c), (d) bases quinoidais (cor azul);
(e) pseudobase carbinol (incolor); (f) pseudobase chalcona (incolor ou levemente amarela) (pH

>7).36

Em solucdes acidas (pH<2), a estrutura quimica dominante é o catido flavilio, de cor vermelha
(Figura 14, a). Com o aumento do valor de pH, ocorre uma rapida desprotonacao do catiao flavilio
e ha o deslocamento do equilibrio para trés possiveis estruturas quinoidais de cor azul (Figura 14
b, ¢ ou d).»7«

O catido flavilio (a) sofre hidratacdo, normalmente no C-2, para gerar uma pseudobase carbinol
(e) que sofre a abertura do anel pirano por aumento adicional de pH (pH >7) para dar uma
chalcona (f). Esta conversao pode levar a destruicdo da antocianina.* Assim, em solucdo aquosa,
a hidratacao do catido flavilio leva ao desaparecimento da cor e ao estabelecimento de um
equilibrio entre as formas carbinol e a chalcona (Figura 14; e,f). A temperatura ambiente e em
meio levemente acidificado, o equilibrio entre as formas carbinol e chalcona podera ser muito

lento. O aumento da temperatura desloca o equilibrio na direcao da formacao da chalcona.+
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2.1.2.3. A Copigmentacédo de Flavonoides/Anfocianinas

A copigmentacao ¢ um fendmeno que leva a alteracao ou intensificacdo da cor dos pigmentos. Os
copigmentos sao em geral incolores, mas quando presentes em solucdes antocianicas levam a
interacdes que produzem efeitos hipercromicos ou desvios batocrémicos no espetro de absorcao
(UV-Vis). Os copigmentos podem ser, por exemplo, flavonoides, alcaloides, metais, acidos
organicos ou outras antocianinas.®

As flavonas, flavonois e seus glicosideos apresentam cores que variam do branco ao amarelo e
diferem das antocianinas pela presenca de um grupo carbonilo em C-4. A principal diferenca entre
estes dois tipos de pigmentos é a presenca do grupo OH no C-3 dos flavonois.# As flavonas, que
podem apresentar uma cor que vai do amarelo palido ao amarelo brilhante, e os flavonois, que
sao incolores ou amarelo palido, podem atuar como copigmentos das antocianinas. No caso dos
flavonois, estes podem alterar a cor final da flor pelo facto de serem amarelos e de se misturarem
com o vermelho das antocianinas, resultando um tom alaranjado. Os complexos formados com
os flavonois absorvem fortemente luz na regido ultravioleta, podendo aparecer coloridos para os
insetos que possam ver nesta zona do espetro. Por outro lado, os flavonois podem competir com
as antocianinas durante o processo de sintese, diminuindo a concentracao final das antocianinas.z
Assim, as antocianinas coloridas (Figura 15) presentes nas pétalas encontram-se, quase
invariavelmente, acompanhadas pelos incolores flavonois e flavonas, que funcionam como
copigmentos, sendo, por isso, essenciais para a cor que apresentam, para além de as protegerem
contra a degradacéo.”

A maioria das delfinidinas glicosideas sado de cor malva e, em geral, a mudanca para a cor azul
requer a presenca de flavonas como copigmentos e, ocasionalmente, de um ou mais catides

metalicos.x

(a) (c) (b)

Figura 15 - Antocianinas d&o cor rosa, magenta e purpura a (a) Pelargonium (pelargonidina);

(b) Antirrhinum majus (cianidina) e (c) Petunia hibrida (delfinidina e petunidina).
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Para além da copigmentacao e da variacao do pH do meio, outros fatores podem contribuir para
a menor estabilidade das antocianinas, levando a sua degradacdo, nomeadamente, a presenca de

luz intensa, temperatura superior a 25 °C, a presenca de metais e do oxigénio molecular.

2.1.2.4. Extracdo e Separacdo de Flavonoides e Antocianinas

Dentro das varias classes de flavonoides as antocianinas sao de facil identificacdo por serem
coloridas ao contrario dos flavonoides incolores.

Um aspeto preliminar importante na extracéo dos flavonoides é a selecao dos solventes. Esta tem
de ser feita de acordo com as propriedades do(s) soluto(s) que se pretende(m) extrair.

Assim, agliconas mais polares ou flavonoides glicosilados, normalmente estaveis, podem ser
extraidos a partir da planta seca e moida, a frio ou a quente, com alcoois puros, ou em misturas
agua/alcool, como por exemplo agua/metanol ou agua/etanol, ou ainda em misturas de alcool/
acetona (1:5 a 1:1). Se a planta for fresca a quantidade de agua pode ser reduzida (1:5).44

Para a extracao das antocianinas, realiza-se repetidamente a trituracao e maceracdo em metanol
ou etanol na presenca de pequenas quantidades de acido cloridrico (HC£) (0-10%) e a temperatura
ambiente. Devido a toxicidade do metanol, o etanol é o solvente preferido. A utilizacdo de uma
elevada concentracado de acido cloridrico pode levar a degradacdo do pigmento. Esta degradacao
pode evitar-se com a adicdo de acidos mais fracos como o acido acético, citrico ou tartarico. Em
algumas plantas também pode ser considerada a adicdo de agua (10-50%) para extracao
completa. ¥4 Verificou-se experimentalmente que a extracdo com agua sulfurada (1000 ppm SO.)
foi mais eficiente que a extracdo com a mistura de etanol, acido acético e agua porque,
possivelmente, as antocianinas interagem com os ides HSOs da solucdo, aumentando a
solubilidade e difusdo das antocianinas através da parede celular.*

A acetona também pode ser utilizada como solvente de extracao. Em comparacao com o método

do metanol acidificado, a acetona possibilita maior eficiéncia e uma extracdo mais reprodutivel.

2.2. Extracao e Separacao de Pigmentos — Trabalhos Direcionados Para o Ensino

Os trabalhos publicados na area dos pigmentos naturais sdo muito centrados na extracdo dos
pigmentos para fins comerciais € mostram que esta é uma area de interesse crescente para as
industrias alimentar e da salde, no entanto, sdo limitados os trabalhos publicados no ambito da

extracao e separacao cromatografica de pigmentos de pétalas e frutos, com finalidades didaticas.

25



Capitulo | - Introducao

A extracado e separacao das clorofilas e carotenoides presentes em folhas verdes constitui a
atividade didatica mais descrita por diversos autores,*s mas sao ainda poucos os trabalhos
desenvolvidos no ambito da extracdo e separacdo cromatografica de carotenoides e flavonoides,
para levar a cabo em sala de aula.

Goodrich et a/(1992)= propdem a realizacdo de uma experiéncia em microescala para a separacao
e analise dos carotenoides betacaroteno e licopeno do concentrado de tomate. A separacao foi
realizada através de uma coluna de cromatografia utilizando a alumina como fase estacionaria e
a analise foi realizada por espetrofotometria de UV-VIS. Nesta atividade, uma amostra de pasta de
tomate foi extraida com uma mistura de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (50:50). Os extratos
liquidos obtidos, apos filtracdo, foram combinados e lavados seguidamente com solugdes de
cloreto de sddio, carbonato de potassio e agua. A fase organica foi tratada com sulfato de sédio
anidro e, apos concentracdo sobre vacuo, o extrato foi aplicado numa coluna de cromatografia
previamente empacotada com alumina, a seco ou macerada numa mistura de éter de
petroleo/acetona 40-60 °C (99:1). O betacaroteno foi eluido da coluna com a mistura éter de
petroleo 40-60 °C/acetona (99:1) e a eluicao do licopeno ocorreu com 0s mesmos solventes, na
proporcdo 90:10.

Silveira & Evans (1995)s aplicaram a cromatografia F/ash a separacao de licopeno e betacoreteno
da papa de cenoura e da pasta de tomate. Este método é apresentado como uma alternativa ao
método classico da cromatografia em coluna, na medida em que prevé a diminuicdo do tempo
necessario a realizacao de todo o processo e uma menor decomposicao dos carotenoides, dado
que ficam menos sujeitos a exposicdo prolongada a luz, oxigénio, solventes e adsorventes. Nesta
atividade, fez-se uma desidratacao prévia da mistura da papa de cenoura para bebé e da pasta de
tomate por maceracdo da suspensdo em etanol a 95% durante, pelo menos, 5 minutos. Apds
eliminacao do etanol, através de uma filtracdo a vacuo, o residuo espremido e seco foi extraido
com diclorometano sob refluxo. Em seguida, o solvente foi recuperado através da filtracao a vacuo
e a amostra foi submetida de novo a extracdo. O processo repetiu-se mais duas vezes. Apos a
lavagem das fases organicas resultantes com a salmoura e secagem com sulfato de sodio anidro,
a solucao foi filtrada e seca em evaporador rotativo. O residuo solubilizado em éter de petrdleo de
baixo ponto de ebulicao foi guardado em local escuro.

Para o empacotamento da cromatografia em flash, a fase estacionaria utilizada foi a alumina
lavada com acido e éter de petrdleo sob pressurizacao com ar comprimido, e o eluente foi depois

recolhido e reutilizado. Apds a aplicacdo da amostra, o betacaroteno foi eluido com uma mistura
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de 2% de diclorometano em éter de petroleo 30-60 °C. A fracdo do licopeno foi eluida com
diclorometano puro.

Okumura et a/ (2002)+, baseados no procedimento de Harborne, realizaram a extracdo de
pigmentos a partir de pequenas quantidades de flores por imersdo e maceracdo numa solucado
etanolica de HCL (1 %) durante 40 minutos a 80 °C e evaporaram o solvente & temperatura
ambiente. Para maiores quantidades, é recomendada a extracao em etanol, durante 48 h, e a
remocao do solvente sob vacuo. Este procedimento leva a hidrolise dos acucares, obtendo-se as
antocianidinas. Para obtencao das antocianinas, a extracao deve ser realizada com metanol, sem
acido e sem aquecimento. O eluente utilizado na camara de cromatografia, para o desenvolvimento
dos cromatogramas, foi a mistura BAW [butanol, acido acético, agua (4:1:5)].

Jie Zhu ef a/(2008)= desenvolveram um método de extracdo que consideram ser ambientalmente
benigno, extraindo o licopeno do molho de tomate sem recurso a solventes organicos. Utilizam um
surfactante, CPS (do inglés, copolimero de rbutilacrylate, styrene e acrylic acid), preparado na
forma de emulsao, a qual se juntou o0 molho de tomate. A mistura é colocada num balzdo de fundo
redondo, equipado com um condensador e um controlador de ebulicdo, e é refluxada em banho
de 6leo a 120 °C durante 30 min. Arrefece-se a mistura até a temperatura ambiente e remove-se
o residuo sélido através de uma filtracdo a pressao reduzida. O filtrado ¢ acidificado com acido
fosforico (85%) até pH=1. O precipitado rosa de licopeno é removido através de uma filtracao por
gravidade. O filtrado pode ser reutilizado de novo como emulsdo, através de uma alcalinizacdo
com uma solucao de hidroxido de sodio até pH=9.

Miller & Vaughan (2009)= propdem a exploracdo da estabilidade do licopeno através de uma
experiéncia laboratorial preparada para alunos de 13 ou 14 anos, a realizar em 2 ou 3 sessdes
experimentais, sendo cada sessao de cerca de 3 h. A extracdo dos carotenoides ¢ realizada sobre
o tomate fresco (ou em pasta), lavado e cortado em pedacos pequenos. E levado a um
homogeneizador de tecidos celulares e, de seguida, extraido com 2 volumes de cloroférmio. Apos
15 minutos é feita uma filtracao a vacuo (se for usada pasta de tomate e se a massa do extrato
de material for inferior a 300 g podera ser usada uma centrifugacao a baixa velocidade). Leva-se
o0 extrato a secar em evaporador rotativo e o residuo resultante é dividido em 3 porcées para a
analise em HPLC e para o estudo da influéncia da luz sobre os carotenoides.

Dias e Ferreira (2015)* apresentaram uma abordagem simples e ecoldgica capaz de separar
clorofilas, carotenoides e flavonoides de folhas frescas, verdes e vermelhas, de Stromanthe

sanguinea. Investigaram a utilizacao de adsorventes nao toxicos para aplicacao em técnicas de
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cromatografia em coluna e em papel, como por exemplo, o amido de batata, e a utilizacdo de
solventes menos nocivos, todos materiais de uso do quotidiano. Na preparacéao do extrato cortaram
folhas frescas em pequenos fragmentos e esmagaram num almofariz com um pildo. A extracao
dos pigmentos foi obtida por maceracdo em acetona e, apos filtracdo, o extrato bruto foi tratado
com um agente exsicante (sulfato de sédio anidro ou cloreto de sédio). Apos eliminacdo do sal por
filtracdo, adicionaram fécula de batata comercial a uma porcéo da solucao filtrada e verificou-se a
evaporacdo completa da acetona ao fim de cerca de 5-10 minutos. Para a separacdo dos
pigmentos, o extrato solido obtido foi aplicado diretamente numa coluna constituida por uma
seringa descartavel de 20 mL, empacotada com fécula de batata até cerca de 3/4 da sua
capacidade. Apos a pré-eluicao da coluna com éter de petrdleo, colocaram o extrato sobre a parte
superior da fécula e procederam a eluicdo com uma série de misturas de solventes organicos de
polaridade crescente (série eluotropica). O éter de petréleo 40-60 °C eluiu o betacaroteno; as
misturas éter de petréleo 40-60 °C/acetona (90:10 e 75:25) separam as xantofilas e clorofilas a
e b; e 0 etanol deslocou as antocianinas presentes. A composicao do extrato liquido foi analisada
através da cromatografia em papel, usando como fase movel uma mistura de éter de petroleo 40-

60 °C e acetona (90:10).

3. Separacéo e Identificacdo de Pigmentos por Técnicas de Cromatografia

3.1. Principio da Cromatografia

Os métodos cromatograficos sao largamente aplicados na separacéo e identificacao de pigmentos.
Cromatografia em papel (CP), em camada fina (TLC), em coluna aberta (CC) e de elevado
desempenho (HPLC), por exemplo, sdo técnicas de aplicacdo comum.

As técnicas de cromatografia foram desenvolvidas para analise e separacdo de um vasto e variado
numero de componentes organicos e inorganicos. Para além de identificar a presenca ou auséncia
de compostos, elementos ou ides numa amostra (analise qualitativa), permite também fazer a
determinacéo quantitativa da composicao quimica de uma mistura.”

E uma técnica de separacdo especialmente adequada para ilustrar os conceitos de interaces
intermoleculares, polaridade e propriedades de funcdes organicas.

Os principios basicos da cromatografia baseiam-se nas diferentes tendéncias que os componentes
de uma mistura apresentam para serem adsorvidos numa superficie, ou dissolvidos num
solvente.® A separacao cromatografica resulta da particao dos componentes de uma mistura entre

duas fases, a fase estacionaria, mantida em geral numa posicao fixa, e a fase mével que se move
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através desta, numa dada direcao. As propriedades destas duas fases determinam a sua interacao
com os constituintes da mistura e sdo a base da separacao.®

A migracdo diferencial dos componentes que surge do movimento dos solutos entre as fases
movel e estacionaria, depende das propriedades fisico-quimicas das substancias e do sistema
cromatografico. Este movimento é governado por interacdes reversiveis delicadas determinadas
pela polaridade dos solutos, natureza da fase estacionaria e solubilidade das moléculas nas duas
fases. A massa molecular, a geometria e tamanho das particulas, sdo também alguns dos fatores

que irdo influenciar a distribuicao dos solutos entre a fase moével e a fase estacionaria.®

3.2. Classificacdo dos Métodos Cromatograficos

De entre as varias classificacdes existentes para os métodos cromatograficos, a classificacéo que
diz respeito a natureza da fase moével assume maior importancia. Assim, o nome do método
cromatografico pode ser definido como cromatografia gasosa ou cromatografia /iguida, consoante

a fase movel seja gasosa ou liquida (Figura 16).

Cada um destes métodos pode ainda ser dividido de acordo com a natureza da fase estacionaria.
Se a fase estacionaria sélida tem propriedades de adsorcdo ¢ chamada de cromatografia de
adsorcdo e se a fase estacionaria € um liquido suportado numa matriz inerte o processo é

denominado cromatografia de particdo.®

A cromatografia também pode ser classificada em funcédo do suporte da fase estacionaria. Assim,

e no que diz respeito a cromatografia liquida, esta pode ser realizada em:

» Coluna. a fase estacionaria € empacotada numa coluna de vidro, plastico ou metal, chamada
coluna de cromatografia, ao longo da qual o fluxo de solventes é levado a cabo por simples
interacao gravitica (cromatografia de baixa pressdo ou cromatografia liquida cldssica), ou por
acao de uma forca mais intensa gerada por uma bomba (cromatografia de alta presséo ou

cromatografia liquida de alta precisao).

» Planar. a fase estacionaria presente numa folha de material celulésico, como o papel
{cromatografia em papel) ou numa camada adsorvente, fina, espalhada numa folha de vidro,

plastico ou aluminio (cromatografia em camada fina).s
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Cromatografia Gas-Sélido

. Fase estaciondria solida =>
Cromatografia ! .

cromatografia de adsorcao
Gasosa

Fase mével: gas Cromatografia Gas-Liquido

Fase estacionaria liquida =>

cromatografia de particao
Cromatografia

Cromatografia Liquido-Sélido
Cromatografia Fase estacionaria sélida =>

L Liquida cromatografia de adsorgdo

Fase movel: liquido

Cromatografia Liquido-Liquido

— Fase estacionaria liquida =>
cromatografia de particao

Figura 16 - Classificacao geral dos métodos cromatograficos em funcao da natureza das fases movel

e estacionaria (adaptado).®

A classificacdo também pode ser uma referéncia a forma como a fase mdvel flui. Neste caso,
incluem-se a cromatografia a uma e a duas dimensdes e a cromatografia radial.«

Tal como ja foi referido, as separacdes cromatograficas dependem das interacdes entre os
componentes da amostra, a fase estacionaria e a fase movel. Dependendo do tipo de interacdes
gue possam ocorrer entre 0s solutos e a fase estacionaria, estabelecem-se aqueles a que se
chamam modos ou mecanismo de separacdo que, por si mesmos, podem formar uma base de
classificacdo: cromatografia de adsorcdo, particao, permuta ionica, permeacdo em gel, exclusdo
molecular ou afinidade.s

Finalmente, a técnica cromatografica pode ser classificada de acordo com a forma de introduzir a
amostra na fase estacionaria e a forma como esta vai migrar através do sistema, originando as
denominacdes de cromatografia de desenvolvimento, eluicdo (as mais comuns), deslocamento e
analise frontal.

As separacdes cromatograficas, dos pigmentos, desenvolvidas neste trabalho, ocorreram por
mecanismos de adsorcao e particao, pelo que se passam a descrever em detalhe estas duas

técnicas.
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3.2.1. Cromatografia de Adsorcdo em Coluna; Cromatografia Liguido-Sélido.

Na cromatografia de adsorcdo os componentes da mistura sao adsorvidos por uma fase
estacionaria sélida. O fracionamento de misturas contendo espécies nao ioénicas, sollveis em
solventes organicos, €& essencialmente determinado por diferencas de polaridade dos
componentes da mistura a separar.

Se 0 adsorvente & um material polar, as moléculas nao polares como, por exemplo, 0s
hidrocarbonetos terao pouca afinidade pela superficie adsorvente e nao irao ficar retidas. Ao
contrario, as moléculas com grupos funcionais polares irao ter uma forte afinidade com o
adsorvente e estabelecer interacdes fortes, ficando adsorvidas.

Cada soluto adquire o seu proprio equilibrio entre a adsorcao sobre a superficie do solido e a sua
solubilidade no solvente. A espécie menos soluvel no solvente, ou melhor adsorvida pela fase
estacionaria, move-se mais lentamente, resultando numa separacdo em bandas onde se
concentram os diferentes solutos.

Dado que as forcas entre as moléculas dos solutos e adsorvente dependem dos efeitos de
polaridade, a cromatografia por adsorcdao é mais indicada para a separacdo de misturas de
moléculas de diferentes polaridades, por exemplo alcoois, cetonas ou ésteres, do que para a
separacao de membros de séries homologas onde os efeitos da adicdo de um grupo — CH-- na
cadeia hidrocarbonada produz diferencas pouco significativas nas forcas intermoleculares.s

A ordem de eluicdo de moléculas polares numa fase estacionaria polar obedece a ordem de
polaridade dos grupos funcionais dos solutos: hidrocarbonetos < hidrocarbonetos halogenados <
éteres < aminas terciarias < ésteres < cetonas, aldeidos < aminas primarias < amidas < alcoois <
acidos carboxilicos.¢!

Para os adsorventes apolares a ordem sera inversa.

3.2.2. Cromatografia de Particdo Planar

A cromatografia em papel e a cromatografia em camada fina sdo exemplos de cromatografia de
desenvolvimento que ocorre por um mecanismo de particao de solutos, que é baseado nas
diferencas de solubilidade dos componentes na fase estacionaria liquida e na fase moével liquida.=
0 movimento da fase mével através da fase estacionaria ocorre por acédo capilar, de acordo com
as afinidades dos componentes, e permite o desenvolvimento do cromatograma. Observa-se a

separacao diferencial dos diferentes componentes ou solutos ao longo da fase estacionaria.
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Normalmente, o liquido fixado na matriz estacionaria ¢ agua ou outro solvente polar. Por exemplo,
a natureza celulésica do papel permite-lhe absorver quantidades apreciaveis de agua, que ira
constituir a fase estacionaria liquida e ira interagir com a fase movel, também liquida. Os
componentes da amostra sao distribuidos entre a fase estacionaria e a fase moével, migrando mais
lentamente aqueles que apresentam maior capacidade para formar ligacdes de hidrogénio com a
agua.e

Se 0s componentes separados ndo sdo visiveis no papel deve-se, por exemplo, pulverizar com um
componente que o torne visivel ou observar a luz ultravioleta.

A razdo entre as distancias percorridas pelos solutos, desde o ponto de partida até a frente do

solvente, carateriza a posicao de cada componente e € dada pelo Fator de Retencéo, R::

distancia percorrida pelo soluto

f = . " . .
distancia percorrida pelo solvente

Os valores de R sao sempre inferiores a unidade. A distancia que cada soluto percorre ao longo
do papel, deveria corresponder sempre a mesma fracao da distancia percorrida pelo solvente, ou
seja, o valor de R deveria ser constante para esse mesmo soluto. Contudo, a posicao do soluto
raramente corresponde a um ponto, mas sim uma mancha e nesse caso considera-se o valor da
distancia percorrida pelo soluto desde o ponto de aplicacao até ao ponto médio da mancha. Se a
mancha do soluto & pequena ocorreu uma separacao nitida, mas se a mancha é extensa, a

separacao é difusa e o resultado da separacéo sera inadequado para a analise quantitativa.®

3.3. A Fase Estacionaria: O amido

Os adsorventes utilizados na fase estacionaria distinguem-se em adsorventes polares, como o
oxido de ferro(ll), oxido de aluminio, silica gel e hidratos de carbono (amido, acucar, celulose) e 0s
adsorventes ndo polares como: carvao ativado e algumas resinas organicas.®

Neste trabalho, a fase estacionaria utilizada foi 0 amido, dando seguimento ao trabalho ja iniciado
por Dias (2015)#%, concretizando-se assim um dos objetivos propostos que foi a utilizacao de
materiais acessiveis e ecologicos.

O amido (CeHwOs)» ¢ um hidrato de carbono comestivel, renovavel e biodegradavel, cuja
cristalinidade granular e a elevada massa molecular o tornam num polimero bastante inerte.s
Depois da celulose é a biomolécula mais abundante da Terra, constituindo uma fracdo importante

da alimentacao do Homem e a maior reserva de energia das plantas.s ¢
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Os graos de amido podem ser isolados de raizes, folhas, tubérculos, sementes, frutos e polen,
porém, as principais fontes comerciais sdo milho, batata, arroz, trigo, mandioca, aveia, ervilha,
cevada, etc.®

Industrialmente o amido pode ser extraido e refinado por processos de moagem humida,
peneiracdo e secagem. Pode ser usado tal como é extraido da planta (amido nativo) ou apés sofrer
uma ou mais modificacdes quimicas, para alcancar propriedades especificas (amido modificado.*
Apds extracdo da planta, o amido torna-se num pé de farinha branco, insoluvel em agua fria.
Dependendo da sua origem botanica, o amido pode apresentar propriedades diferentes, tais como:
forma, tamanho, composicao, distribuicéo e cristalizacao dos granulos.

Microscopicamente, o po é constituido por granulos brancos, de diametro entre 2 a 100 um e
densidade relativa 1,5.¢ Os formatos podem ser regulares (por exemplo: esférico, ovoide ou

angular) ou bastante irregulares (Figuras 17 e 18).

R::;:.?:;J:::g:ﬂ Amido de mandioca

5 - 25um Oval 5 - 35um

Amido de trigo
Redonda, eliptica
2 - 35pm

Figura 17 - Formas dos granulos de amido de diferentes origens vegetais.®

O amido é biossintetizado e armazenado pelas plantas na forma de pequenos granulos
semicristalinos sendo estes, basicamente, constituidos por duas macromoléculas glicosidicas, a

amilose e a amilopectina, polimeros que nado existem livres na natureza.s

Figura 18 - Fotomicrografia de granulos de amido de batata.®
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A amilose (Figura 19) é um polimero linear constituido por unidades de D-glucose, estabelecendo
entre si ligacdes o-glicosidicas nas posicdes 1,4. O numero de unidades de glucose por cada
molécula de amilose pode variar entre 500 a 5000 unidades, tendo tendéncia a formar estruturas
helicoidais. A amilopectina (Figura 20) é uma estrutura altamente ramificada, de 20 a 25 unidades
de glucose unidas por ligacdes D-a-(1—4) na cadeia linear (como na amilose), e interligadas por
ligacbes D-a-(1—6) em ramificacdes que ocorrem, aproximadamente entre cada 22 unidades de

glucose. &

CH,OH CH,OH CH,OH
H H H

Figura 19 - Estrutura quimica da amilose.”

CH,OH

H OH OH

H H OH

Figura 20- Estrutura quimica da amilopectina.s

Na maioria dos tipos de amidos comuns, o peso percentual da amilopectina estara entre 72 e 82
% e da amilose entre os 18 e 28 %.5 O amido de batata, por exemplo, pode apresentar, em média,
entre 11,9 % a 20 % de amilose, no entanto, varios fatores podem influenciar estes valores,
nomeadamente a estado de desenvolvimento da planta/tubérculo.e

Os granulos de amido sdo compostos por estruturas lamelares nas quais alternam regides
cristalinas e regides amorfas (Figura 21). As regides amorfas contém zonas menos ordenadas de

ramificacOes rigidas de amilopectina e amilose/amilopectina.
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Anel de crescimento Anel de crescimento amorfo
Lamela

cristalino i 7
amorfa Lamela cristalina

Hélice dupla

do amido

(=]

Anel de Anel de

Molécula de

Hilum  (nucleo 10 Hm ) ) . .
amilopectina crescimento crescimento

do granulo de (em forma de amorfo cristalino

amido) cunha)

Figura 21 - Esquema de um granulo de amido de batata: estrutura de anéis de crescimento cristalinos e
amorfos, em camadas alternadas. As zonas de crescimento cristalino sdo subdivididas em

camadas concéntricas de lamelas cristalinas e amorfas, alternadamente (imagem a direita). ©

Em geral, nos granulos de amido, a amilose & amorfa, no entanto, também pode formar, com a
amilopectina, hélices duplas nas cadeias laterais e cristalizar. A molécula de amilopectina cresce
a partir do ponto da origem do granulo (hilum) até a sua superficie, representando o grande
tamanho da molécula (Figura 21).e

Sendo 0 amido um adsorvente polar ira ter particular afinidade pelas moléculas de agua, sendo
esta intensamente adsorvida pelas suas moléculas. A temperatura ambiente o amido podera
conter até cerca de 20 % em peso de agua.® A agua entra de forma reversivel na estrutura do
amido, entrando mais rapidamente nas camadas amorfas do que nas camadas cristalinas.® A
superficie ativa do adsorvente estara ocupada pelas moléculas de agua tornando-o menos capaz
de absorver outras moléculas menos polares.®

Quando aquecidos em excesso de agua, os granulos incham e se se atingir a temperatura de
gelatinizacao (entre 59 °C a 69 °C para o amido de batata) a hélice desenrola-se e as estruturas
ordenadas quebram, aumentando a viscosidade.

Para além da agua, ha outros componentes menores que estao associados aos granulos de amido,

podendo estes ser de trés tipos: fragmentos da parede celular, componentes da superficie

35



Capitulo | - Introducao

(enzimas, proteinas, aminoacidos e acidos nucleicos) e componentes internos, principalmente os

lipidos. A proporcao destes componentes depende da origem vegetal do amido.s

3.4. Os Solventes de Eluicdo

No processo de separacao de componentes de uma mistura por cromatografia, uma substancia
organica é mais fortemente adsorvida por um solvente apolar do que num solvente polar. Para
gue a substancia, adsorvida pela fase estacionaria, seja deslocada pelo solvente e eluida através
da coluna, este deve ter uma afinidade mais elevada para com o adsorvente.

Assim, a maior ou menor facilidade com que uma substancia é eluida pelo solvente determina a
série eluotropica da eluicao. Na tabela 3 lista-se um conjunto de solventes, organizados em funcéo

do seu poder de eluicao relativamente a um dado adsorvente polar.

Tabela 3 - Série eluotropica.®

Série eluotrdpica

1 - Eter de petroleo 7 - Cloroférmio 13 - Butanol

2 - Ciclohexano 8 - Eter dietilico 14 - Etanol

3 - Sulfureto de carbono 9 - Tetra-hidrofurano 15 - Metanol

4 - Tetracloreto de carbono 10 - Acetato de etilo 16 - Agua

5 - Dicloroetileno 11 - Acetona 17 -Acido acético
6 - Benzeno 12 - Metiletilcetona 18 - Piridina

No inicio da série encontram-se os solventes menos polares que apresentarao menor afinidade
para com fases estacionarias polares, deslocando as substancias ndo polares da amostra cujos
componentes se pretendem separar. A série termina com os solventes de maior polaridade.

Para adsorventes nao polares, como por exemplo o carvdo ativado, a série sera invertida.

A ordem da série de eluicdo depende da fase estacionaria assim como dos componentes da
mistura a separar.

Analisando esta ou outras séries eluotrdpicas, utilizadas na maioria dos processos de separacao
cromatograficos, verifica-se 0 uso quase inevitavel de solventes organicos perigosos, nao so para
a saude humana como também para 0 ambiente.

Nesta area, multiplas acoes globais junto da industria quimica tém sido levadas a cabo pelo
Instituto da Quimica Verde (GCI, Green Chemistry Institute) da Sociedade Americana de Quimica

(ACS, American Chemical Society), no sentido de juntar esforcos na procura de processos de
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sintese mais verdes, que possam substituir os solventes mais nocivos e poluentes por solventes
mais ecologicos. =

No que diz respeito ao Ensino, apesar do aumento do nimero de propostas de atividades
experimentais com recurso a solventes menos perigosos, nomeadamente a substituicdo dos
solventes organicos por outros menos prejudiciais, como a agua, ha ainda um caminho grande a
percorrer na mudanca de mentalidades e de costumes. Segundo Machado (2017), num estudo
realizado sobre seguranca dos solventes sugeridos nas atividades experimentais propostas para a
disciplina de quimica no Ensino Secundario, em Portugal, mostrou que, e citando “o programa e
manuais escolares prescrevem solventes de que uma parte substancial sao perigosos ou muito
perigosos, aconselhando-se a sua substituicdo”.:> Neste estudo a analise dos perigos foi realizada
através de dois instrumentos de avaliacdo: Guias de seguranca de solventes publicados pelas
industrias farmacéuticas (em especial o Guia GSK, GlaxoSmithKline) e uma ferramenta de
apresentacdo grafica dos perigos das substancias quimicas, ferramenta SHE (S - Safety,
seguranca fisica; H — Human Health, satude humana; E - Environment, ambiente). Esta ferramenta
usa as fichas de dados de seguranca dos produtos quimicos (SDS, Safetey Data Sheet). De uma
forma geral, verificam-se discrepancias entre as duas avaliacdes, dado que estas ndo ocorrem
sempre no mesmo sentido, sendo que na avaliacdo realizada com a ferramenta SHE, na maioria
dos casos, aponta para um nivel de perigosidade superior.'

0 estudo mostrou a existéncia de problemas de seguranca que envolvem riscos de manuseamento
elevados e nao aconselhados no ensino laboratorial de quimica a este nivel de ensino. Verifica-se
gue alguns solventes, ndo sendo propostos pelos programas curriculares, vém mencionados em
manuais ou substituidos por outros igualmente perigosos. E o caso dos solventes diclorometano,
éter dietilico, pentano, metano e xileno que, de uma forma geral, sdo considerados como muito
perigosos nas duas avaliacdes (Guia GSK e ferramenta SHE). Os solventes que sao sugeridos,
como o pentano, xileno, hexano, éter de petroleo e o tetracloreto de carbono, sdo considerados
perigosos para 0 ambiente o que envolve a gestao cuidada dos residuos, outro problema frequente
nas escolas.?

E necessario que os programas e manuais escolares sejam convergentes no sentido da promocéo
da seguranca laboratorial, propondo experiéncias que utilizem reagentes/solventes mais benignos
e mais seguros. E também importante que os docentes estejam conscientes da necessidade de
incutir nos alunos e de aplicar nas suas praticas letivas op¢des que zelem pela saude e pelo bem-

estar fisico e ambiental de todos.
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Neste trabalho, e para nao fugir ao tema proposto, procurou-se selecionar solventes, que no
conjunto, a sua avaliacdo de seguranca fosse a mais verde e a menos nociva possivel. Ressalva-
se que, a utilizacao dos solventes organicos, em particular os solventes apolares, no processo de
extracao dos pigmentos e nas séries eluotropicas aplicadas foi inevitdvel, dada a natureza

lipossoluvel de algumas classes de pigmentos.
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Capitulo Il - Resultados e Discusséao

O presente capitulo retine os resultados obtidos no decorrer de todo o trabalho experimental, e
sobre o0s quais se realizou a respetiva analise e discussao. Encontra-se dividido em duas partes

principais:

Parte A — Resultados obtidos na extracao e separacao de carotenoides do tomate.
Parte B - Resultados obtidos na extracdo e separacdo de pigmentos em flores: carotenoides e

flavonoides.

O objetivo desta investigacao envolveu a delineacdo de atividades experimentais que, para além
de serem capazes de extrair e separar os pigmentos presentes em plantas, estivessem adaptadas,
em termos de materiais e de tempo, a utilizacado em sala de aula ou numa disciplina de Projeto,
ao longo do ano letivo, tanto a nivel do ensino secundario como no ensino basico.:7”

Nas atividades laboratoriais elencadas nas Metas Curriculares/Aprendizagens Essenciais para os
niveis de ensino obrigatdrio, os principios da cromatografia ndo sdo explorados, apesar de serem
abordados os processos fisicos de separacdo, a nivel do 7° e 12° ano de escolaridade.”>”> No
entanto, o recurso a técnicas basicas de cromatografia vai ao encontro das aprendizagens que se
pretende alcancar e constituem técnicas simples que nao requerem a utilizacdo de equipamentos
sofisticados. Considera-se que a introducdo das técnicas de cromatografia contribuiria para
aumentar o interesse dos alunos pela quimica, porque sao atividades simples e atrativas. Sendo
as substancias a separar moléculas coloridas, os principios destas técnicas expressam-se
macroscopicamente através da cor e irdo certamente captar a atencao dos alunos.

Por outro lado, a extracdo/separacdo de substancias do quotidiano estimulara ainda mais a
curiosidade cientifica e permitira ao aluno estabelecer e compreender a relacao entre a quimica e
o dia a dia, alcancando assim aprendizagens mais significativas.

Tendo em conta a necessidade de incutir nos alunos praticas e recursos mais sustentaveis,
pretendeu-se desenvolver uma técnica para a separacao de pigmentos através de uma coluna de
cromatografia com enchimento de fécula de batata (amido). Este enchimento constituira uma
alternativa aos tradicionais enchimentos de silica ou alumina que, além de mais barato e de facil
aquisicao, é insoluvel em agua e em solventes organicos e completamente inofensiva sob o ponto

de vista da saude humana e do ambiente.
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Os procedimentos realizados visaram, assim, o estudo e otimizacdo da utilizacdo da fécula de
batata comercial como adsorvente no processo de separacao de pigmentos vegetais através de
uma coluna de cromatografia em coluna, utilizando uma gama de eluentes de verdura aceitavel.
Analisou-se o comportamento e a eficacia deste adsorvente na separacdo dos pigmentos
betacaroteno e licopeno presentes num concentrado de tomate e também de flavonoides e
carotenoides, presentes nas pétalas de flores. Este comportamento determinara o sucesso destas

separacdes por cromatografia em coluna e sera objeto de analise e discussao no presente trabalho.

41



Capitulo Il - Resultados e Discusséao

PARTE A - Extracado e Separacao de Carotenoides do Concentrado de Tomate (CT)

1. Os Pigmentos do Tomate

O tomate (Solanum Lycopersicum) ¢ um fruto que pertence a familia So/anaceae e ao género
Lycopersicum. Esta fruta inclui mais de 3000 espécies produzidas para fins alimentares,
medicinais ou ornamentais, ocupando uma larga variedade de Aabitats. Sendo originario da costa
oeste da América do Sul, pensa-se que foi trazido para a Europa pelos espanhois em meados do

século dezasseis.’

Pericarpo —_|
Cavidade locular

Sementes — |

Columelas

Figura 22 - Seccao transversal de um tomate de dois léculos.

A fruta do tomate é constituida pelo pericarpo (pele, paredes internas e septo), sementes, columela
ou placenta e cavidades loculares. Os léculos sao preenchidos com células parenquimatosas que
circundam as sementes.

E um fruto que normalmente contém entre 5 a 10 % de matéria seca, da qual 75 % é soluvel e
cerca de 1 a 3 % dessa matéria é constituida por pele e sementes. Cerca de metade do total da
matéria seca do tomate reduz-se a acucares e cerca de 10 % sao acidos organicos, principalmente
acido citrico e malico.

Grande parte do tomate processado é consumido na forma de molhos, sumo, pasta ou puré.

O facto de possuir baixo teor em gorduras e calorias, ser uma boa fonte de proteinas, fibras e
vitaminas A e C, betacaroteno, potassio e licopeno, leva a que o tomate seja considerado um
alimento saudavel. O tomate e seus derivados sao uma das maiores fontes de licopeno e

representam um dos mais importantes aportes de carotenoides para a dieta humana.
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Os principais constituintes desta fruta s@o os carotenoides (betacaroteno e principalmente
licopeno), mas também possuem vitaminas, compostos fendlicos e glicoalcaloides.”

O licopeno é o carotenoide responsavel pela sua cor vermelha caracteristica, que ¢ uma boa
medida da sua qualidade e constitui cerca de 80 a 90 % dos pigmentos presentes. A quantidade
de licopeno presente depende da sua variedade, maturidade e das condicbes ambientais em que
o fruto amadurece.® Em geral, por cada 100 g de tomate fresco podem ser encontrados 3 a 5 mg
de licopeno. As variedades mais vermelhas podem conter até 15 mg/ 100 g de material, enquanto
as mais amarelas apenas 0,5 mg/100 g de tomate.» Os alimentos que mais contribuem para a
ingestao de licopeno sao o sumo/pasta de tomate, kefchup e sopas.

Mais de 21 pigmentos da classe dos carotenoides foram ja identificados e quantificados no tomate.
A distribuicdo das principais espécies de carotenoides presentes no tomate, € apresentada na

tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicao dos carotenoides presentes no tomate.

Espécies de Cor Ligacoes duplas  Composicdo
Carotenoides conjugadas (%)
Licopeno Vermelho 11 80-90
a-caroteno Amarelo 9 0,03
[-caroteno Laranja 9 3-5
y-caroteno Amarelo 7 1-1,3

&- caroteno Amarelo 7 1-2
Fitoeno Incolor 3 5,6-10
Fitoflueno Incolor 5 2,5-3,0
Neurosporeno  Laranja 9 7-9
Luteina Amarela 10 0,011-1,1

A cor do tomate pode ser mais ou menos alaranjada dependendo da concentracao do betacaroteno
e do neurosporeno, que sao pigmentos de cor laranja. Podera, igualmente, tornar-se mais amarelada
devido & cor amarela de outros pigmentos presentes, nomeadamente o y-caroteno e o &- caroteno.
O fitueno e o fitoflueno séo incolores.

O licopeno surge na forma de varios isdmeros geométricos, sendo a forma alttrans a que
predomina no tomate fresco e aquela que é termodinamicamente mais estavel. Durante o
processamento do tomate ocorre a isomerizacédo frans-cis (mono ou poli), sendo o isémero 5-cis

licopeno o0 mais encontrado nos alimentos processados a base de tomate.»
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A industria do tomate tem demonstrado particular interesse na producao de variedades de tomate
com alto teor em licopeno e no desenvolvimento de processos industriais que aumentem o teor
de licopeno em produtos derivados do tomate.

Uma alternativa promissora para o aumento da producao do licopeno natural passa pelo
aproveitamento da pele e bagaco do tomate, que contém entre 3 a 5 vezes mais licopeno do que
a sua polpa. 7 O licopeno constitui cerca de 70 a 80% dos carotenos da pele e sementes presentes
nos desperdicios do tomate, enquanto que o betacaroteno e o fitueno 3,7% e 5,3% respetivamente.
Apresentam elevada atividade antioxidante, podendo ser usados nos cosméticos, aplicacdes
farmacéuticas, bebidas vegetais, entre outros. De forma semelhante as proantocianidinas e
pectinas ja comercializadas e obtidas a partir da semente da uva e das cascas de citrinos ou
bagaco de maca, respetivamente. Este aproveitamento veio também responder ao crescente
interesse pelas questdes ambientais e pelas questdes de sustentabilidade, que levaram a

necessidade de elaborar novas estratégias para a gestao de residuos agroindustriais.”

2. Extracédo de Carotenoides

Tendo em vista a investigacdo de métodos cromatograficos simples e amigos do ambiente para a
separacdo e analise de pigmentos do tomate com fins didaticos, foram selecionadas a
cromatografia em papel e a cromatografia em coluna de amido, por se tratar de técnicas muito
simples e mais sustentaveis na medida em que os adsorventes sdao muito acessiveis, nao sao
toxicos e sdo também biodegradaveis. A fonte de licopeno escolhida foi o concentrado de tomate,
em detrimento de outros derivados do tomate, como a polpa ou mesmo o tomate em cru (também
testado). Esta escolha deveu-se ao seu reduzido conteido em agua porque facilitava o processo
de extracao do licopeno e do betacaroteno.

Para a identificacdo dos pigmentos presentes no extrato liquido e analise da composicao das
fracoes recolhidas da coluna de cromatografia, recorreu-se a cromatografia em papel, realizada
em camaras saturadas com diferentes solventes.

Para a separacdo dos pigmentos por cromatografia em coluna, numa primeira fase, pretendeu-se
fazer uma avaliacdo do comportamento do amido de batata como adsorvente de modo a encontrar
a melhor sequéncia/proporcao de solventes a utilizar na eluicdo da coluna. Na segunda fase, o
estudo centrou-se na otimizacao do tempo necessario e do volume de solventes utilizados para

realizar o processo.
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2.1. Ensaios preliminares

Para a separacdo e analise dos pigmentos do tomate, foi necessario comecar pela preparacao de
extratos adequados para serem utilizados nas técnicas de cromatografia em papel e em coluna.
Neste sentido e tendo em conta a estrutura quimica dos principais pigmentos, o licopeno e o
betacaroteno, foram realizados varios ensaios experimentais nos quais se testou a solubilidade
destes pigmentos em diferentes solventes, de modo a encontrar o melhor solvente de extracao.
Os ensaios preliminares de extracdo dos carotenoides envolveram o tratamento direto do
concentrado de tomate com solventes de baixa polaridade. Iniciou-se com o acetato de etilo e 0
¢éter de petroleo 40-60 °C, em ensaios separados. Formaram-se misturas de duas fases em que
os liquidos sobrenadantes apresentaram cores amarelo ou amarelo-alaranjado muito ténues,
enquanto o residuo pastoso mantinha uma cor ainda muito vermelha (Figura 23). Estes resultados
demonstraram que a extracao foi pouco eficiente, sugerindo que os problemas de imiscibilidade
observados poderiam estar relacionados com a presenca ainda significativa de agua no

concentrado de tomate.

Figura 23 - Residuo sdlido de tomate apos extracao com éter petréleo 40-60 °C, sem desidratacao.

Na tentativa de promover a miscibilidade com a agua residual da amostra, recorreu-se a acetona
como solvente de extracdo, adicionando diretamente a acetona sobre o tomate. Verificou-se que a
acetona nao extraiu o licopeno e pensou-se em adicionar um co-solvente como o éter de petroleo
ou outro solvente mais apolar para tornar a extracao mais eficiente.

Foram testadas misturas de acetona/éter de petroleo 40-60 °C, nas proporcdes 1:1 e 1:2, e
misturas de acetato de etilo/acetona, nas mesmas proporcdes, adicionando diretamente o
solvente sobre o tomate. A coloracdo amarela das fases liquidas sobrenadantes e a coloracao
avermelhada do concentrado de tomate demonstrou que nenhuma das misturas extraiu

eficientemente o licopeno. Os resultados obtidos podem ser analisados na tabela 5.
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Tabela 5 - Ensaios preliminares de extracao, realizados diretamente sobre o tomate.

Solventes de Extracéo

Cor da Solucao

Acetona

Acetato etilo

Eter de petroleo 40-60°C

Acetona + acetato etilo (1:1)

Acetona + éter de petréleo 40-60°C (1:1)
Acetona + éter de petréleo 40-60°C (1:2)
Acetato etilo+ etanol (2:1)

Amarelo

Amarelo

Amarelo
Amarelo-laranja (ténue)
Amarelo

Amarelo
Laranja-avermelhado

Acetato etilo +acetona (1:1) + Sulfato sodio anidro Laranja-avermelhado

No entanto, os resultados referenciados nas duas ultimas linhas da tabela 5 mostram que, ao
adicionar o etanol ou um agente exsicante, como o sulfato de sdédio anidro, a mistura tornou-se
mais avermelhada e a cor do residuo solido avermelhado do concentrado de tomate, em flocos,
comecou a clarear. A adicao do etanol resolveu o problema da imiscibilidade entre a agua e os
solventes apolares, solubilizando a agua residual do concentrado de tomate e melhorando a
acessibilidade dos solventes organicos na extracdo dos carotenoides. Dado que se formaram duas
fases imisciveis, foi necessario proceder, neste caso, a sua separacdo numa ampola de

decantacao para separar a fase aquosa (mais vermelha) da fase organica (mais amarela).

Nas etapas experimentais que se seguiram, testaram-se diferentes abordagens alternativas para
diminuir a interferéncia da agua e assim otimizar o processo de extracdo. Com base nos resultados
anteriores e de acordo com o trabalho descrito por Silveira & Evans =, decidiu-se proceder a uma
desidratacdo prévia da amostra do tomate com etanol, para facilitar a extracdo dos pigmentos. A
adicdo de etanol & amostra do concentrado de tomate seguida de agitacdo forte para aumentar a
miscibilidade dos liquidos, resultou sempre na obtencdo de uma fase liquida de cor amarelada e
de um residuo solido de cor laranja avermelhada, indicativos da insolubilidade do licopeno em
etanol.

A lavagem com etanol foi repetida varias vezes para arrastar toda a agua do concentrado. Num
dos procedimentos, avaliou-se o efeito da temperatura colocando a mistura de etanol e tomate
num banho-maria, a 40 °C, durante aproximadamente 5 minutos, seguindo-se a filtracdo a vacuo.
Na analise da cor dos extratos solidos e do filtrado nao se observaram alteracoes significativas

apos aquecimento em banho-maria, pelo que esta etapa nao voltou a repetir-se.
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0 residuo solido obtido apds desidratacdo da amostra de tomate com o etanol, foi submetido a
ensaios de extracdo dos pigmentos numa selecao de solventes cuja verdura se procurou que fosse
0 mais aceitavel possivel. Os solventes selecionados foram o etanol, a acetona, o acetato de etilo
e o éter de petroleo.

Na tabela 6 apresentam-se os resultados com base na coloracdo das solucdes obtidas apos

extracao e filtracdo dos extratos liquidos por gravidade.

Tabela 6 - Ensaios de extracdo, realizados sobre o residuo de tomate obtido por desidratacdo com
etanol.

Solventes de Extracao Cor da Solucao

Eter de petréleo 40-60°C Laranja-avermelhada

(1) Acetona;(2) éter de petroleo (1:1)  Laranja-avermelhada

Acetato etilo Laranja-avermelhada
(1) Acetato etilo; (2) acetona (1:1) Laranja-avermelhada ténue
(1) Acetato etilo; (2) etanol (2:1) Laranja-vermelho intenso

Os resultados mostraram que o residuo previamente desidratado, quando tratado sob forte
agitacdo com o solvente ou misturas de solventes selecionados, levou a obtencdo de extratos
liguidos com bastante cor.

Relativamente a atuacao e eficacia relativa dos solventes no processo de extracao, as coloracoes
das solucdes mostraram-se semelhantes. No entanto, verificou-se que ocorreu a formacao de
cristais bem visiveis de licopeno sobre as paredes do gobelé em que o éter de petréleo tinha sido
0 solvente de extracao, evidenciando uma maior capacidade de extracdo do pigmento por este
solvente. Comparou-se, lado a lado, a capacidade de extracao do licopeno pelo éter de petroleo
(Figura 24) a partir da pasta de tomate e a partir do seu residuo desidratado, verificando-se uma

eficiéncia consideravelmente maior quando se partiu de uma amostra de concentrado desidratada.

Figura 24 - Extracdo dos pigmentos do tomate com éter de

petréleo 40-60 °C: (a) sem desidratacdo prévia; (b) apos

desidratacdo com etanol.
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No entanto, a observacéo da cor amarela do filtrado/decantado durante a desidratacéo prévia com
etanol foi indicativa de que ocorreu a extracao simultanea de pequenas quantidades dos pigmentos
amarelos possivelmente o betacaroteno. Concluiu-se entdo que a desidratacdo por lavagem do
tomate com o etanol, conduzia a perda de betacaroteno e outros carotenoides mais amarelos por
dissolucao.

Com base nesta observacdo, averiguou-se a possibilidade de extrair seletivamente o betacaroteno
com uma mistura de etanol/acetona (95:5) e de retirar o licopeno com éter de petréleo no passo
seguinte. Verificou-se que o filtrado obtido com a mistura de etanol/acetona apresentava uma cor
alaranjada indicadora da solubilizacao do betacaroteno e também do licopeno, embora o residuo
solido do concentrado de tomate ainda mantivesse uma cor alaranjada. Esta mistura de solventes
nao separou o betacaroteno do licopeno, uma vez que a acetona solubiliza, em alguma extensao,
todos os pigmentos. Por outro lado, apesar do etanol ndo ser um bom solvente para o licopeno,
também nao revelou ser um bom solvente para o betacaroteno. Concluiu-se entdo que nao seria
possivel separar, por extracao seletiva, nestas condicoes, estes dois pigmentos do tomate.

Na tentativa de encontrar um método de extracdo mais simples, eficiente e ecoldgico,
experimentou-se a utilizacdo de agentes desidratantes sélidos durante o processo de extracdo. Os
primeiros solidos selecionados foram o cloreto de sddio e o sulfato de sddio anidro por serem sais
higroscopicos de toxicidade reduzida. Pensou-se também em utilizar adsorventes naturais como o
amido, por ser um biopolimero abundante e sustentavel com elevada afinidade para a dgua, dado
que os grupos OH do amido interagem facilmente com a pequena molécula de agua, provocando
a sua hidratacao.

Assim, a primeira abordagem envolveu a extracao dos pigmentos do concentrado na presenca do
sulfato de sodio anidro, adicionado imediatamente apds a adicdo faseada dos solventes de
extracao (Tabela 7). Para melhorar a eficiéncia do processo de desidratacédo, repetiu-se o

procedimento adicionando ainda duas espatulas de amido de batata ao sulfato de sodio anidro.

Tabela 7- Extracao dos pigmentos do tomate na presenca de agentes desidratantes.

Agentes desidratantes Solventes Cor da fase liquida extraida

Sulfato de sédio anidro (1) Eter de petrdleo 40-60°C  Laranja-vermelho intenso
(2) Acetona®

Sulfato de sddio anidro e Amido (1) Eter de petrdleo Laranja-vermelho intenso

(2) Acetona®

= Volume igual dos dois solventes (1) e (2).
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Analisando os resultados da tabela 7, verifica-se que a acao dos solventes sobre o tomate na
presenca dos agentes desidratantes originou extratos liquidos com cor laranja-avermelhado forte,

indicativa de uma boa concentracao de licopeno.

2.2. Extracdo otimizada

O processo foi entdo otimizado com a introducao de algumas alteracdes. Assim, em primeiro lugar
adicionou-se uma quantidade de sal sobre a amostra do concentrado (Figura 25; 1) e, apos
trituracao, adicionou-se o amido até obter uma proporcéo 1:3 dos dois solidos(Figura 25; 2). Este
procedimento também foi realizado com sal de cozinha (refinado), sendo os resultados obtidos
idénticos.

Depois da trituracédo, colocaram-se os solventes de extracao comecando pela maceracdo com a
acetona (Figura 26; 3) e seguindo-se a adicdo de um volume igual de éter de petréleo 40-60 °C
para obter uma mistura na proporcado 1:1 (Figura 26; 4). Apds filtracao, foi obtido um extrato
liguido bastante laranja que indicou a presenca de uma quantidade consideravel de licopeno

dissolvido (Figura 26; 5).

Figura 25 - Etapas da desidratacdo do tomate:

(1) adicdo de Na.SO:. ; (2) adicao de amido.

(3) (4) ()

Figura 26 - Etapas da extracdo de pigmentos do tomate apos desidratacdo: (3) acetona; (4) éter de

petréleo 40-60 °C (1:1); (5) extrato liquido apds filtracao.
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Este procedimento foi ainda realizado com uma mistura de acetona/éter de petroleo 40-60 °C
(1:2). Nestas condicdes conseguiram-se extratos liquidos de cor mais intensa e foi esta a proporcao
de solventes que passou a ser utilizada.

A extracdo com éter de petréleo 40-60 °C/acetona na presenca dos agentes desidratantes solidos
mostrou ser um meétodo bastante eficiente, ja que se obtiveram extratos liquidos bem
avermelhados a par de um residuo solido esbranquicado, sinal de que os pigmentos foram
extraidos.

Este método permitiu a obtencao de extratos liquidos mais concentrados e proporcionou maior
rapidez no processo de execucao. A adicao do sal e do amido de batata diminuiu o gasto de
solventes e o desperdicio de pigmentos, tendo-se mostrado uma boa alternativa a desidratacao
com o etanol.

Para além do extrato liquido, preparou-se também um extrato sélido para aplicacao na coluna de
cromatografia. A amostra de tomate foi desidratada, seguindo o procedimento descrito
anteriormente, em que se adicionou diretamente ao concentrado o sulfato de sodio anidro e o
amido de batata, na proporcédo 1:3. Foi obtido um residuo solido alaranjado seco e solto, apos

trituracao, tal como mostra a figura 27.

Figura 27 - Extrato solido obtido por tratamento do tomate com Na.SO. e amido.

3. Separacgédo de Carotenoides por Cromatografia

3.1. Cromatografia em Papel

Uma vez obtido um extrato liquido satisfatério a partir do concentrado de tomate, recorreu-se a
cromatografia em papel para analise dos pigmentos constituintes. O extrato liquido foi aplicado
em tiras de papel de filtro seguindo-se a eluicdo em duas camaras cromatograficas saturadas com
dois tipos de eluente: um mais polar e outro menos polar. Os sistemas eluentes selecionados
foram o etanol e uma mistura de éter de petréleo 40-60 °C/acetona (90:10). Na camara em que

o eluente utilizado foi a mistura de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) ocorreu migracao
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equivalente de todos os pigmentos, verificando-se que a mancha laranja do licopeno e a amarela
do betacaroteno se apresentavam sobrepostas e posicionadas na frente do solvente (Tabela 8).

A camara de etanol originou um resultado excelente uma vez que separou o licopeno dos restantes
pigmentos, pois a mancha vermelha que o identifica ficou retida no ponto de aplicacdo. Apesar do
licopeno e do betacaroteno apresentarem polaridades semelhantes, ocorreu a precipitacao seletiva
do licopeno a superficie do papel devido a insolubilidade deste pigmento no etanol, impedindo a
sua migracdo. Verifica-se assim uma separacdo muito eficaz do betacaroteno, que se apresenta
como uma mancha amarela na frente do solvente. A atribuicdo desta mancha amarela ao
betacaroteno foi, seguidamente, confirmada com um padrdo do betacaroteno. O padrdo de
betacaroteno utilizado foi um extrato de cenoura obtido pelo mesmo método. Compararam-se 0s
dois extratos lado a lado e os resultados mostraram a identidade de manchas amarelas, tal como

demonstram as imagens apresentadas na tabela 8.

Tabela 8 - Extratos liquidos de cenoura (C) e do tomate (T); cromatogramas obtidos em camaras de: (1)

Etanol; (2) Eter de petréleo 40-60 °C/acetona (90:10)

Cromatograma

Extratos liquidos (1) EtOH (2) EP/Ac (90:10)

Com base nestes resultados, conclui-se que a cromatografia em papel realizada em etanol
apresenta-se como uma técnica simples, eficiente, econdmica e ecoldgica para analise dos

carotenoides no concentrado de tomate.
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3.2. Cromatografia em Coluna

Na fase seguinte, averiguou-se a possibilidade de separar os carotenoides presentes no tomate
através da cromatografia em coluna de amido de batata. Para o efeito, planeou-se uma série de
procedimentos experimentais que permitissem avaliar o comportamento deste adsorvente na
eluicdo dos pigmentos através da coluna. Tendo por base os resultados obtidos na técnica da
cromatografia em papel, foram selecionados os solventes éter de petréleo e etanol para a eluicao

dos pigmentos.

Numa primeira fase, a coluna utilizada foi uma seringa descartavel de 50 mL. O empacotamento
da coluna foi realizado com o amido seco, sobre o qual se colocou a amostra de concentrado na
forma de extrato solido.

Foram realizados varios ensaios preparando-se as colunas pelo mesmo método e fazendo-se variar
os eluentes utilizados.

A eluicao da banda amarela atribuida aos carotenos fez-se com etanol puro ou com uma mistura
de acetona/etanol 1:1. Para a eluicdo da banda laranja do licopeno foi selecionado o éter de
petréleo ou o acetato de etilo. A tabela 9 mostra o resultado de trés ensaios, que correspondem a
eluicdo dos pigmentos do tomate (T) ao longo das trés colunas (Cn, Cr, Cr), apresentando-se os

eluentes utilizados e a cor das fracdes recolhidas.

Tabela 9 - Eluicdo dos pigmentos do extrato solido de tomate em seringas de 50 mL.

Coluna: Eluentes Bandas observadas Fragdes recolhidas
Cn (1) Etanol Amarela Amarela
(2) Eter de petroleo 40-60°C laranja Laranja avermelhado
Cr. (1) Etanol Amarela Amarela
(2) Acetato de etilo Laranja acastanhada extensa Laranja-avermelhado
Cr (1) Acetona/ Etanol (1:1) Amarelo-laranja + vermelho Amarelo-laranja
(2) Eter de petroleo 40-60°C Laranja Laranja-vermelho

*Todas as colunas foram empacotadas com 25 g de amido de batata.

De acordo com a tabela 9, os resultados mostraram que durante a eluicao com etanol o licopeno
nao é deslocado, uma vez que fica retida uma banda vermelha no topo da coluna, enquanto que
os carotenos sdo moderadamente arrastados ao longo da coluna na forma de bandas amarelas
(Tabela 9, Cn e Cr). Assim, pode concluir-se que o etanol solubiliza o betacaroteno e os outros

pigmentos de cor amarela, deixando o licopeno seletivamente depositado na superficie do amido,
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na forma de microcristais vermelhos. Apesar da molécula do betacaroteno ser quimicamente
apolar possui um anel em cada extremidade da cadeia linear hidrocarbonada que, sendo uma
estrutura flexivel, devera favorecer a interacdo com as moléculas de etanol. Em contrapartida, a
molécula de licopeno nao € solubilizada pelo etanol porque contém apenas unidades estruturais
mais rigidas. O etanol deslocou eficientemente os pigmentos amarelos, mas verificou-se que a
eluicdo foi muito lenta, exigindo tempos superiores a 1h e 30 min, facto que deve estar relacionado
com a elevada afinidade do etanol para o amido da fase estacionaria.

Apo6s a eluicdo das bandas amarelas com etanol, a eluicdo com solventes como o acetato de etilo
ou o éter de petroleo fez deslocar bandas de cor laranja, atribuidas ao licopeno. Verificou-se que
as fracdes recolhidas apresentaram coloracdes laranja-avermelhadas sucessivamente mais
intensas e o processo de eluicdo com este solvente foi muito rapido, demonstrando que o éter de
petréleo arrasta facilmente a banda laranja do licopeno. Tal facto deve estar relacionado, ndo sé
com a elevada solubilidade do licopeno em éter de petroleo, mas também com a reduzida
afinidade deste solvente apolar para a fase estacionaria.

A eluicao com o acetato de etilo revelou-se um processo mais lento, comparativamente a eluicao
com éter de petroleo.

Foram obtidas fracdes bastante concentradas observando-se que, a medida que o solvente
evaporava, ocorria formacdo de microcristais vermelhos de licopeno, ndo so6 nos frascos das
solucdes recolhidas, como também na extremidade da seringa. Assim, verificou-se que o licopeno
apresentava o seu vermelho caracteristico na forma cristalina, enquanto que a forma solubilizada
originava solucdes com uma coloracao laranja.

Na tentativa de diminuir o tempo de eluicdo com o etanol, avaliou-se o efeito da utilizacdo da
acetona como co-solvente do etanol (Tabela 9, Cw). Verificou-se que a acetona fez aumentar a
velocidade de deslocamento do etanol através da coluna, mas observou-se também que a primeira
banda eluida ja apresentava a cor laranja tipica do licopeno. A analise desta fracdo por
cromatografia em papel, em camara de etanol, confirmou que, para além da mancha amarela
tipica do betacaroteno, o cromatograma apresentava também uma pequena mancha vermelha
tipica de licopeno. Assim, concluiu-se que a presenca de acetona promoveu a eluicdo do licopeno
e nao permitiu uma boa separacao dos dois pigmentos.

Sabendo que o etanol dissolve seletivamente o betacaroteno, separando-o do licopeno, e que a
presenca da acetona faz aumentar a rapidez de eluicao, averiguou-se se haveria alguma proporcao

da mistura dos eluentes etanol/acetona, inferior a proporcdo utilizada (1:1), que permitisse
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solubilizar, de forma mais rapida e seletiva os carotenos amarelos na coluna. Assim, para a eluicéo
da primeira fracao, testaram-se misturas de acetona/etanol nas proporcdes: 20:80, 10:90, 5:95,
1:99 para a eluicdo em quatro colunas diferentes (Cw a Cr, Tabela 10). No passo seguinte, o éter

de petroleo 40-60 °C solubilizaria o licopeno.

Tabela 10 - Cromatografia em coluna, realizada em quatro seringas de 50 mL: Pigmentos amarelos

eluidos com misturas de etanol/acetona em diferentes proporcdes.

Coluna=  Eluentes Bandas observadas Fracdes recolhidas
Cu (1) Acetona/ Etanol (20:80) Amarelo ténue Amarela, mais rapida
(2) Eter de petroleo 40-60 °C  Alaranjada Laranja
Cn (1) Acetona/ Etanol (10:90) Amarelo ténue Amarela, rapida
(2) Eter de petroleo 40-60 °C  Alaranjada Laranja
(1) Acetona/ Etanol (5:95) Amarelo forte Amarela, lenta
Cu (2) Eter de petroleod0-60 °C Laranja Laranja avermelhado
Cn (1) Acetona/ Etanol (1:99) Amarelo forte Amarela, muito lenta
(2) Eter de petroleo40-60 °C Laranja acastanhada Laranja-avermelhado
extensa

:Todas as colunas foram empacotadas com 25 g de amido de batata.

Na Figura 28 sao apresentadas as imagens das fracdes recolhidas da coluna Cr, por eluicdo com

a mistura acetona/etanol (5:95) (fracdo de carotenos) e éter de petroleo (fracdo licopeno).

Figura 28 - Fracdes de pigmentos do tomate eluidas da coluna C: (a) Fracdes com carotenoides

amarelos; (b) Fracées com licopeno.
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A analise por cromatografia em papel, em camara de etanol, mostrou que as fracdes eluidas nas
trés primeiras colunas continham pigmentos amarelos e vermelhos. Na coluna Cv, o tempo de
eluicdo da mistura de solventes foi muito semelhante a eluicao do etanol puro.

Os resultados deste estudo mostraram que, em todas as colunas em que a acetona foi utilizada
como co-solvente do etanol, ocorreu sempre solubilizacdo simultanea de pigmentos. Assim, a
diminuicdo da polaridade do etanol por adicdes sucessivas de acetona aumenta a velocidade de

eluicdo, mas nao separa os pigmentos.

Na fase seguinte manteve-se o etanol como primeiro solvente de eluicdo, para garantir a
solubilizacéo seletiva dos carotenos amarelos, mas investigaram-se outras alternativas para
melhorar a eficiéncia da coluna em termos de tempo.

Decidiu-se entdo aumentar a volumetria da coluna de forma a aumentar a area de superficie
exposta, diminuindo a altura da fase estacionaria. Alterou-se também o empacotamento a seco
para um empacotamento da coluna a humido, introduzindo o amido de batata na coluna na forma
de uma suspensao em etanol.

Para comparar a eficiéncia de uma coluna de 100 mL relativamente a coluna de 50 mL, foram
realizadas experiéncias paralelas contabilizando os volumes de eluentes utilizados, assim como o
tempo necessario para a eluicao das bandas dos pigmentos.

A eluicao foi iniciada com etanol (EtOH), procedendo-se de seguida a uma lavagem com acetona
(Ac) e terminou-se com éter de petroleo 40-60 °C (EP). A lavagem com acetona arrastou sempre
uma pequena quantidade de licopeno além de outros pigmentos e, por isso, a fracao recolhida foi
desprezada.

Os resultados estao resumidos nas tabelas 11 e 12.

Tabela 11 - Cromatografia em coluna de um extrato de tomate, realizada em seringas de 50 e 100 mL.

Colunas  Fase estacionaria Série de eluentes
(mL) (Amido) (I) EOH (2)Ac  (3) EP
50 25ge Volume (mL) 25 10 20
Ce Tempo Eluicao (min) 90 20 30
100 25 g Volume (mL) 25 10 20
Crw Tempo Eluicéo (min) 60 20 30
c 15 g Volume (mL) 18 8 20
" Tempo Eluicao (min) 45 15 20

= Em 10 mL de etanol, 4,00 g de extrato de tomate sobre o0 amido; * Em 6 mL de etanol, 2,00 g de extrato de tomate.
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Os resultados evidenciados nas tabelas 11 e 12 mostraram que, utilizando uma coluna de 100
mL e a mesma massa de fase estacionaria (25 g), o tempo da eluicdo com etanol foi
significativamente melhorado. Quando se reduziu a altura da fase estacionaria (15 g), a eluicao foi

ainda mais rapida, como previsto.

Tabela 12 - Cromatografia em seringa de 100 mL com diferentes alturas de fase estacionaria;

(a) Cw.25 g, (b) Cro 15 g

Eluentes

EtOH EP 40-60 °C EtOH EP 40-60 °C

A analise das fracdes recolhidas (Figura 29) permitiu obter o cromatograma apresentado na figura

30. Este cromatograma mostra que a fracdo amarela contem apenas a mancha amarela de
carotenos. Na fracdo mais alaranjada recolheu-se unicamente o licopeno, uma vez que se

observam apenas as manchas avermelhadas no ponto de aplicacao.

Figura 29 - Fracdes eluidas em seringa de 100 mL Figura 30 — Cromatograma das fracdes 1,
(Cro), com etanol (fif.e ;) e éter de petréleo 40-60 °C 5 e 6, da figura 29, obtido em camara de
(fifsefe). etanol.
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Adicionalmente, foi também avaliada a eluicdo da banda do licopeno com acetato de etilo. Para
testar este solvente, preparou-se uma outra coluna (Cw:) com um empacotamento de 15 g de
amido, em que se substituiu o éter de petrdleo por acetato de etilo. Nao se verificaram diferencas
significativas no desempenho destes dois solventes.

Os resultados deste estudo mostraram que os carotenoides amarelos e o licopeno presentes no
tomate podem ser seletivamente separados por cromatografia em coluna de amido de batata por
eluicdo sucessiva com etanol, acetona e éter de petroleo, num periodo de tempo de
aproximadamente 90 minutos.

Esta separacao, para além de simples e eficiente, apresenta um colorido muito apelativo para ser
aplicada como ferramenta pedagdgica. Para além disso, ¢ um método muito ecolégico na medida
em que utiliza materiais acessiveis e sustentaveis podendo constituir uma atividade de Quimica

Verde a implementar numa aula do Ensino Secundario.

PARTE B - Extracao e Separacao de Pigmentos de Pétalas de Flores

A segunda parte do trabalho experimental centrou-se na extracao e separacao dos pigmentos de
pétalas de varias flores, utilizando a cromatografia em coluna aberta e a cromatografia em papel.
Procurou-se selecionar flores constituidas por diferentes classes de pigmentos, de modo a permitir
a extracao e separacao de pigmentos de natureza quimica diversa, nomeadamente carotenoides,

flavonoides e antocianinas. Nao foi uma procura facil e nem sempre bem-sucedida.

1. Extracdo de Pigmentos

As primeiras extracoes de pigmentos foram realizadas com pétalas de rosas, utilizando-se o etanol
como solvente de extracdo. No entanto, tendo em conta que numa flor podem ser encontradas
diferentes classes de pigmentos, considerou-se que a extracdo poderia ser otimizada com a
utilizacao da acetona.

A escolha da acetona justificou-se pelo facto de se pretender um solvente universal para a obtencao
de extratos de diferentes flores. Sendo um solvente de polaridade intermédia, é capaz de promover
a miscibilidade com a agua presente nos tecidos vegetais, levando a um espetro de atuacao mais
alargado, na medida em que pode solubilizar tanto carotenoides como flavonoides, incluindo as
antocianinas. Em geral, a acetona € um solvente utilizado nos laboratérios das escolas e,

comparativamente com outros solventes, € menos nocivo.
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Apesar da extracdo de flavonoides, nomeadamente das antocianinas, ser beneficiada quando
realizada em meio acido, dado que protege a cor, optou-se pela ndo acidificacdo do meio extrativo,
uma vez que os acidos poderiam danificar os carotenoides eventualmente presentes nas pétalas
e levar a hidrolise das ligacdes glicosidicas nos flavonoides.

As flores foram sempre colhidas ou adquiridas de véspera. Nas preparacdes iniciais, as pétalas
chegaram a ser previamente trituradas com a trituradora e colocadas a macerar no solvente
durante a noite. No entanto, estes procedimentos foram colocados de lado, uma vez que as horas
de maceracdo poderiam levar a alteracao das carateristicas dos pigmentos. Optou-se por deixar
as pétalas resguardadas em papel e preferiu-se a operacdo manual de trituracdo, ja que esta se
mostrou eficaz no processo de extracao.

Assim, em geral, as pétalas foram retiradas da flor e acondicionadas entre folhas de papel, para
promover a sua secagem durante a noite. Nas horas seguintes, foram cortadas em pequenos
fragmentos e trituradas com o solvente de extracdo. A maceracédo das pétalas ocorreu ao abrigo
da luz durante 20 a 30 minutos, apos a qual se realizou uma filtracao por gravidade para obtencao
dos extratos liquidos.

Apds o tempo de maceracao referido, os residuos sélidos mostraram descoloracdo apreciavel e
satisfatoria. Os extratos liquidos obtidos (Tabela 13) apresentaram, geralmente, uma boa
coloracao.

Cada extrato liquido foi seguidamente analisado por cromatografia em papel, para a caraterizacéo

das principais classes de pigmentos presentes na flor.

Tabela 13 - Flores e extratos brutos liquidos.

Flor / Extratos brutos

Rosas vermelho bordeaux Rosa amarelo-avermelhada
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Amores-perfeitos

Dalia amarela

Lantanas amarelo-avermelhadas Lantanas amarelas

Petlnias

2. Separacao Cromatografica

2.1. Analise dos Pigmentos por Cromatografia em Papel

As separacdes cromatograficas foram realizadas entre 1 a 6 horas apos extracdo dos pigmentos
das pétalas, de forma a evitar a deterioracao dos extratos brutos liquidos.

A cromatografia em papel permitiu caraterizar a composicao dos extratos liquidos das pétalas,

identificando-se as classes de pigmentos presentes em cada flor, através da sua cor e polaridade.
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Observou-se o diferente comportamento dos pigmentos em contacto com eluentes de natureza
diversa, avaliando a correspondente capacidade de separacao.

No sentido de encontrar fases moveis com as caracteristicas desejadas para a separacdo das
diferentes classes de pigmentos, preparam-se varias camaras cromatograficas com diferentes
misturas de solventes para serem testadas como sistemas de eluentes. As camaras foram
preparadas antes de iniciar a aplicacdo da amostra no papel de cromatografia, de forma a que a
atmosfera da camara ficasse saturada com os vapores dos solventes para obter uma melhor
separacao.

A origem celuldsica do papel de cromatografia, formado por um polimero linear de glucose com
ligacdes [3-1,4-glicosidicas, proporciona uma superficie polar que é similar a da silica gel usada na
cromatografia em camada fina. A dgua adsorvida pela celulose torna a sua superficie ainda mais
polar.

A tabela 14 resume os primeiros resultados obtidos na cromatografia em papel de extratos
cetonicos de pétalas de rosas de cor vermelho escuro (bourdeux) e rosas de cor amarelo
avermelhadas. Comecou-se por utilizar para fase mével uma mistura de éter de petroleo 40-60
°C/acetona (90:10) (EP/Ac) por ter demonstrado deslocar facilmente os carotenoides na
cromatografia em papel da folha de planta.x Para deslocar os flavonoides optou-se por recorrer a
mistura butanol/acido acético/agua (4:1:5) [BuOH/CH:COOH/H.O (4:1:5)], (BAW), por ser a
mistura eluente mais frequentemente descrita na literatura para analisar esta classe de
pigmentos. e

A analise dos cromatogramas permitiu relacionar a polaridade com a estrutura dos pigmentos, de
modo a identificar as classes de pigmentos presentes e a prever o processo de eluicdo na
cromatografia em coluna.

A mistura de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) nao deslocou nenhum dos pigmentos
presentes nos dois tipos de rosa, ficando todos retidos no ponto de aplicacdo. Dado que nao se
observaram manchas coloridas ao longo do papel, concluiu-se que nao existiam pigmentos da
familia dos carotenoides nos tipos de pétalas das rosas analisadas.

Na camara BAW todos os pigmentos da rosa amarela foram arrastados, surgindo uma banda
amarela na proximidade da frente do solvente e uma outra banda na proximidade do ponto de

aplicacao.
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Na rosa vermelha, observou-se uma unica banda rosada. Com base nestes resultados conclui-se
que a rosa vermelha contém apenas antocianinas enquanto que a rosa amarela contém

essencialmente flavonoides amarelos e algumas antocianinas.

Tabela 14 - Resultados obtidos na cromatografia em papel a partir de extratos de pétalas de rosas.

Eluentes
Atribuicao da
Flor - EP 40-60°C /Ac (90:10) BAW - mancha

Rosas Todos o0s pigmentos 1 mancha rosada,
vermelho retidos no ponto de ligeiramente afastada

bordeaux aplicacao. do ponto de aplicacéo Antocianinas
Rosas Amarelo Todos os pigmentos 1 mancha castanha

avermelhada ® | 8| retidos no ponto de proximo do ponto de Antocianinas
aplicacao. aplicacdol  mancha

amarela proximo da Flavonoides

frente do solvente.

« Extracdo em acetona; tFlores adquiridas em florista; « BuOH/CH.COOH/H.0O (4:1:5)

0 tempo necessario para a eluicdo dos pigmentos através do papel foi muito diferente nos dois
eluentes. A mistura éter de petréleo 40-60 °C/acetona (90:10) foi bastante rapida (cerca de 15
minutos), enquanto que a camara com a mistura BAW necessitou de muito mais tempo (cerca de
2 horas).

Sobre um outro extrato liquido, preparado a partir de uma dalia amarela rajada de um tom
castanho, por extracdo das pétalas com acetona comercial, foram realizados cromatogramas em
misturas de eluentes diferentes: éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10), BAW, Forestal
[CH:COOH/HCZ (conc)/H:0, (10:3:30)] e agua (Tabela 15).

Fazendo a leitura da tabela 15, tal como nos pigmentos das rosas, os pigmentos da dalia amarela
devem pertencer a classe dos flavonoides, uma vez que ndo foram solubilizados pela mistura éter
de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) e ficaram retidos no ponto de aplicacdo do cromatograma.
Verificou-se ainda que nas duas camaras mais polares, agua e Forestal, estes pigmentos amarelos
foram pouco deslocados e deslocaram-se mais na camara BAW (de menor polaridade). Isto pode
significar que os pigmentos da dalia, ndao sendo moléculas apolares, também néo sao
suficientemente polares para serem deslocados pela agua e pelo Forestal. Assim as cores da dalia
podem corresponder a flavonoides amarelos que surgem mais alaranjados devido a presenca dos

rosados das antocianinas.
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Tabela 15 - Cromatograma de um extrato liquido de dalias amarelas com nervuras castanhas eluido

com quatro eluentes diferentes.

Eluentes

EP 40-60°C/Ac

Flor (90:10) BAW- Forestal®

Délia
(pétalas
amarelas com
nervuras
castanhas)

(1) Azul no ponto (1) Amarelo no (1) Azul no
aplicacao ponto de ponto

Luz UV (2) laranja  aplicacéo aplicacéo
avermelhado;
(3) castanho; (2) Azul (2) Verde
(4) amarelo  fluorescente
brilhante/verde extenso

(2), (3) laranja

(1) Laranja na

zona amarela do
ponto de
aplicacao
*BuOH/CH,COOH/H0 (4:1:5); »*CH.COOH/HCZ (conc)/H.0 (10:3:30)

Vapores NH;
(4) amarelo

A presenca destas duas classes de flavonoides é apoiada pelos azuis fluorescentes que surgem
na irradiacao com luz UV e pelo vermelho obtido no teste colorimétrico acido-base, na presenca
de acido concentrado.

Nos diferentes cromatogramas realizados observou-se que a mistura eluente BAW nao permitia
distinguir inequivocamente os carotenoides dos flavonoides, uma vez que davam manchas da
mesma cor e deslocamentos nao muito diferentes. Esses resultados levaram a preparacao de
outras misturas eluentes, nomeadamente, as misturas de etanol/vinagre (1:1) e etanol/vinagre
(2:1).

As tabelas 16, 17 e 18 dizem respeito aos resultados obtidos na cromatografia em papel dos
pigmentos de outras flores nas camaras etanol/vinagre (1:1), éter de petroleo 40-60 °C/acetona

(90:10) e BAW. As camaras Forestal e agua foram preteridas, pois a camara etanol/vinagre (1:1)
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tem uma polaridade mais adequada a eluicdo dos flavonoides e, por isso, com capacidade de
separacdo superior. Para além disso, o etanol e o vinagre sdo solventes bastante acessiveis e
oferecem boas condicdes de seguranca. Na camara cromatografica de éter de petréleo 40-60 °C
/acetona (90:10) verifica-se sistematicamente que apenas se deslocam os carotenoides, enquanto
os flavonoides e antocianinas ficam retidos no ponto de aplicacéo.

Na camara de etanol/vinagre (1:1) observou-se que os pigmentos vermelhos das antocianinas e
os flavonoides amarelos sdo deslocados ao longo do papel, enquanto os pigmentos amarelos da
classe dos carotenoides ficam retidos no ponto de aplicacdo. Assim, uma vez que a ordem de
eluicdo dos pigmentos na camara cromatografica de etanol/ vinagre (1:1) é contraria a ordem de
eluicdo na camara de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10), os resultados obtidos
complementam-se. Deste modo, a analise dos pigmentos nestas duas camaras permite a
identificacao da classe dos pigmentos presentes num determinado extrato, sendo particularmente
util para distinguir flavonoides de carotenoides.

A camara BAW, com maior capacidade separativa, permite a caraterizacao total dos diferentes

pigmentos.

Tabela 16 - Cromatogramas de extratos de: (1) Folha de faia vermelha, (2) Tagetes,

(3) Amores-perfeitos. Camaras: EP/Ac (90:10); BAW; EtOH/Vinagre (1:1).

Cromatogramas
Flor EP/Ac (90:10) BAW EtOH/Vinagre (1:1)
1- Folha faia

vermelha

2 - Tagetes

3 - Amores-perfeitos
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Assim, pela analise dos cromatogramas apresentados na tabela 16, verifica-se a presenca de
carotenoides amarelos em todos as flores em estudo, uma vez que os cromatogramas obtidos na
camara de éter de petroleo/acetona (90:10) apresentam bandas amarelas muito ténues que
migraram na frente do solvente e que sdo caracteristicas da presenca de carotenoides. Estas
desapareceram do papel ao fim de algum tempo, apresentando-se mais visiveis no inicio da
eluicdo. Na camara etanol/vinagre (1:1) estes pigmentos amarelos surgem junto ao ponto de

aplicacéo, confirmando-se a atribuicao destas bandas a classe dos carotenoides.

(a) (b)

Figura 31- Cromatogramas revelados com vapores de amoniaco. Extratos de: (1) folha de faia

vermelha, (2) tagetes, (3) amores-perfeitos em camaras (a) BAW; (b) EtOH/vinagre (1:1).

As manchas de cor rosa e violeta deverao corresponder a antocianinas uma vez que nao sao deslocadas
na camara de éter de petréleo 40-60 °C/acetona e migram consideravelmente na cdmara BAW e mais
ainda na camara de etanol/vinagre. Estas atribuicdes sao apoiadas pela utilizacao do extrato da folha de
faia vermelha como padrao de carotenoides e da antocianina cianidina.

Os cromatogramas da tabela 17 permitiram detetar a presenca de antocianinas nas pétalas de pettnias e
rosas, uma vez que surgem mais deslocados nas camaras mais polares e retidos na camara de éter de
petroleo. Os cromatogramas das lantanas amarelas evidenciam carotenoides, uma vez que as manchas
amarelas caracteristicas se deslocaram na frente do solvente nas camaras mais apolares (éter de petroleo

40-60 °C/acetona e BAW) e ficam retidos no ponto de aplicacdo na camara mais polar (etanol/vinagre).
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Tabela 17 - Cromatogramas de extratos de flores: (4) Rosas, (5) Petunias, (6) Lantanas.

Camaras: EP/Ac (90:10); BAW; EtOH/Vinagre (1:1).

Cromatogramas
Flor Ep/Ac (90:10) EtOH/Vinagre (1:1)
4 - Rosas

5 - Petunias
6 - Lantanas amarelas
4

Ao colocar o papel sob os vapores de amoniaco, figura 32, surge uma mancha amarela na camara

de etanol/vinagre que nao tinha sido observada sob luz visivel, indicando a presenca de flavonoides

amarelos, mais polares. Os verdes e os azuis fluorescentes indicam a presenca de antocianinas.

(a) (b) (c)

Figura 32 - Cromatogramas revelados com vapores de amoniaco. Extratos de: (4) rosas, (5)

petlnias e (6) lantanas, em camaras (a) Ep/Ac (90:10); (b) BAW; (c) EtOH/vinagre (1:1).
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Os cromatogramas da tabela 18 confirmam que o amarelo das dalias ndo ¢ devido a presenca de
carotenoides, mas sim de flavonoides, uma vez que as mancha amarelas sao retidas na camara
de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) e deslocados nas camaras mais polares. Ja para
os tagetes e lantanas, verifica-se que os pigmentos amarelos comportam-se de forma contraria
aos amarelos das dalias nas trés camaras, indicando a presenca de carotenoides. Pode ainda

confirmar-se a presenca de antocianinas nos tagetes e nas lantanas amarelo-avermelhadas.

Tabela 18 — Cromatogramas de extratos de flores: (7) Tagetes, (8) Lantanas amarelo-avermelhada, (9)

Dalias amarelas. Camaras: EP/Ac (90:10); BAW; EtOH/Vinagre (1:1)

Cromatogramas
Flor EP/Ac (90:10) BAW EtOH/Vinagre (1:1)

8 - Lantanas

9 - Dalias amarelas

Nos cromatogramas dos tagetes, obtidos nas camaras BAW e etanol/vinagre (1:1), a mancha
rosada atribuida aos pigmentos antocianicos parece estar sobreposta a uma outra mancha mais
lilas da qual ndo se separou completamente. Esta sobreposicao foi confirmada quando se
colocaram os cromatogramas sob os vapores de amoniaco (Figura 33), distinguindo-se duas
manchas diferentes, uma azul e outra verde.

Verifica-se ainda que a exposicdo aos vapores de amoniaco (Figura 33) revelou o alaranjado
caracteristico dos flavonoides, intensificado na luz UV, para além dos amarelos e verdes

fluorescentes caracteristicos dos restantes flavonoides.
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(a) (b) (c)

Figura 33 — Cromatogramas revelados com vapores de amoniaco. Extratos de (7) tagetes, (8) lantanas

e (9) dalias amarelas, em camaras (a) EP/Ac; (b) BAW; (c) EtOH/vinagre (1:1).

Com base nos resultados obtidos, pode afirmar-se que a cromatografia em papel realizada nas
camaras de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) e etanol/vinagre (1:1) permite identificar
com bastante rigor as familias dos pigmentos presentes em pétalas de flores.

Em paralelo, os extratos foram sempre analisados na camara BAW, dado que este é o eluente
mais utilizado nos trabalhos publicados na literatura. Na tentativa de comparar os resultados
obtidos neste eluente com os dados reportados na literatura, foram também calculados os valores
do Fator de Retencédo (R) dos componentes dos extratos analisados, os quais se encontram

resumidos na tabela 19.

Tabela 19 - Resultados obtidos na CP de extratos de flores e classes de pigmentos atribuidas.

Mancha no

Cromatograma R x 100 Luz UV Vapores NH: Pigmento/Flor

(luz visivel) (BAW)

Rosada/lilas 19 Purpura escuro Rosa ténue/azul Antocianinas/ Rosas bourdeux e
15 folha

Vermelha 36 Amarelo/verde Amarelo/laranja Antocianinas/

Castanha 38 Fluorescente Folha, lantanas, dalias

Magenta 35 Azul Verde acastanhadas, tagetes
40

Rosa/lilas 53 Purpura/amarelo Azul Antocianinas/Folha, amores-
51 fluorescente perfeitos, petunias

Amarela 50 Amarelo fluorescente Amarelo, Flavonoides/Dalias, tagetes
59 Laranja/verde laranja/vermelho,
54 fluorescente castanho

Amarela 93 Amarelo brilhante/verde Laranja Flavonoides,Carotenoides/Folha,
94 fluorescente rosas amarelo-avermelhadas
88 lantanas, amores-perfeitos
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Verifica-se que, de um modo geral, os valores de R obtidos se comparam com os descritos por
Harborne. Por outro lado, conjugando estes valores com os resultados obtidos na revelacao das
manchas com o0s vapores de amoniaco, pode comprovar-se a atribuicdo das manchas obtidas as

diferentes classes de pigmentos.

2.2. Cromatografia em Coluna de Extratos de Flores

Neste trabalho pretendeu-se adaptar a separacdo dos pigmentos presentes nas pétalas de flores,
uma coluna anteriormente desenvolvida para separacado dos pigmentos das folhas. #

As colunas utilizadas foram seringas descartaveis de 50 e 100 mL. Foi utilizado o amido de batata
para a fase estacionaria, uma vez que nos trabalhos anteriores este adsorvente mostrou ser um
bom material alternativo dado que, para além de ser amigo do ambiente, apresentou uma elevada
eficiéncia na separacao de pigmentos de plantas.

Nas colunas realizadas em seringas de 50 mL, o empacotamento da fase estacionaria foi realizado
a seco, apos o qual se fez a passagem de um volume do primeiro eluente da série eluotrdpica,
geralmente o éter de petroleo (pré-eluicéo).

Nas colunas em seringas de 100 mL, optou-se por introduzir a fase estacionaria na forma de
suspensao de amido, preparada imediatamente antes de iniciar a eluicao, para evitar a pré-eluicao.
O extrato sélido de cada flor foi obtido adicionando ao extrato liquido o amido de batata e o sulfato
de sddio anidro na proporcao 2:1 (m/m), o que originou uma amostra seca e solta que foi aplicada
sobre a fase estacionaria.

Na eluicdo dos pigmentos optou-se, em geral, pela utilizacdao de uma série completa de eluentes
com polaridade crescente, para garantir a separacdo de pigmentos de polaridades diferentes e

desenvolver um procedimento de eluicdo universal para todas as flores.

2.2.1. Pigmentos de Pétalas de Rosas Amarelo-avermelhadas e Rosas Bordeaux

A analise dos extratos liquidos de rosas, por cromatografia em papel, evidenciou unicamente a
presenca de pigmentos da classe dos flavonoides. Dependendo da cor da flor, foi possivel
identificar antocianinas e outros flavonoides amarelos.

No primeiro ensaio realizado em seringa de 50 mL, coluna de flores 1 (Cs), utilizou-se um extrato
sélido de rosas amarelo avermelhadas. O extrato liquido foi obtido por maceracao das pétalas em

etanol, durante a noite, e o extrato solido foi preparado pela adicdo de uma porcao de fécula de
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batata ao extrato liquido. Neste ensaio pretendeu-se fazer uma primeira avaliacdo da separacao

dos pigmentos presentes nesta amostra com a série de eluentes escolhidos. (Tabela 20).

Tabela 20 - Eluicao de pigmentos de rosas amarelo-avermelhadas* em seringa de 50 mL (Cr).

Flor Eluentes - Cx. Bandas

Rosa®

(1) Eter de petroleo 40-60°C (pré-eluicao) ©
(2) Eter de petroleo 40-60°C/Acetona (75:25) Nao observada

(3) Eter de petroleo 40-60°C /Acetona (50: 50) ~ Nao observada
(4) Acetona Nao observada

(5) Etanol Amarela ténue

2 Solvente de extracao: etanol; *Adquiridas em florista; ¢ imediatamente antes da colocacéo do EB

A eluicdo com misturas éter de petrdleo 40-60 °C/acetona, em diferentes proporcdes, ou mesmo
com a acetona, ndo arrastou bandas coloridas ao longo da coluna. As fracdes eluidas
apresentaram-se praticamente incolores.

Neste ensaio, verificou-se que o tempo necessario para a passagem do etanol através da coluna
de amido aumentou relativamente ao tempo de eluicado com eluentes menos polares.

No ensaio seguinte (Tabela 21, Cx), foram preparados extratos das mesmas pétalas de rosas
amarelo-avermelhadas, utilizando-se como solvente de extracao a acetona e nao o etanol. Optou-
se ainda por prescindir da passagem da mistura éter de petroleo 40-60 °C /acetona (75:25) dado
que, nas colunas anteriores a fracdo resultante foi incolor. A passagem da mistura de éter de
petroleo 40-60 °C /acetona (50:50) observou-se o deslocamento de uma banda de cor amarela
suave. Seguiu-se uma banda castanha, eluida pela acetona, da qual resultou uma fracao liquida
acastanhada. O etanol deslocou uma banda praticamente incolor que ndo avermelhou em meio
acido.

Tabela 21 - Eluicdo de pigmentos de rosas amarelo- avermelhadass*; coluna em seringa de 50 mL (C-).

Eluentes (Cr) Bandas

(1) Eter de petrdleo 40-60°C (pré-eluicao)

(2) Eter de petroleo 40-60°C /Acetona (50:50) Amarelo ténue
(3) Acetona Castanha

(4) Etanol Nao observada
(5) Etanol/Agua Rosada

® Extracdo: acetona; ®Adquiridas em florista; ¢ imediatamente antes da colocacéo do EB
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Considerando que os pigmentos avermelhados retidos no topo da coluna poderiam nao ser
solliveis em etanol, adicionou-se uma mistura de etanol/agua. Observou-se entdo o deslocamento
de uma banda rosa, recolhida sob a forma de uma solucdo quase incolor, mas que avermelhou
em meio acido (HCL). Estes resultados demonstram que os pigmentos presentes nas pétalas de
rosas sao da classe das antocianinas. Verificou-se, no entanto, que estas antocianinas nao foram
deslocadas pela acetona, tal como tinha acontecido com as antocianinas presentes nas folhas,
exigindo uma mistura de eluentes mais polar (etanol/agua). Esta diferenca de polaridade pode
estar relacionada com o numero de unidades de acucar ligados a antocianidina.

Nos ensaios seguintes partiu-se de rosas vermelho bordeaux. As condicdes utilizadas para a
separacao dos pigmentos destas rosas foram selecionadas tendo em conta os resultados obtidos
com as rosas amarelo-avermelhadas.

Assim, a primeira coluna (Cr) foi preparada com um extrato solido de pigmentos de rosas bordeaux
(Tabela 22), obtido por extracdo com acetona. Na eluicdo da coluna, foi deslocada uma fracao
incolor com a mistura éter de petroleo/acetona (1:1), uma fracdo castanha com a acetona e uma

fracao incolor com etanol.

Tabela 22 - Eluicdo de pigmentos de rosas vermelho bordeaux ** em seringa de 50 mL (Crs)

Eluentes (Cx) Bandas
(1) Eter de petroleo 40-60°C (pré-eluicéo):

(2) Eter de petroleo 40-60°C /Acetona (1:1) Nao observada
(3) Acetona Castanha

(4) Etanol Nao observada
(5) Etanol/Agua Levemente rosada
(6) Agua Rosada

» Extracdo: acetona; *Adquiridas em florista; - imediatamente antes da colocacéo do EB

Em seguida, a mistura etanol/agua (1:1) eluiu uma banda rosa mais ténue. Uma outra banda de
cor rosa mais intenso foi eluida com a agua. Estas duas fracdes devem, no entanto, conter o
mesmo pigmento, que foi mais deslocado a partir do momento em que se introduziu a agua pura.
A maior limitacao destes ensaios foi o facto da passagem do etanol e da mistura etanol/agua
terem sido extremamente demoradas, dada a elevada afinidade destes solventes para o amido da
fase estacionaria.

Realizou-se mais um ensaio com rosas vermelho bordeaux (Cr) aplicando a série de eluentes do
ensaio anterior e o0s resultados encontram-se resumidos na tabela 23. Nesta separacéao, recolheu-

se uma primeira fracao rosada na eluicao com a acetona, ficando retida no topo da coluna uma
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outra banda rosada que s6 foi deslocada na eluicado com a agua. Entre estas duas eluicdes passou-
se etanol, mas nao foram deslocadas antocianinas. No entanto, poderiam ter sido solubilizados
flavonoides incolores. Nao se detetaram carotenoides visiveis, uma vez que na eluicdo das
primeiras fracdes com éter de petréleo ou misturas de éter de petroleo/acetona nao se observou
nenhuma coloracao.

Todas as fracdes recolhidas foram submetidas a testes colorimétricos acido-base (Tabela 23) para
pesquisa de flavonoides e antocianinas. Para a pesquisa de antocianinas, investigou-se o
aparecimento de coloracado vermelha por adicdo de solucao aquosa de HCL e o aparecimento de
coloracao azul, por adicdo de solucdes de hidrogenocarbonato de soédio (NaHCO:) ou amoniaco
(NHs). Investigou-se também o efeito da adicdo de uma solucao aquosa de hidréxido de sddio,
NaOH, uma vez que revela a presenca de flavonoides levando ao aparecimento de uma cor

amarela intensa.

Tabela 23 - Fracoes de pigmentos de rosas vermelho bordeaux eluidas em seringa de 50 mL (Cx).

Testes colorimétricos acido-base.

Eluentes (C-)
EP/Ac (1:1) Ac EtOH EtOH/H:0(1:1) H:0

Fracéo eluida

1 k=3

1 2 3 4 1 I2 3 4

Teste. N »LL’“M
colorimétricos Rl .
. L
acido-base [T

(1) HCE 0,75 M; (2) NaHCO0:0,25 M; (3) NH;; (4) NaOH 1,5 M

Quando adicionadas umas gotas de amonia a fracdo eluida com a agua, esta apresentou cor verde
e nao azul, como seria de esperar, evidenciando que as fracdes ndo contém apenas antocianinas.
Na presenca de flavonoides amarelos, a cor azul ficou mascarada e observou-se cor verde. Assim,
concluiu-se que esta fracdo seria composta por antocianinas, possivelmente diglicosiladas, e
flavonoides incolores.

Dado que todos os ensaios anteriores foram caraterizados por tempos excessivamente longos, nos

ensaios seguintes decidiu-se fazer alguns reajustamentos, ndo s6 a nivel da volumetria da coluna
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como também na escolha da série de eluicao. Assim, usou-se uma seringa de 100 mL em vez de
50 mL e reduziu-se também a altura da fase estacionaria. O etanol foi retirado, dado que durante
a eluicdo das colunas anteriores nao se observou nenhuma banda de pigmentos e as fracdes
recolhidas foram sempre incolores. A passagem da agua foi substituida por uma mistura de agua
com a acetona, para diminuir a polaridade do eluente e assim melhorar o tempo de eluicéo de
antocianinas, sem constrangimentos para a solubilizacao de outros pigmentos.

Na ultima coluna preparada (Cs), as condicdes foram otimizadas selecionando uma série de
eluicdo que inclui apenas (Tabela 24) duas misturas de éter de petréleo 40-60 °C e acetona. O
objetivo foi criar uma série de eluicdo completa que pudesse ser aplicada a uma gama alargada
de flores, servindo também para investigar a presenca de outras classes de pigmentos.

Como se pode observar na tabela 24, a eluicdo dos pigmentos das rosas ao longo da coluna foi

mais rapida, comprovando que foi beneficiada pelos reajustamentos introduzidos.

Tabela 24 - Eluicdo de pigmentos de rosas vermelho bordeaux, em seringa de 100 mL (Cx).

Extratos Eluentes (Cx) Volume (mL)  Tempo (min)
liquido sélido
' (1) Eter de petroleo /Acetona (90:10) 12 4
(2) Eter de petroleo/Acetona (75:25) 16 3
(2) Acetona 22 15
(3) Acetona/Agua (1:1) 20 20

» Extragao: acetona

Na coluna apenas se observaram duas bandas, uma ligeiramente rosada, muito ténue, deslocada pela

acetona e outra muito corada de rosa que soé foi eluida com a mistura acetona/agua (1:1) (Tabela 25).

Tabela 25 -Eluicéo de pigmentos de rosas vermelho bordeaux em seringa de 100 mL (Ces).

Eluentes
EP/Ac (90:10) EP/Ac (75:25) Ac Ac/H:0 (1:1)

i
\’
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A andlise por cromatografia em papel (camara BAW) das fracdes recolhidas (Figura 34)
demonstrou a presenca de antocianinas nas amostras da fracao eluida com acetona (fracéo 3) e
da fracdo deslocada com acetona/agua (1:1) (fracdo 5) através da sua cor vermelha carateristica
em meio acido.

Esta atribuicdo foi confirmada por exposicdo do cromatograma obtido aos vapores de amoniaco,
uma vez que as manchas de cor vermelha ficaram azuis. Foi possivel verificar ainda o
aparecimento de manchas amarelas, ligeiramente mais deslocadas do que as antocianinas por

irradiacao dos cromatogramas com luz UV.

A- Amarelo a luz UV

(b) (c)
Figura 34 - (a) Fracdes de pigmentos de rosas bordeaux (Cr); (b) Cromatograma em camara BAW das

fracdes de acetona e acetona/agua (1:1); (c) Cromatograma com vapores de NH: e luz UV.

Junto das manchas rosadas das antocianinas, observou-se uma zona amarela muito definida que
surgiu por irradiacdo com luz UV. Estas manchas amarelas foram atribuidas a presenca de
flavonoides.

Realizaram-se ainda os testes colorimétricos das fracdes recolhidas (Figura 35) com solucdes de

acido cloridrico, hidrogenocarbonato de sodio e hidrdxido de sodio.

Figura 35 - Testes colorimétricos acido-base das fracdes de pigmentos eluidas da coluna de rosas vermelho

bourdeux.
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O aparecimento de cor vermelho no teste do HC{ e azul/verde no teste do hidrogenocarbonato
de sodio confirmou a presenca de antocianinas. O aparecimento de cor laranja acastanhado no
teste do hidroxido de sodio confirmou a presenca de flavonoides.
Apds analise dos resultados, conclui-se que as pétalas de rosa possuem pigmentos da classe dos
flavonoides, nomeadamente flavonoides amarelos e antocianinas.
A série de eluicao utilizada nesta coluna mostrou-se perfeitamente adaptada em termos de tempo,

eluentes e materiais utilizados a implementacao em contexto de uma sala de aula.

2.2.2. Pigmentos de Pétalas de Amores-Perfeitos

Para a separacao dos pigmentos presentes nas pétalas dos amores-perfeitos prepararam-se
diferentes colunas, fazendo-se variar os solventes escolhidos para a série eluotrdpica.

De acordo com os resultados previamente obtidos na analise do extrato liquido dos amores, por
cromatografia em papel, a presenca de carotenoides amarelos, menos polares, levou a que as
séries de eluentes selecionadas para a coluna de cromatografia contemplasse eluentes apolares.
Introduziu-se um solvente de polaridade intermédia, o acetato de etilo, na tentativa de que este
deslocasse os flavonoides separadamente das antocianinas.

Comecou-se por dois primeiros ensaios paralelos, realizados em seringas de 100 mL (Cee Cr),
para testar as condicdes de eluicao dos pigmentos presentes utilizando eluentes escolhidos para

o efeito (Tabela 26).

Tabela 26 - Eluicao dos pigmentos de um extrato de amores-perfeitos =» em seringa de 100 mL (Crwe Cr).

Volume (mL)
Eluentes Ces Cr
(1) Eter de petroleo 40-60 °C 30 25
(2) Eter de petroleo 40-60 °C /Acetona (90:10) 20 30
(3) Eter de petroleo 40-60 °C /Acetona (75: 25) 10 10
(4) Acetato etilo 20 20
(5) Acetato etilo/Acetona (75:25) - 20
(6) Acetona 40 40
(7) Agua 20 20

Nesta eluicao observou-se um deslocamento rapido de bandas de pigmentos amarelos mas, tal
como ja era esperado, os tempos de eluicao foram aumentando a medida que aumentou a

polaridade do eluente e verificou-se um atraso significativo na eluicdo com a agua (cerca de 1 h).
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Nao foram contabilizados os tempos de eluicdo e, por isso, foi realizado mais um ensaio nas

condicdes da coluna Cr, medindo também os tempos de eluicdo (Tabela 27).

Tabela 27 - Eluicao de pigmentos de um extrato sélido de amores-perfeitos =* em seringa de 100 mL (Cr)

Volume Tempo

Eluentes (Cr) (mL) (min)
(1) Eter de petroleo 40-60 °C 29 3

(2) Eter de petrdleo/Acetona (90:10) 31 10

(3) Eter de petrleo/Acetona (75: 25) 10 8

(4) Acetato etilo 20 5

(5) Acetato etilo/Acetona (75:25) 20 13

(6) Acetona 40 10

(7) Agua 30 50

:Extracdo: acetona, ® flor de jardim

Na coluna observou-se o deslocamento de bandas de pigmentos de cor amarelo forte e duas
bandas de cor lilas, durante a eluicdo com éter de petroleo, acetona e agua, respetivamente
(Tabela 28). Verificou-se que os amarelos, mais apolares, foram eluidos com éter de petroleo e o
acetato de etilo eluiu uma fracdo de uma cor amarelo mais ténue, cuja banda foi praticamente
impercetivel, suspeitando-se da presenca de pigmentos amarelos da classe dos flavonoides, uma
vez que apenas foram visiveis como amarelos fluorescentes na luz UV. A introducdo de uma
mistura da acetona com o acetato de etilo levou a eluicdo de uma fracdo cuja cor indicou a
presenca de antocianinas (lilds muito ténue). A eluicdo da primeira banda de cor lilas ocorreu com
a acetona, sendo que a banda lilds mais retida na coluna foi eluida pela agua. Na figura 36 sao

apresentadas as imagens das fracdes recolhidas neste ensaio.

Tabela 28 - Bandas de pigmentos de amores-perfeitos em seringa de 100 mL (Crs)

Eluentes (Cx)
EP EP/Ac (75:25) AcOEt Ac
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Figura 36 - Fracdes de pigmentos de amores-perfeitos eluidas em seringa de 100 mL (Css):
EP (f e f2); EP/Ac (90:10) (f,,f.ef:); EP/Ac (75: 25(f.); AcOEt (f); AcOEt/Ac (75:25)(f.); Ac (fi e
fz), H.0 (fl)(TabeIa 28)

As fracdes eluidas foram analisadas através de testes colorimétricos realizados com acido (HCE,
0,75 M) e bases (NaHCO:s, 0,25 M e NaOH, 1,5 M). Os resultados dos testes sdo apresentados na
tabela 29. A fracao recolhida com acetato de etilo ndo apresentou a cor vermelha carateristica do
catido flavilium quando a solucao foi acidificada, sugerindo que este solvente nao solubilizou as
antocianinas (Tabela 29, al). No entanto, obteve-se uma cor vermelha muito intensa e indicativa
de uma maior concentracdo de antocianinas nas fracdes eluidas com acetona ou agua (Tabela
29, bl, cl e d2). Na presenca de uma solucdo diluida de bicarbonato de sédio (Tabela 29, c2 e
d2) observou-se uma cor verde sugerindo que estas mesmas fracdes, para além de antocianinas,

deveriam conter ainda outros flavonoides amarelos.

Tabela 29 - Testes colorimétricos acido-base das fracdes eluidas da coluna de amores-perfeitos (Cr).

Fracdo de

AcOEt AcOEt/Ac (75:25) Ac

@ (6 @

(1) HCL 0,75 M; (2) NaHCO 0,25 M; (3) NaOH 1,5 M

No passo seguinte, preparou-se uma outra coluna (Cr) e procedeu-se a eluicdo dos pigmentos do
extrato de amores-perfeitos, eliminando a passagem do etanol e do acetato de etilo. Os resultados,
apresentados na tabela 30, confirmaram que esta opcdo permitiu melhorar significativamente o

tempo total de passagem dos eluentes. A ultima fracdo de antocianinas, apenas deslocada pela

76



Capitulo Il - Resultados e Discusséao

agua e normalmente mais demorada, foi eluida mais rapidamente (em cerca de metade do tempo)

pela substituicdo da agua por uma mistura de acetona/agua.

Tabela 30- Eluicdo dos pigmentos de um extrato de amores-perfeitos =» em seringa de 100 mL(Cr).

Eluentes (Cx) Volume (mL) Tempo (min)
(1) Eter de petrdleo 40-60°C 30 3
(2) Eter de petrdleo 40-60 °C /Acetona (90:10) 20 5
(3) Eter de petroleo 40-60 °C /Acetona (75:25) 20 5
(4) Eter de petréleo 40-60 °C /Acetona (50:50) 20 8
(5) Eter de petrdleo 40-60 °C /Acetona (25:75) 25 10
(6) Acetona 20 10
(7) Acetona/Agua (1:1) 25 25

=Extracdo: acetona, ® flor de jardim

Estes resultados demonstram que o método melhorou bastante, em termos de tempo e consumo

de solventes, otimizando-se assim o processo.

A tabela 31 apresenta as imagens das bandas coloridas eluidas na coluna e as respetivas fracoes

recolhidas (Figura 37).

Tabela 31 - Bandas de pigmentos de amores-perfeitos em seringa de 100 mL (Ce).

Eluentes (Cx)

EP/Ac
(90:10) EP/Ac (25:75) Ac/H:.0 (1:1)
T "}‘ =

Nestas imagens pode observar-se que o éter de petréleo 40-60 °C eluiu uma primeira banda de

cor amarelo muito intenso, que deveria conter carotenos.

As fracdes resultantes da eluicdo com a mistura de éter de petréleo 40-60 °C/acetona (90:10)
devem conter pigmentos da classe dos carotenoides, uma vez que na cromatografia em papel 0s

pigmentos amarelos nao foram deslocados pelo eluente.
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Figura 37 - Fracbes de pigmentos de amores-perfeitos eluidas em seringa 100 mL (Cw): EP (f,f.,f: e fi);

EP/Ac (90:10) (f,,f.ef); EP/Ac(75:25) (f,f); EP/Ac(1:1); EP/Ac (25:75) (f.,f.); Ac; Ac/4gua (1:1) (f,f.ef).

A mistura éter de petroleo 40-60 °C/acetona (75:25) deslocou uma segunda banda amarela que
podera conter pigmentos da classe das xantofilas.

A acetona eluiu uma banda lilas e uma outra banda lilas ficou retida sendo seguidamente
deslocada com uma mistura de acetona/agua (1:1).

Os testes colorimétricos acido-base (Figura 38) confirmaram que foi eluida uma antocianina com
a mistura de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (25:75), pois a solucao avermelhou quando se

adicionou HCE, reacado caracteristica da presenca do catido flavilo.

(1) HCL 0,75 M; (2) NaHCO: 0,25 M; (3) NaOH 1,5 M

Figura 38 - Testes colorimétricos acido-base realizados sobre as fracdes de pigmentos eluidos da

coluna de amores-perfeitos com EP/Ac (75:25) e EP/Ac (25:75).

Na fracao eluida com a mistura éter de petroleo 40-60 °C/acetona (75:25) esta alteracdo de cor
nao se observou, concluindo-se que esta mistura de eluentes nao desloca antocianinas (Figura
39).

Confirmou-se ainda a presenca de antocianinas na fracao eluida com acetona e acetona/agua
(1:1) pelo aparecimento de cor vermelha em meio &cido.

A cor verde das mesmas fracoes (Figura 39) em meio moderadamente alcalino sao indicativas da

presenca de outros flavonoides, para além das antocianinas.
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T

“(1)-HCL 0,75 M ; (2)- NaHC0.0,25 M; (3) NaOH 1,5 M

Figura 39 - Testes colorimétricos acido-base realizados sobre as fracdes de pigmentos eluidos com

acetona e acetona/H:0 (1:1).

Com base nos resultados obtidos pode afirmar-se que, nas pétalas dos amores-perfeitos podem

ser encontrados pigmentos da classe dos flavonoides e pigmentos da classe dos carotenoides.

2.2.3. Pigmentos de Pétalas de Petunias

0 método desenvolvido foi ainda utilizado para analisar os pigmentos presentes em pétalas de
petunias. Foi preparado um extrato solido por maceracdo de uma mistura de pétalas de petunias
em acetona. Seguidamente realizou-se a separacdo em coluna (Cro) nas condicdes anteriormente
otimizadas para os amores-perfeitos (Tabela 32). Prescindiu-se apenas da passagem com éter de
petréleo puro, tendo em consideracdo que a analise do extrato por cromatografia em papel revelou
apenas a presenca de antocianinas. Os tempos de eluicdo das bandas separadas foi contabilizado

e, como pode ser observado na tabela 32, este procedimento revelou-se bastante rapido.

Tabela 32 - Eluicdo de pigmentos de um extrato solido de petlnias ** em seringa de 100 mL (Crw)

Eluentes (Cxv) Volume (mL) Tempo (min)
(1) Eter de petroleo 40-60 °C / Acetona (90:10) 10 4
(2) Eter de petrdleo 40-60 °C /Acetona (75:25) 15 10
(3) Eter de petrdleo 40-60 °C /Acetona (25:75) 25 15
(4) Acetona 30 20
(5) Acetona/Agua (1:1) 30 20

«Extracdo: acetona, ® flor de jardim

As duas primeiras fracdes, eluidas com as duas misturas de éter de petréleo 40-60 °C/acetona
apresentaram-se incolores, comprovando que nao estavam presentes pigmentos de menor

polaridade (Tabela 33).
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Tabela 33 - Eluicdo dos pigmentos de petunias em seringas de 100 mL (Crw).

Eluentes (Cr)

EP/Ac (90:10) EP/Ac (75:25) Ac Ac/H:0 (1:1)

Misturas de éter de petréleo com concentracées mais elevadas de acetona deslocaram uma
primeira banda colorida das petunias, mas esta sé foi totalmente eluida com a introducao da
acetona pura. A mistura de acetona/agua (1:1) arrastou completamente a ultima fracédo de
antocianinas (Tabela 33).

A presenca de antocianinas foi comprovada pelos testes colorimétricos acido-base, realizados
sobre as fracdes de pigmentos recolhidas com a acetona e com a mistura de acetona/agua (1:1),
uma vez que estas fracdes avermelharam na presenca de acido cloridrico (Figura 40). Pode
observar-se ainda que a segunda fracdo de pigmentos eluidos com acetona deu coloracao azul
ténue por reacao com a solucao alcalina de hidrogenocarbonato de sédio, indicando a presenca

de antocianinas puras.

Figura 40 - Testes colorimétricos acido-base realizados sobre as fracoes de pigmentos de petunias

eluidas com acetona e acetona/H.0 (1:1) (Crw).
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A coloracao verde, observada em meio levemente alcalino, voltou a aparecer na fracao eluida com
a mistura acetona/agua (1:1) indicando a presenca de flavonoides.

Realizaram-se também testes colorimétricos em meio fortemente alcalino (solucdo de NaOH) sobre
as fracdes incolores eluidas com as misturas de éter de petroleo 40-60 °C /acetona nas
proporcoes definidas na tabela 31 e ndo se observou a coloracdo amarela caracteristica dos

flavonoides (Figura 41).

* w e =
'_f“;_ i ® \R ? :
-' - ;', = JR5p
EP/Ac c EF/Ac ~ 7 \EP/Ac
(90:10) ( ie 4

:25) (25:75)1“' (2 SK

Figura 41 - Testes colorimétricos acido-base realizados sobre as frages incolores eluidas da coluna de

petunia, na presenca de uma base forte, NaOH 1,5 M.

Com base nos resultados obtidos pode concluir-se que a cor das pétalas das pettnias sdo o

resultado da combinacdo de pigmentos da classe dos flavondides e das antocianinas.

2.2.4. Pigmentos de Pétalas de Tagetes

Os tagetes sao flores amarelo-alaranjadas (ou laranja avermelhado) com um odor forte
caracteristico. As pétalas destas flores foram também analisadas por cromatografia em papel e
em coluna.

Para a extracdo dos pigmentos, as pétalas destas flores foram trituradas e maceradas com
acetona. A partir do extrato liquido, obteve-se o extrato sélido por adicao de um sal desidratante e
amido de batata. Este extrato foi colocado na coluna sobre a fase estacionaria de amido de batata,
tal como em todas as outras colunas preparadas.

A analise prévia do extrato liquido por cromatografia em papel mostrou a presenca de elevada
guantidade de pigmentos amarelos, muito deslocados no papel em camara de éter de petroleo
40-60 °C/acetona (90:10). Este facto indicou que os principais pigmentos dos tagetes sdo da

familia dos carotenoides, tal como referido na literatura (luteina e zeaxantina) 2.

Assim, para a separacao em coluna (Cru) dos pigmentos presentes nos tagetes selecionou-se uma

série solventes de eluicdo que incluiu eluentes apolares e polares. O aumento gradual da
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polaridade dos eluentes levou a um aumento do tempo de eluicao, tal como ja era esperado

(Tabela 34).

Tabela 34 - Eluicio de pigmentos de um extrato solido de tagetes =, em seringa de 100 mL (Cru).

Eluentes (Cru) Volume (mL) Tempo (min)
(1) Eter de petrdleo 40-60 °C 20 2
(2) Eter de petrdleo 40-60 °C /acetona (90:10) 20 5
(3) Eter de petrdleo 40-60 °C /Acetona (75:25) 20 10
(4) Eter de petroleo 40-60 °C /Acetona (25:75) 20 15
(5) Acetona 20 15
(6) Acetona/Agua (1:1) 30 25

=Extracdo: acetona, ® flor de jardim

No que respeita a visualizacdo das bandas de pigmentos eluidas ao longo da coluna (Tabela 35),
observaram-se duas bandas de coloracéo intensa, uma banda amarela, mais extensa, que eluiu
facilmente com o éter de petréleo e outra banda de tom rosado, mais fina, que eluiu com a mistura
acetona/agua (1:1). As fracdes recolhidas (Figura 42) apresentaram a cor amarelo forte e

castanho rosado, respetivamente.

Tabela 35- Eluicao de pigmentos de tagetes em seringa de 100 mL (Csv).

Eluentes (Cm)

EP EP/Ac EP/Ac EP/Ac Ac Ac/H:0 (1:1)
(90:10) (75-25) (25-75)

e

As bandas resultantes da eluicdo com as misturas de éter de petroleo e acetona foram muito pouco

percetiveis, embora sugestivas da presenca de pigmentos amarelos (Tabela 35). Nas fracdes recolhidas
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obtiveram-se solucdes de tonalidade amarela ténue na eluicdo com o éter de petroleo 40-60 °C
/acetona (90:10) (Figura 42, a). A medida que a proporcdo de acetona foi aumentando, surgiram

fracdes de coloracéo ligeiramente mais escura, evidenciando a possivel solubilizacdo de antocianinas.

a

Figura 42 - (a) Fracbes de pigmentos de tagetes eluidas em seringa 100 mL (C-u): EP (f,.); EP/Ac (90:10)
(f,f,f); EP/Ac (75:25) (f.,f.); EP/Ac (25:75) (f.,.,f5); Ac (f.,f.,f:); Ac/H.0 (1:1) (f,.,f); (b) Cromatograma em
camara BAW das fracdes: Ep/Ac (25:75), Ac (f), Ac/H.0 (1:1) (f.,f5).

0 tom mais acastanhado da fracéo eluida com a mistura do éter petroleo/acetona (25:75) indicou
a presenca de uma mistura de flavonoides amarelos e antocianinas rosadas, que foi apoiada pelo
cromatograma obtido em camara BAW (Figura 42 b) e pela coloracdo vermelha em meio acido,
carateristica do catido flavilio (Figura 43, a).

A eluicdo com a mistura acetona/agua (1:1) permitiu o arrastamento da udltima banda de
pigmentos antocianicos, resultando numa solucao ligeiramente rosada, cuja composicao foi
confirmada pelo cromatograma realizado (Figura 42, b) e pela coloracdo vermelha do catiao flavilio

em meio acido (Figura 43, b). Em meio fortemente alcalino, foi observada a cor amarela

carateristica das chalconas, resultantes da degradacéo das antocianinas (Figura 43, a, b).

(a) (b)

Figura 43 - Testes colorimétricos acido-base: fracdes eluidas da coluna de tagetes(Cri): (a) Ac ; (b)

Ac/H:0 (1:1), na presenca de: (1) HCE 0,75 M; (2) NaOH 1,5 M.
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Assim, a analise dos tagetes por cromatografia em papel e em coluna apresentou resultados
concordantes, evidenciando que a cor dos tagetes sera devida a presenca de pigmentos

carotenoides, flavonoides e antocianinas.

2.2.5. Pigmentos de Lantanas Amarelo-avermelhadas

A Lantana é uma planta rustica, com flores de varias cores predominando os tons amarelo,
vermelho, laranja e branco.

Esta flor também foi selecionada para testar a reprodutibilidade do método da separacdo em
coluna de amido uma vez que a analise dos pigmentos de lantanas amarelas e amarelo-
avermelhadas por cromatografia em papel indicou a presenca de pigmentos de polaridades
distintas. Com as pétalas amarelo-avermelhadas foi preparado um extrato sélido para aplicacéo
em coluna de cromatografia (Cr.). Este extrato foi obtido adicionando o sal e 0 amido de batata ao
extrato liquido resultante da extracdo dos pigmentos com a acetona, sendo colocado sobre a fase
estacionaria apos realizada a pré-eluicdo com éter de petréleo 40-60 °C.

Manteve-se a série de eluentes utilizada na separacdo de pigmentos dos tagetes, dado que os
resultados da cromatografia em papel mostraram uma composicao em pigmentos analogos nas
duas flores.

Na separacao dos pigmentos de lantanas em coluna de cromatografia, o tempo necessario para
a sua eluicdo completa foi de 65 a 70 minutos, comparando com os tempos realizados na

separacao de pigmentos de outras flores (Tabela 36).

Tabela 36 - Eluicdo de pigmentos do extrato de lantanas amarelo-avermelhadas =°, em seringa de 100 mL.

Eluentes (Cx:) Volume (mL) Tempo (min)
(1) Eter de petrdleo 40-60 °C 35 5
(2) Eter de petrdleo 40-60 °C /Acetona (90:10) 20 5
(3) Eter de petroleo 40-60 °C /Acetona (75: 25) 20 8
(4) Eter de petroleo 40-60 °C /Acetona (25:75) 10 5
(5) Acetona 20 15
(6) Acetona/Agua (1:1) 30 30

sExtracao: acetona, ® flor de jardim
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Verificou-se que o éter de petroleo arrastou facilmente os pigmentos amarelos ao longo da fase
estacionaria (Tabela 37), observando-se uma banda de coloracdo amarelo forte que originou
uma solucao de cor amarela. Foi deslocada uma outra banda amarela na eluicdo com a mistura

de éter de petrdleo 40-60 °C/ acetona (90:10).

Tabela 37 - Fracoes de pigmentos de lantanas eluidas em seringa 100 mL(Cr).

EP EP/Ac (75:25)  EP/Ac (25:75)

L |

Ac/H:0 (1:1)

Durante a eluicdo com a mistura de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (75:25) surgiu ainda
mais uma banda de pigmentos com uma coloracao muito ténue e da qual resultou uma solucao
amarelo ténue (Figura 44). Da eluicdo com a mistura de éter de petréleo 40-60 °C/acetona
(25:75) nao resultou nenhuma banda colorida e os extratos recolhidos mostraram-se
praticamente incolores.

As restantes solucdes recolhidas, de tons castanho (Figura 44), dizem respeito a duas
antocianinas distintas, as quais resultaram da eluicdo com a acetona e com a mistura de

acetona/agua (1:1).

Figura 44 - FracGes de pigmentos de lantanas eluidas em seringa 100 mL (Cr2); EP (f.,.f), EP/Ac
(90:10) (f,f.), EP/Ac (75:25) (f.,f.), EP/Ac (25:75) (f.,f), Ac (f,f.), Ac/H:0 (1:1) (f,f.,f;).
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Esta ultima mistura de eluentes deu origem a trés fracdes, sendo que as duas primeiras, de
menor coloracdo, parecem ser ainda resultado da passagem da acetona. Apenas a terceira
fracdo de pigmentos apresentou coloracdo apreciavel com um tom amarelo-alaranjado,
indicando a recolha de uma mistura de pigmentos da classe dos flavonoides e antocianinas
(Tabela 37).

Estes resultados mostram que as cores das pétalas das lantanas vermelhas se devem a
presenca de carotenoides, flavonoides amarelos e antocianinas, demonstrando, mais uma vez,

a eficiéncia e a reprodutibilidade deste método de separacao.
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Parte A — Extracdo e Separacao de Carotenoides do Tomate

1. Materiais e Reagentes

Materiais adquiridos em supermercado e farmacias: concentrado de tomate em bisnaga, da marca
Compal; fécula de batata, marca Cimarrom; seringas descartaveis de 50 e 100 mL, pelicula de
aluminio e acetona comercial.

Solventes e materiais adquiridos em casas da especialidade: Papel de filtro e papel de
cromatografia marca Whatman, sulfato de sédio anidro, cloreto de sédio, areia lavada, algodao em
rama, acetona pura, éter de petroleo 40-60 °C, acetato de etilo, etanol 99,8 % e agua destilada;
Material/Equipamentos: Material diverso de laboratério, banho-maria, balanca semi-analitica (+

0,01 g); hotte;

2. Extracao de Carotenoides

2.1. Ensaios preliminares

Procedimento A — Testes de solubilidade: Num almofariz colocou-se a amostra de concentrado de

tomate (4,00 g) e sobre a amostra foi colocado o solvente de extracdo (5 mL). Apds a trituracao
da mistura de concentrado e solvente(s), decantou-se a fracao liquida organica para um gobelé.
Nos casos em que foram obtidas misturas de dois liquidos imisciveis a separacdo das duas fases
foi realizada em ampola de decantacao.

Este procedimento foi repetido para cada solvente ou misturas de solventes testado(s),
nomeadamente: acetato de etilo, éter de petréleo 40-60 °C, acetona, misturas de acetona/éter de
petréleo 40-60 °C (1:1) e (1:2), acetato de etilo/acetona (1:1) e acetato de etilo/etanol (2:1).
Num outro ensaio, repetiu-se o procedimento anterior adicionando-se ao concentrado de tomate
uma mistura de acetato de etilo/acetona (1:1) e uma espatula de sulfato de sédio anidro.

Observaram-se as cores dos liquidos decantados e dos residuos sélidos resultantes.

Procedimento B - Desidratacdo prévia da amostra com etanol a frio: Num almofariz, colocou-se a

amostra de concentrado de tomate (4,00 g) e etanol (5 mL). Apds trituracao forte (1 min), filtrou-
se a suspensao por gravidade através de um filtro de pregas e recolheu-se o residuo para o

almofariz. Repetiu-se a operacao adicionando mais etanol (5mL) sobre o residuo sélido de tomate,
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agitando energicamente e filtrando o solido pelo mesmo método. Este procedimento de
desidratacao foi repetido varias vezes e os residuos de tomate foram colocados num gobelé para
serem submetidos, separadamente, a extracdo com diversos solventes organicos.

Sobre cada amostra de tomate desidratado, adicionou-se o solvente ou a mistura de solventes (10
mL) para extracdo dos pigmentos: éter de petréleo 40-60 °C; acetato de etilo; acetona seguida do
éter de petroleo 40-60 °C (1:1); acetato etilo seguido da acetona (1:1); acetato de etilo e etanol
(2:1); mistura de etanol e acetona (95:5) seguida do éter de petroleo 40-60 °C (1:1).

As amostras foram submetidas a agitacao vigorosa com a vareta e deixados a macerar durante 15
minutos resguardadas da luz. Os extratos liquidos foram obtidos através de uma filtracdo por

gravidade com filtro de pregas e guardados em frascos de amostras.

Procedimento C - Extracdo com desidratacéo prévia da amostra com etanol em banho-maria: Num

almofariz, colocou-se a amostra de tomate (4,00 g) e etanol (10 mL). Apés trituracao forte levou-
se a mistura a aquecer em banho-maria, com agitacao, a 40 °C, durante 5 minutos. Filtrou-se a
suspensao a vacuo e recolheu-se o residuo soélido para um gobelé, seguindo-se a extracao com

éter de petréleo 40-60 °C.

Procedimento D - Extracdo na presenca de agentes desidratantes solidos

Procedimento D Num gobelé colocou-se a amostra de concentrado de tomate (4,00 g),
adicionou-se a acetona (10 mL) e agitou-se com uma vareta de vidro, adicionando-se de seguida
0 éter de petréleo 40-60°C (10 mL). Juntou-se o sulfato de sodio anidro (2,00 g) e continuou a
agitar-se energicamente. Deixou-se em repouso (20 min) em local escurecido obtendo-se,
seguidamente, o extrato liquido através de uma filtracdo por gravidade.

Repetiu-se 0 mesmo procedimento para os solventes acetato de etilo e acetona (1:1).
Procedimento D:: Num gobelé colocou-se a amostra de concentrado de tomate (4,00 g) e a acetona
(10 mL) seguida do éter de petrdleo 40-60 °C (10 mL). Apds agitacdo vigorosa (1 min.)
acrescentou-se, sucessivamente, o sulfato de sddio anidro (2,00 g) e o amido de batata (6,00 g),
agitando com a vareta de vidro de forma a envolver bem a mistura. Deixou-se em repouso durante
20 minutos, em local escurecido, apos o qual se procedeu a uma filtracéo para a obtencao do

extrato liguido do tomate.
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2.2. Preparacéo dos Extratos (otimizados)

Procedimento A - Obtencéo do extrato liguido de tomate (para aplicacdo em cromatografia em

papel)

Num almofariz, colocou-se concentrado de tomate (2,00 g), adicionou-se sal refinado de cozinha
(1,00 g) (ou sulfato de sddio anidro) e triturou-se a mistura com o pildo. De seguida, introduziu-se
0 amido de batata (3,00 g) e continuou-se a agitar a mistura até a obtencao de uma pasta seca.
Sobre a pasta seca adicionou-se a acetona (10 mL), agitou-se com uma vareta de vidro e deixou-
se macerar durante 5 min. Seguidamente, adicionou-se o éter de petréleo 40-60 °C (20 mL),
agitou-se e deixou-se a macerar durante mais 15 minutos. Filtrou-se a mistura por gravidade,
utilizando um filtro de pregas e recolheu-se o filtrado de cor laranja para um frasco de amostras.
Este procedimento também foi previamente realizado utilizando a proporcdo acetona/éter de

petroleo 40-60 °C (1:1).

Procedimento B - Obtencdo do extrato sélido de tomate

Num almofariz com concentrado de tomate (2,00 g), adicionou-se sal refinado de cozinha (1,00
g) (ou em alternativa o sulfato de sddio anidro) triturando com o pildo. De seguida, introduziu-se o

amido de batata (3,00 g) envolvendo-se bem a mistura até a obtencéo de uma pasta seca.

Procedimento C - Preparacao do extrato bruto de cenoura (padrao utilizado para a presenca de

betacaroteno)

Triturou-se uma cenoura pequena no triturador e colocou-se cerca de 4 minutos no micro-ondas
para desidratar. Adicionou-se uma mistura de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) (10
mL), triturou-se com o pildo e deixou-se a macerar durante 20 minutos. Decantou-se a fase liquida

para ser posteriormente aplicada na cromatografia em papel.

3. Separacao de Carotenoides por Cromatografia

3.1. Cromatografia em Papel

Cortaram-se tiras de papel de filtro com, aproximadamente, 4 cm de largura por 10 cm de altura.
Os extratos liquidos de cenoura e do tomate foram aplicados com um capilar de cromatografia a
cerca de 1,5 cm das extremidades do papel. Depois de secar, introduziram-se as tiras de papel
em cada uma das seguintes camaras de cromatografia, previamente preparadas, de acordo com

0s seguintes procedimentos:
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Procedimento A (Camara de etanol):Forrou-se interiormente a superficie do vidro de um

erlenmeyer com meio circulo de papel de filtro. Introduziu-se 10 mL de etanol puro e cobriu-se o
erlenmeyer com um vidro de relégio.

A eluicdo das amostras nesta camara demorou 20 minutos.

Procedimento B (Camara de acetona/éter de petroleo 40-60°C (10:90):Repetiu-se o

procedimento anterior, substituindo o etanol por uma mistura de acetona/éter de petréleo 40-
60°C (10:90).

A eluicao das amostras nesta camara demorou cerca de 5 minutos.

3.2. Cromatografia em Coluna

Na extremidade de uma seringa descartavel (50 mL) colocou-se um pouco de algodao, seguido
de uma fina camada de areia lavada do mar para a uniformizacdo da superficie. Fez-se o
empacotamento da seringa, previamente fixada num suporte universal, adicionando o amido de
batata (25,00 g) e compactando-o, através de pequenas batidas sobre a seringa. Apds uma eluicao
prévia com etanol (10 mL), aplicou-se a amostra de extrato solido de tomate (4,00 g) no topo da
fase estacionaria, com o auxilio de uma espatula. Sobre o extrato, com auxilio de uma pipeta de
Pasteur, aplicou-se sucessivamente uma série de eluentes de polaridade decrescente, mantendo-
se a amostra sempre em contacto com os solventes de forma a nao secar.

A eluicao das colunas realizadas decorreu de acordo com um dos seguintes procedimentos:

Método A (Colunas Cr, Cr. e Cx): A eluicdo da primeira banda amarela foi realizada com o etanol
nas duas primeiras seringas (Cre Cr). A segunda banda, cor de laranja, foi eluida com o éter de
petréleo (coluna Cr) ou com o acetato de etilo (coluna Cr). As fracdes liquidas eluidas foram
recolhidas separadamente para frascos de amostras.

Na terceira seringa (C+), o primeiro eluente foi uma mistura de acetona/etanol (1:1). Apds eluicdo
da banda amarela, seguiu-se a adicao de éter de petroleo para a eluicdo da fracdo laranja de

licopeno. As fracdes liquidas eluidas foram recolhidas separadamente para frascos de amostras.

Método B (Colunas Cwu, Cws, Cws € Cr): A eluicdo dos pigmentos iniciou-se com uma mistura de

acetona/etanol cujas proporcdes variaram de coluna para coluna: 20:80 (coluna Cw); 10:90
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(coluna Css); 5:95 (coluna Cr); e 1:99 (coluna Cr). De cada coluna, foi eluida a primeira fracao, de
cor amarela, e recolheu-se em frascos de amostras e devidamente rotuladas.

Na eluicdo da segunda banda de pigmentos utilizou-se éter de petréleo em todas as colunas (Cn
a Cr), e foi obtida a fracao laranja avermelhada, de cada coluna, que foi recolhida em frascos de

amostras.

Método C (Colunas Cr Cw, Crio € Cri): Foram preparadas trés colunas em seringas de 100 e 50
mL. Colocou-se um pouco de algodéo, no fundo de cada seringa, seguido de uma fina camada
de areia lavada do mar e uniformizou-se a superficie.

Para a fase estacionaria, fez-se o empacotamento da coluna com uma suspensao, previamente
preparada, de amido em etanol. Em duas seringas, uma de 50 mL (C+) e outra de 100 mL (Cw),
introduziu-se cuidadosamente igual quantidade de suspensdo de amido (25,00 g) em 10 mL de
etanol.

Numa terceira seringa (Cwo) de 100 mL, aplicou-se uma menor quantidade de suspensao de amido
(15,00 g) em 6 mL de etanol. Recolheu-se o etanol excedente através da ponta das seringas.
Seguidamente, procedeu-se a aplicacdo das amostras de extrato sélido de concentrado de tomate
no topo da coluna: 4,00 g nas colunas Cse Cr (50 mL e 100 mL) e 2,00 g na coluna de 100 mL
(Cro).

Em cada coluna, com uma pipeta de Pasteur, aplicou-se cuidadosamente o primeiro solvente de
eluicao, o etanol (entre 18 a 25 mL), nao deixando secar a amostra do concentrado entre as varias
aplicacdes. Recolheu-se a primeira banda de pigmentos, de cor amarela, para frascos de
amostras.

Apds a lavagem da coluna com acetona (8 a 10 mL), cuja fracao eluida foi desprezada, seguiu-se
a eluicdo com éter de petroleo 40-60 °C (20 mL) para deslocar a segunda banda de pigmentos,
de cor laranja. Recolheu-se o liquido eluido para um frasco de amostras e rotulou-se.

Preparou-se uma quarta e tltima seringa (Cru) de 100 mL introduzindo-se a suspensado de amido
(15,00 g) em etanol (10 mL). Aplicou-se a amostra de extrato solido de concentrado de tomate (2
g) sobre o topo da coluna de amido.

Com uma pipeta de Pasteur introduziu-se cuidadosamente o etanol (entre 18 a 25 mL) para a
eluicdo completa da primeira banda de carotenoides amarelos, que foi recolhida separadamente

e acondicionada em frascos de amostras.
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Apds a lavagem da coluna com acetona (8 a 10 mL) (volume eluido desprezado), foi utilizado o
acetato de etilo (25 mL) para a eluicao do licopeno. Recolheu-se e identificou-se o liquido eluido.

Procedimento otimizado para a separacdo na coluna: No suporte universal fixou-se no uma

seringa de 100 mL, previamente preparada na base com o algoddo e uma camada de areia lavada.
De seguida, introduziu-se cuidadosamente uma suspensao de amido (15,00 g) em etanol (6 mL).
Recolheu-se o etanol excedente através da ponta da seringa e colocou-se o extrato seco do
concentrado de tomate (2,00 g) sobre o amido. Através das paredes da seringa, com ajuda de
uma pipeta de Pasteur ou de uma vareta de vidro, adicionou-se o primeiro solvente de eluicao, o
etanol (18 mL), ndo deixando secar a amostra de concentrado de tomate entre as varias
aplicacdes. Recolheu-se a primeira fracao eluida, de cor amarela, para frascos de amostras
devidamente identificados.

Continuamente realizou-se a passagem com a acetona (8 mL) e a fracao recolhida foi desprezada.
Seguiu-se a passagem do éter de petréleo 40-60 °C (20 mL) para a eluicdo da segunda fracao de
pigmentos, de cor laranja, a qual foi recolhida em frascos de amostras, identificados e

acondicionados em local escurecido.
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PARTE B - Extracao e Separacdo de Pigmentos de Pétalas de Flores

Materiais e Reagentes

Materiais adquiridos em supermercado e farmacias: vinagre, fécula de batata, marca Cimarrom;
seringas descartaveis de 50 e 100 mL.

Solventes e materiais adquiridos em casas da especialidade: Papel de filtro e papel de
cromatografia marca Whatman; sulfato de sédio anidro, cloreto de sédio, areia lavada, algodao em
rama; acetona pura; éter de petroleo 40-60 °C; acetato de etilo; dgua destilada; Butanol; acido
acetico, solucdes aquosas de acido cloridrico, hidroxido de sédio, hidrogenocarbonato de sédio e
amoniaco.

Material/Equipamentos: Material diverso de laboratério, balanca semi-analitica (+ 0,01 g); hotte;

lampada UV (A= 254 nm).

Flores: As pétalas de flores frescas, adquiridas em jardins e florista, pertencem as familias:
Rosaceae (rosas vermelhas), Violaceae (amores-perfeitos), Caryophyllaceae (tagetes), Solanaceae
(petunias), Asteraceae (dalias), Verbenaceae (lantanas). Folha de faia vermelha (Fagus sylvatica

purplrea).

1. Extracdo de Pigmentos

Procedimento A — Preparacédo do extrato liquido em etanol: Retiraram-se as pétalas das flores
(cerca de 8,00 g) e reduziu-se o seu tamanho com a ajuda da trituradora. Foi adicionado o etanol
(50 mL), continuando a trituracdo manual. A mistura ficou a macerar durante a noite. No dia
seguinte, realizou-se a separacao das fases liquida e solida através de uma filtracdo por gravidade

e guardou-se o extrato liquido.

Procedimento B - Preparacédo do extrato liquido em acetona: Os extratos foram preparados de
véspera retirando as pétalas da flor e acondicionando-as entre folhas de papel absorvente. No dia
seguinte as peétalas de maiores dimensdes foram previamente cortadas com a tesoura em
pequenos pedacos e colocadas num almofariz (5,00 g), onde foram trituradas. Adicionou-se
acetona (25 mL) e areia do mar lavada (uma espatula), continuando a trituracéo (cerca de 3

minutos) até obter uma pasta. Deixou-se a mistura a macerar entre 20 a 30 minutos a temperatura
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ambiente, coberta com papel de aluminio. Apds o tempo de maceracao, a mistura foi filtrada por
gravidade através de um filtro de pregas e recolheu-se o filtrado para um tubo de amostras. Este
extrato liquido foi de seguida aplicado na cromatografia em papel. O restante liquido foi reservado

para preparar um extrato sélido adequado a aplicacdo na cromatografia em coluna.

Procedimento C - Preparacdo do extrato sélido (método otimizado, aplicado em todas os ensaios
realizados em seringas de 100 mL)

Sobre o extrato liquido de pigmentos (2 mL) (obtido segundo procedimento B do ponto 3.1.),
adicionou-se o sulfato de sddio anidro (1,00 g) e agitou-se a mistura, adicionando-se seguidamente
0 amido de batata (2,00 g). Continuou a envolver-se a mistura até se obter um residuo sélido
seco, por evaporacdo completa do solvente. Este extrato seco foi aplicado na coluna de

cromatografia.

2. Separacao Cromatografica

2.1. Cromatografia em Papel

A cromatografia em papel foi realizada sobre os extratos liquidos obtidos a partir das varias flores
e sobre as fracdes eluidas das colunas de cromatografia.

As camaras de cromatografia foram previamente preparadas forrando a superficie interna do vidro
de gobelé de 250 mL, com meio circulo de papel de filtro. Em cada camara, introduziu-se uma
mistura diferente de solventes (10 mL): (a) mistura de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10);
(b) mistura de BuOH/CH:COOH/H.0O (BAW, 4:1:5); (c) mistura de CH:COOH/HC£ (conc.)/H:0
(Forestal, 10:3:30); (d) mistura de etanol/vinagre (1:1); () mistura de etanol/vinagre (2:1).
Cobriu-se com um vidro de relogio, deixando que a atmosfera do baldo ficasse saturada com os
vapores dos solventes.

Para a obtencdo do cromatograma, o extrato liquido foi aplicado, com um capilar de cromatografia,
a cerca de 1,5 cm da extremidade do papel de cromatografia (4 cm x 10 cm), deixando secar o
extrato entre cada aplicacao. Apds obtencao de aplicacées com uma concentracao de pigmentos
adequada, introduziram-se as tiras de papel em cada uma das camaras de cromatografia, (a) a
(e) e terminou-se a eluicdo quando os eluentes atingiram 3/4 da altura do papel.

O desenvolvimento dos cromatogramas decorreu em intervalos de tempo bastante diferentes. Na

camara de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) a eluicdo demorou 10 minutos, nas
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camaras BAW e Forestal entre 1 h e 30 min a 2 h, e nas camaras etanol/vinagre (1:1) e
etanol/vinagre (2:1), entre 50 a 60 minutos.

Quando os cromatogramas foram retirados das camaras, as manchas obtidas foram contornadas
a lapis. Deixou-se secar o papel e determinaram-se os valores de R.. Os cromatogramas foram, de

seguida, observados sobre vapores de amoniaco e a luz UV.

2.2. Cromatografia em Coluna de Flores (C:)

2.2.1. Colunas de Extratos de Rosas Bourdeux e Rosas Amarelo-avermelhadas

Procedimento A - Separacdo dos pigmentos de rosas amarelo-avermelhadas extraidos com etanol
- Cx (coluna de flores 1)

Na extremidade da seringa descartavel (50 mL) colocou-se um pouco de algodao, seguido de uma
camada de areia do mar lavada (cerca de uma espatula). Introduziu-se a fase estacionaria pelo
método do empacotamento da coluna a seco, adicionando o amido de batata (25,00 g) e dando
pequenas batidas sobre a seringa, de forma a que o amido ficasse bem compactado e sem
espacos de ar.

A amostra de pigmentos de rosas foi preparada adicionando o amido de batata (4,00 g) ao extrato
liguido (2,5 mL) obtido na maceracdo das pétalas em etanol (Procedimento 1A), agitando e
envolvendo a mistura até evaporacao completa do solvente e obtencdo de uma massa seca. Este
extrato foi colocado sobre a fase estacionaria, introduzindo-a na coluna imediatamente apos a pré-
eluicao realizada com um pequeno volume do primeiro eluente da série eluotropica, éter de
petroleo 40-60 °C (10 mL).

A eluicdo dos pigmentos iniciou-se com a passagem da mistura éter de petréleo 40-60°C/acetona
(75:25), seguido de uma mistura éter de petroleo 40-60°C/acetona (50:50) e depois eluiu-se com
a acetona. As fracdes recolhidas apresentaram-se incolores. O etanol foi o Ultimo eluente e originou
uma fracdo de pigmentos de cor amarelo muito ténue. Os volumes de eluentes utilizados nao
foram contabilizados e cada fracao eluida foi recolhida em frascos de amostras e devidamente

identificada.

Procedimento B — Separacdo dos pigmentos de rosas amarelo-avermelhadas e rosas bourdeux
extraidos com acetona (colunas de flores 2 a 4)
Foram preparadas trés colunas (Cr., Cr:e Cx) em seringa de 50 mL. A preparacdo das colunas e

amostras de extrato solido de pigmentos foram realizados de forma semelhante a descrita no item
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anterior. Os extratos liquidos de pigmentos obtiveram-se pela maceracdo das pétalas de rosas em
acetona, tal como descrito no procedimento B do ponto 1.

Nas eluicdes que a seguir se descrevem nao foram contabilizados os volumes de eluentes
utilizados. Cada fracdo eluida foi recolhida em frascos de amostras e devidamente identificada.
Eluicdo dos pigmentos de rosas amarelo-avermelhadas (Cr.): Realizou-se uma pré-eluicdo com éter
de petroleo 40-60°C e introduziu-se, de seguida, a amostra de pigmentos na forma de extrato
seco. A eluicao dos pigmentos iniciou-se com a mistura de éter de petroleo 40-60°C /acetona
(1:1), da qual resultou uma fracao amarelo ténue. A eluicao com acetona arrastou uma fracao
liguida acastanhada e com etanol recolheu-se uma fracao incolor. Para finalizar a eluicao,

adicionou-se a mistura etanol/agua e obteve-se uma solucéo rosada.

Eluicdo dos pigmentos de rosas bourdeux (Colunas Cse C-): Em cada coluna (50 mL), apds a pré-
eluicado com éter de petroleo 40-60 °C, colocou-se o extrato seco de pigmentos sobre 0 amido.
Seguidamente, realizou-se a eluicdo com a mistura éter de petroleo 40-60 °C/acetona (1:1) e
recolheu-se uma fracdo incolor para o frasco de amostras. A acetona foi o eluente seguinte tendo
resultado na eluicao de uma solucdo castanha. A aplicacdo da mistura etanol/agua separou
pigmentos que deram uma cor levemente rosada a fracdo recolhida e, por fim, a eluicdo com agua

trouxe uma outra fracdo mais rosada.

Procedimento C — Método otimizado aplicado a todas as colunas em seringa de 100 mlL
Preparacdo da coluna/fase estacionadria: Na extremidade da seringa descartavel (100 mL) colocou-
se um pouco de algodao, seguido de uma espatula de areia lavada do mar. Introduziu-se na coluna
uma suspensao de amido (15,00 g) em éter de petréleo (10 mL) e recolheu-se o solvente em
excesso na extremidade da seringa. De imediato, colocou-se no topo da fase estacionaria a
amostra do extrato sélido de pigmentos (preparada de acordo com o procedimento C do ponto 1)
iniciou-se a introducao cuidadosa dos solventes, de acordo com a série eluotropica definida para
cada flor. Para cada fracao eluida foi registado o volume de solvente utilizado e o tempo necessario
a sua eluicdo completa.

Cada fracao eluida foi recolhida em frascos de amostras e devidamente identificada.

Coluna de rosas vermelho bourdeux (Cs): A eluicdo iniciou-se com a mistura de éter de petroleo

40-60 °C/acetona (90:10) (12 mL), tendo-se recolhido uma fracao incolor. De seguida, foi
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introduzida na coluna a mistura de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (75:25) (16 mL) resultando,
também, na eluicao de uma fracdo incolor. Com a adicao da acetona (22 mL) ocorreu a separacao
de uma banda rosada originando uma solucéo rosa muito ténue. O Ultimo eluente introduzido foi
a agua (20 mL), que arrastou a banda rosada retida no topo da coluna e recolheu-se uma fracao

rosa mais forte.

2.2.2. Colunas de Extratos de Amores-perfeitos (Crs, Crr, Crs € Crs): Na série eluotrdpica selecionada

para cada uma das quatro colunas os trés primeiros eluentes foram comuns, variando ligeiramente
0s volumes introduzidos. Assim, a eluicao iniciou-se com a mistura de éter de petroleo 40-60 °C
(30, 25, 29, 30 mL, respetivamente), que deslocou uma banda amarela, tendo-se recolhido uma
solucéo de pigmentos amarelos. A eluicdo com a mistura de éter de petroleo 40-60°/acetona
(90:10) (20, 30, 31, 20 mL) separou uma outra banda amarela. De seguida, aplicou-se a mistura
de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (75:25) (10, 10, 10, 40 mL) e as fracdes recolhidas
apresentaram um tom amarelo muito ténue ou mesmo incolor.

Os eluentes que se aplicaram a seguir variaram, de coluna para coluna, pelo que se passam a
descrever-se separadamente.

Coluna de amores (Cr): Apds a eluicdo com a mistura de éter de petrdleo 40-60°C/acetona
(75:25), a adicao do acetato de etilo (20 mL) deslocou uma fracao levemente amarela, quase
incolor. A eluicdo com a acetona (40 mL) arrastou uma fracao de pigmentos levemente arroxeada.
Uma outra banda de coloracao roxa mais forte foi seguidamente eluida com a agua (20 mL).
Coluna de amores (Cr): Apos eluicdo com o éter de petréleo 40-60 °C/acetona (75:25) a eluicédo
com o acetato de etilo (20 mL) originou uma fracdo amarelo ténue. Com a mistura de acetato de
etilo/acetona (1:1) (20 mL) recolheu-se uma solucao levemente arroxeada e foram obtidas fracdes
de um roxo mais intenso por eluicdo com a acetona (40 mL). A eluicdo com agua (20 mL) deslocou
uma outra banda de cor roxa ainda mais intensa.

Coluna de amores (Cw): Com a passagem do acetato etilo (20 mL), obteve-se uma solucéo
praticamente incolor. Introduziu-se seguidamente a mistura de acetato etilo/acetona (75:25) (20
mL) da qual resultou uma fracdo levemente rosada, seguida da acetona (40 mL), que originou
uma fracao roxa e, por fim, fez-se a eluicdo com agua (30 mL) que deslocou outra banda roxa
originando solucdes roxas.

Coluna de amores (Cr): Na ultima coluna, logo apds a passagem com a mistura de éter de petréleo

40-60 °C/acetona (75:25) (40 mL) realizou-se a eluicdo com uma mistura de éter de petroleo 40-
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60n°C/Ace (25:75) (25mL), resultando uma fracao rosada muito ténue. Da eluicdo com a acetona
(20 mL) recolheu-se uma solucao roxa. Uma outra fracao de coloracdo roxa muito intensa, resultou

da eluicdo com a mistura acetona/agua (1:1) (25 mL).

2.2.3. Coluna de Extratos de Petunias (Crio): Na coluna de petunias, a série eluotropica iniciou-se

com a mistura éter de petréleo 40-60 °C/acetona (90:10) (10 mL) e prosseguiu-se com as
misturas de éter de petréleo 40-60 °C/acetona (75:25) (15 mL) e éter de petroleo 40-60
°C/acetona (25:75) (25mL). A eluicdo completa com estes eluentes originou fracdes incolores.
Seguidamente, a introducao da acetona (30 mL) na coluna levou a recolha de uma fracao rosada,
0 mesmo acontecendo com a mistura de acetona/H-0 (1:1) (30 mL), que foi o ultimo eluente da

série.

2.2.4. Coluna de Extratos de Tagetes (Cui): A primeira fracdo de pigmentos, de cor amarela,

obteve-se com a eluicdo do primeiro eluente, o éter de petréleo 40-60 °C(20 mL). Seguidamente,
a eluicdo com as misturas de éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) (20 mL) e éter de petroleo
40-60 °C/acetona (75:25) (20 mL) levou a recolha de duas fracoes incolores. Seguindo a
sequéncia de eluentes da série eluotrépica deu-se continuidade a eluicao, introduzindo-se na
coluna a mistura de éter de petrdleo 40-60 °C/acetona (25:75) (20mL) que arrastou uma solucao
levemente rosada. Na etapa seguinte, recolheu-se outra fracdao de cor rosada mais intensa por
eluicdo com a acetona (20 mL). A mistura de acetona/H.0 (1:1) (30 mL) deslocou uma outra

banda mais estreita de cor rosa, obtendo-se uma solucéo de cor rosada.

2.2.5. Coluna de Extratos de Lantanas (Cr.): A eluicdo com éter de petréleo 40-60 °C(35 mL)

levou a recolha de uma fracao de tonalidade amarelo forte. As misturas de eluentes que se
seguiram, éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) (20 mL), éter de petroleo 40-60 °C/acetona
(75:25) (20 mL) e éter de petroleo 40-60 °C/acetona (25:75) (10mL) levaram a recolha de fracdes
de tonalidade amarelo ténue. A eluicdo com a acetona (20 mL) seguida da eluicdo da mistura de

acetona/H.0 (1:1) (30 mL) permitiu a recolha de fracdes de cor acastanhada.
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2.3. Testes Colorimétricos Para Pesquisa de Flavonoides

Das fracdes de flavonoides recolhidas da coluna retirou-se, separadamente, com uma pipeta de
Pasteur uma aliquota de liquido (1 mL) para um frasco de amostras. Adicionaram-se duas gotas
de solucdes acida ou basica, nomeadamente, solucao de acido cloridrico (0,75 M), solucao diluida
de hidrogenocarbonato de sédio (0,25 M), solucdo de amoniaco (25%) e solucdo de hidrdxido de

sédio (1,5 M). Observou-se a cor obtida em cada fracao.

2.4. Teste de Vapores de Amoniaco/Luz UV

Observaram-se os cromatogramas a luz UV e analisaram-se as cores presentes.

Na hotte, colocou-se o cromatograma sobre a boca de um frasco de solucdo de amoniaco.
Observaram-se as alteracdes de cor dos pigmentos quando receberam os vapores de amoniaco.

Seguidamente, colocaram-se os cromatogramas a luz UV e fez-se o registo das cores.

100



CAPITULO IV

Proposta de Atividades



Capitulo IV - Proposta de Atividades

Atividade 1

Atividade Laboratorial
Titulo: Extracao e Separacédo dos Pigmentos do Tomate por Cromatografia

Questao-problema: Porque é que o tomate é vermelho?

1. Objetivos
e Estudo dos conceitos: polaridade de moléculas, ligacdes intermoleculares, solubilidade
de pigmentos, miscibilidade de solventes, hidrocarbonetos e sustentabilidade.

e Utilizacao de técnicas de cromatografia.

2. Introducéo

O licopeno é um pigmento que pertence a familia dos carotenoides e é o principal responsavel
pela cor vermelha, carateristica do tomate maduro ou dos produtos derivados do tomate. Constitui
cerca de 80 a 90 % do total de pigmentos presentes no tomate fresco. Também podem ser
encontrados outros carotenoides, como o [-caroteno ou a luteina (carotenoide oxigenado
classificado como xantofila). O licopeno aparece como microcristais cuja luz por eles refletida da
ao tomate a coloracao vermelha intensa.

Quimicamente os carotenoides apresentam uma estrutura tetraterpenoide de 40 atomos de
carbono, unidos por unidades isoprenoides opostas no centro da molécula, podendo apresentar

entre 3 a 15 ligacbes duplas conjugadas na cadeia de carbono (Figuras 1).
’_‘i_\ ip ip ip . ip ip ip ip

T A -

H3 ™ \ = \ e n § ™ N = = x x

Centro da molécula H, H, CH, ay

(@)

(b)

Figura 1 - Estruturas quimicas de carotenoides: (a) licopeno, (b) B-caroteno.
0 Licopeno ¢ lipossoltivel, o que significa que ndo é solivel na agua. E normalmente extraido com

solventes organicos como o hexano, acetona ou éter de petroleo.
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3. Metodologia

O trabalho devera ser realizado em duas partes, ocupando duas aulas de 100 min em
semanas consecutivas. No entanto, também podera ser realizada apenas uma das partes
numa unica aula.
1.% aula - Extracao e identificacao dos carotenoides do tomate por cromatografia em papel.
2.% aula - Separacao dos pigmentos do tomate em coluna de cromatografia.
Os alunos devem organizar-se de forma a que as diferentes tarefas propostas na atividade,
possam ser distribuidas pelos colegas do grupo. Os grupos devem de ser constituidos por
trés ou quatro alunos.
Todos os registos de passos e resultados obtidos devem constar no seu caderno.
Os alunos devem usar bata e seguir as indicacdes que dizem respeito as adverténcias de

perigo e seguranca.

4 - Proposta de Procedimento Experimental

Quantidade Materiais/ Equipamentos Reagentes
1 Seringa descartavel de 100 mL Concentrado de tomate
2 Almofariz e pilao Sulfato de sodio anidro ou sal refinado
2 Funil de vidro Fécula de batata (amido)
3 Provetas 10 mL Acetona pura
1 Provetas 20 mL Etanol 99,8 %
1 Provetas 5 mL Eter de petroleo 40-60 °C

—_

Suporte universal, garra e noz
Capilares de cromatografia
Gobelés 250 mL

Gobelés de 100 mL

Varetas de vidro

Vidro do relogio

Espatula

Pipetas de Pasteur

Frascos de amostras

NN OO0 W NN RN NN R W

Erlenmyer

—_

Balanca digital
Papel de filtro (90-110) mm&
Algodao

Areia lavada
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Pelicula de aluminio

Lapis e caneta de acetato

Perigo e Seguranca: Tendo em conta os materiais e reagentes a utilizar, proceder a leitura atenta

dos perigos/adverténcias e cuidados de seguranca a respeitar na realizacao da atividade.

Reagente/solvente Codigo Perigos / Adverténcias
Acetona H225/ Liquido e vapores facilmente inflamaveis;
H319/ Provoca irritacao ocular grave;
H336/ Pode provocar sonoléncia ou vertigens.
Etanol H225/ Liquido e vapores facilmente inflamaveis;

H319/ Provoca irritagao ocular grave

Eter de petroleo

H224/ Liquidos e vapores extremamente inflamaveis;

H304/ Pode ser mortal por ingestao e penetracao vias respiratorias;
H315/ Provoca irritacao cutéanea;

H350/ Pode provocar cancro;

H336/ Pode provocar sonoléncia ou vertigens;

H411/Toxicos para organismos aquaticos.

Sulfato de sodio anidro

Nao estd considerada como uma substancia perigosa de acordo com a

legislacao da UE

Os solventes/reagentes devem ser mantidos longe das fontes de calor e fontes de ignicdo. Evitar

0 contacto com a boca, olhos, pele e vias respiratérias. Usar equipamentos e vestuario adequado

sempre que necessario (hotte, luvas, bata e dculos de protecao).
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1.* AULA

4.1. Extracao dos Pigmentos do Tomate

Preparacdo dos extratos de tomate (T) e de cenoura (C)

1-

Num vidro do relogio, pesar 4 g de concentrado de tomate (CT) e colocar num almofariz.
Adicionar 2 g de sal de cozinha refinado, ou a mesma quantidade de sulfato de sodio anidro, e
triturar com o pilao.

Adicionar 6 g de fécula de batata e continuar a trituracdo durante cerca de 5 minutos.

Dividir o extrato sélido em duas porcdes iguais (= 6 g), recolher uma das porcdes para um vidro
de relogio, cobrir com uma folha de papel de aluminio e reservar num local escuro, para
posterior aplicacdo na coluna de cromatografia a realizar na aula seguinte (1 semana).

Sobre o extrato solido que ficou no almofariz, adicionar 20 mL de acetona e triturar
energicamente com o pildo. Seguidamente, adicionar 10 mL de éter de petroleo 40-60 °C e
continuar a trituracéo durante cerca de dois minutos. Tapar com folha de aluminio e deixar a
macerar durante 20 minutos.

Preparar um filtro de pregas e coloca-lo no funil de vidro de tamanho adequado; molhar
ligeiramente com acetona para aderir melhor as paredes do funil.

Para um erlenmyer de 100 mL, filtrar por gravidade o extrato que ficou a macerar.

Guardar o filtrado num frasco de amostras, rotular e reservar ao abrigo da luz, calor e
humidade, para aplicacdo na cromatografia em papel. Desprezar o residuo solido.

Para a preparacao do padrado do betacaroteno, raspar uma cenoura pequena para um almofariz
(2 g) e triturar com o pildo. Adicionar 1 g de sulfato de sodio anidro e, apds continua trituracao,
adicionar a fécula de batata (3 g) para completar a desidratacao.

Adicionar uma mistura de éter de petroleo/acetona (9:1) (10 mL), triturar mais um pouco com
o pildo e deixar a macerar durante 20 minutos. Filtrar a fase liquida, tal como descrito nos
pontos b, 6 e 7, e reservar o extrato liquido para ser posteriormente aplicado na cromatografia
em papel (CP).

Nota: O passo (8) podera ser realizado em simultaneo com os passos de 1 a 7, por outro aluno
do grupo. O padrdo para o licopeno ndo sera utilizado, uma vez que a sua aquisicdo é

demasiado dispendiosa.
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4.2. Analise dos Pigmentos por Cromatografia em Papel
Preparacdo das Camaras de Cromatografia
9- Forrar a parede interior de dois gobelés de 250 mL com metade de um circulo de papel de
filtro (110 mm &).
10- Para a fase movel, em cada camara colocar 10 mL de cada umas das seguintes solucoes:
Camara 1- Eter de petroleo 40-60 °C/acetona, na proporcao 9:1 (V/V)
Cémara 2 - Etanol

11- Cobrir com um vidro do reldgio e esperar que fique saturada de vapores de solvente.

Preparacéo e aplicagdo das amostras
12- Cortar duas tiras de papel de cromatografia (4x12) cmz A cerca de 1,5 cm de uma das

extremidades, tracar uma linha, com um lapis, a toda a largura do papel.

Nota: Os procedimentos seguintes devem ser realizados em cada uma das tiras de papel. Devem

ser preparados 2 cromatogramas.

13- Marcar sobre a linha tracada dois pontos igualmente espacados. No primeiro ponto, com um
capilar de cromatografia (um para cada amostra), aplicar o extrato liquido do padrdo do
betacaroteno (extrato de cenoura) e, no outro ponto aplicar o extrato de tomate (Anexo 1, Figura
1). Deixar secar os extratos entre cada aplicacao.

14- Quando as aplicacdes apresentarem uma concentracdo adequada de pigmentos, deixar secar
e colocar cada tira na respetiva camara de cromatografia. Cobrir com o vidro de relégio (Anexo
1, Figura 2).

15- Manter a tira na camara e aguardar que a solucao se desloque até 3/4 do papel (Anexo 1,
Figura 3).

16- Retirar, marcar a frente do solvente com um lapis e contornar imediatamente as manchas
visualizadas com um lapis.

17- Analisar os cromatogramas e registar o desenvolvimento e a cor das manchas obtidas. Concluir
quanto aos pigmentos presentes.

Acondicionar os cromatogramas em pelicula de aluminio.
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2.2 aula

4.3. Separacdo dos Pigmentos por Cromatografia em Coluna

18- Comecar por preparar, de novo, as camaras cromatograficas descritas nos pontos 9, 10 e 11
do item 4.2.

Preparacéo da coluna

19- Colocar um pouco de algoddo na extremidade da seringa de 100 mL e seguidamente uma
fina camada de areia lavada, de forma a obter uma superficie uniformizada e nivelada;

20- Colocar a seringa no suporte universal;

21- Num gobelé de 100 mL, pesar 15 g de fécula de batata e adicionar 8 a 10 mL de etanol.
Introduzir esta suspensdo na coluna com auxilio de uma vareta de vidro e empacotar
executando pequenos batimentos para compactar e uniformizar a fase estacionaria. Recolher,
Se necessario, 0 excesso de solvente num gobelé de 100 mL e reservar para reciclar.

Colocacéo da amostra/eluicéo

22- Colocar, no topo da fase estacionaria, a amostra seca de tomate (preparada e acondicionada
no item 4.1(3) da aula anterior), devidamente espalhada com a ajuda de uma espatula (Anexo
1 Figura 4).

23- Adicionar, devagar e com uma pipeta de Pasteur, cerca de 20 mL de etanol até eluir
completamente a banda amarela. Recolher a fracdo eluida para um frasco de amostras com
tampa e identificar com uma caneta de acetato (Anexo 1, Figura 4).

Nota: Deve ter-se o cuidado de nunca deixar secar a coluna para evitar a formacao de bolhas
de ar.

24- Fazer uma lavagem da coluna com 8 mL de acetona para remover o etanol. Esta fracao ¢
desprezada, recolhendo-a nos residuos de restos de compostos nao-halogenados.

25- Adicionar éter de petrdleo 40-60 °C até eluir completamente a banda alaranjada (cerca de 20
mL). Recolher para um frasco de amostras e rotular.

26- Preparar dois papeis de cromatografia, aplicando em cada um as amostras das fracdes

recolhidas, e colocar em cada camara cromatografica.

5. Resultados

1 - Associe as fracoes recolhidas aos pigmentos do tomate.

2 — Comente a eficacia da separacéo realizada, com base nos resultados da cromatografia em

papel.
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ANEXO 1 - Esquemas de montagem a utilizar

das amost

[ ] o) < Ponto de aplicacdo

ras

Figura 1 - Aplicagao dos extratos liquidos de pigmentos: extrato de cenoura e extrato do CT.

Vidro do relégio

i

Vidro do relégio

Colocacdo do papel, —>
vista de perfil
Atmosfera saturada de
vapores de solvente > .
Aplicac6es da amostra
ligeiramente acima da
superficie do solvente
Solventes ——> Solventes ——

(a)

(b)

Figura 2 — Cromatografia em papel: colocagdo na cdmara de cromatografia (a) observagao de perfil (b)

observac¢ao de frente

< Frente do solvente

Manchas de pigmentos

AN

Figura 3 — Desenvolvimento do cromatograma.
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Extrato de pigmentos <— Solvente

Fase estacionaria

(amido)

Algodao

Figura 4 — Coluna de cromatografia. 77 (adaptado)
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Atividade 2
Projeto de Investigacdo Experimental

Titulo: A Quimica na Cor das Flores

1. Introducdo

Curtas, alongadas, redondas ou irregulares, de cores cheias, berrantes ou ténues, ja para nao falar
no seu cheiro, as flores nao nos deixam indiferentes. Ao longo de meses a sua transformacao é
notoria, cada uma diferente da outra.

Porque é que a coloracdo das pétalas de uma flor muda? Porque é que as folhas tém cores
diferentes das flores? Terao todas as flores pigmentos idénticos? Como identificar e proceder a
sua classificacdo? Serao todos extraidos ou separados com o mesmo tipo de solventes?

Estas questdes servem de base as experiéncias laboratoriais do projeto de investigacao a realizar,
inserido no plano curricular do ensino secundario e que tem como objetivo principal o estudo dos
pigmentos que dao a cor as pétalas das flores.”== A tematica esta diretamente relacionada com
vivéncias dos alunos e constituira um projeto para ser desenvolvido ao longo do ano letivo, por
exemplo, no ambito do Projeto de Autonomia e Flexibilidade Curricular ou do Dominio de
Autonomia Curricular (DAC), numa abordagem interdisciplinar, nomeadamente, com as disciplinas
de Quimica, Biologia, Matematica, Portugués e Inglés. Também podera ser desenvolvido num
projeto interdisciplinar na disciplina de Quimica dos Cursos de Ensino Profissional.

E um projeto de articulacdo, na medida em que os alunos podem estabelecer pontes com os
conhecimentos adquiridos e enfrentar os novos desafios que se colocam. Pretende-se que os
alunos trabalhem de forma transversal para consolidar os alicerces da aprendizagem, tais como a
leitura e a escrita, a oralidade, a utilizacao das TIC, a pesquisa e organizacdo de dados, o célculo
matematico e o saber técnico e tecnologico.

Em conjunto com os professores, 0os alunos poderdo avaliar a sua capacidade de trabalho em
termos de autonomia, comunicacdo, debate e sentido critico, selecao e organizacdo da
informacao, trabalho colaborativo, criatividade e linguagem cientifica.

A exploracao da quimica das plantas constituira um projeto de quimica experimental diferente dos
trabalhos laboratoriais propostos nos curriculos tradicionais, que além da vertente da investigacao
ira fornecer aos alunos a experiéncia pratica relacionada com conceitos ja apreendidos e contribuir

para melhorar a sua atitude em relacao a quimica.

109



Capitulo IV - Proposta de Atividades

Neste projeto, pretende-se ainda incentivar o recurso a praticas letivas mais responsaveis e amigas
do ambiente, partindo do uso de materiais do dia-a-dia ou que sejam comuns nos laboratoérios do
ensino secundario. Os principios da QV podem ser aqui lecionados e/ou divulgados no ambito do
desenvolvimento de competéncias na area do bem-estar e saude, educando para a consciéncia
da importancia da construcao de um futuro sustentavel.

Sera uma atividade de ensino-aprendizagem que possibilitara ao aluno melhorar a literacia
cientifica e tecnologica e adquirir, a saida do ensino obrigatorio, competéncias adequadas ao perfil

do aluno para o século XXI.7

2. Objetivos
2.1. Objetivos Gerais. Desenvolvimento de valores a diversos niveis: responsabilidade e
integridade, exceléncia e exigéncia, curiosidade, reflexdo e inovacao, cidadania, participacédo e
liberdade, autonomia e autoestima.”
2.2. Objetivos especificos das areas principais (Quimica e/ou Biologia). Trabalhar conceitos e
praticas inerentes a Quimica e/ou a Biologia, tendo por base a pesquisa e o trabalho experimental:
e Fazer uma pesquisa bibliografica sobre o tipo de pigmentos presentes nas flores e os
métodos de identificacdo e classificacdo de pigmentos vegetais;
e Aprender a separar pigmentos de pétalas de flores realizando extracdes liquido-sélido e
técnicas de cromatografia em coluna e em papel;
e Aplicar os principios da quimica organica;
e Prever a solubilidade de substancias e polaridade de moléculas;
e Selecionar materiais e solventes ambientalmente mais benignos;
e Divulgar os Doze Primeiros Principios da QV;
e Seguir as Regras de Seguranca e Prevencdo em laboratorio/ manuseamento adequado de

materiais e equipamentos.

3. Metodologia

A atividade devera constar do plano anual de atividades das disciplinas envolvidas e tera que ser
acompanhada da planificacdo/cronograma das fases do projeto e dos respetivos critérios de
avaliacao.

No inicio do ano letivo, sera apresentada a planificacao do projeto experimental e fornecida a

bibliografia recomendada aos alunos. Deve-se aqui fazer referéncia a necessidade de selecionar
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materiais e solventes 0 mais benignos possivel, analisando alguns dos principios da QV. Os alunos
deverao recolher informacdo sobre as classes de pigmentos mais comuns nas flores,
caracteristicas quimicas e métodos de extracdo e separacao desses pigmentos, no ambito da
cromatografia.

Com base nos dados recolhidos, os discentes, deverao elaborar um plano, ou pré-projeto
laboratorial, contendo um breve resumo dos procedimentos a desenvolver:
materiais/equipamentos, reagentes e técnicas experimentais, cuidados de seguranca. Apos
apresentacdo dos pré-projetos, os professores deverao analisar as propostas e fornecer os
procedimentos laboratoriais como referéncia, para que os alunos possam comparar e avaliar as
suas propostas. Apos discussao conjunta, o professor devera orientar os alunos na tarefa de ajustar
os planos de trabalho apresentados no pré-projeto. Uma vez ajustados os planos, sera estabelecida
a calendarizacdao das tarefas a realizar. No laboratorio os alunos deverao executar o plano
preparado e, se necessario, fazer alguns reajustamentos, nunca descurando as orientacdes e
anuéncias do professor.

Todos os registos recolhidos deverdo ser analisados e partilhados e darao aos alunos capacidade
para justificar e argumentar as suas explicaces, baseadas nas suas evidéncias, durante a
apresentacao oral dos trabalhos.

Na tabela 1 apresenta-se uma proposta de calendarizacao das diferentes acées do projeto e as
disciplinas intervenientes. Durante o ano letivo, propde-se a utilizacdo de 18 a 20 tempos,

distribuidos pelas disciplinas envolvidas.

Tabela 1 - Proposta do plano de acao do projeto: calendarizacao das etapas e disciplinas intervenientes.

Calendarizagao Disciplina Acdes
1® semana outubro Apresentacgao do projeto aos alunos;
Quimica/Biologia Passeio por locais ajardinados.

Elaboracdo de grupos (3 alunos); Atribuicao da flor
4* semana de outubro (rosa, amor-perfeito, dalia, petunia) em estudo a cada

grupo; apresentacao de referéncias bibliograficas.

Até final da primeira semana janeiro Disciplinas envolvidas Pesquisa bibliogréafica/elaboracdo do pré-projeto
laboratorial.
2* semana de janeiro Quimica/Biologia Apresentacdo/debate do pré-projeto laboratorial:

procedimentos, necessidades e recursos. Seguranca

laboratorial e QV

15 de janeiro a 28 fevereiro Quimica Realizacdo dos procedimentos laboratoriais.
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Até 15 de marco Quimica/Biologia Partilha, analise, discussdo dos resultados e
conclusoes.
1* semana de maio Quimica/Biologia Apresentacéo oral dos trabalhos. Relatorio final.
Portugués/Inglés Elaboracdo de um resumo dos resultados obtidos no

projeto, sob a forma de um texto resumido em
Portugués e Inglés (abstract) para divulgacdo num
poster, jornal escolar ou noutras plataformas; e
também em forma de uma tabela que esquematize a

composicdo em pigmentos de cada flor estudada.

1? semana de junho Disciplinas envolvidas Auto e Heteroavaliacao.

Para a realizacao do procedimento experimental sugere-se a utilizacdo de trés tempos consecutivos
de 50 minutos ou, em alternativa, um bloco seguido de 100 minutos, num total de dois blocos.
Neste caso, aconselha-se a deixar a separacao cromatografica, em coluna, para o segundo bloco
de 100 min. Os frascos contendo os extratos liquidos devem ser envolvidos em folha de aluminio

e colocados no frigorifico durante o tempo de espera (uma semana, no maximo).

4. Resultados

- Registar em tabelas os resultados obtidos: volumes de eluentes gastos, a coloracdo das bandas
ao longo da coluna e fracoes de pigmentos, o tempo necessario a eluicado de cada fracao de
pigmentos, testes colorimétricos.

- Fazer o registo fotografico.

- Escrever um relatorio final (maximo 10 paginas + anexos), escrito na 3% pessoa da voz passiva,

do qual devem constar os itens da tabela 2.

Tabela 2- Proposta de organizacao do relatério final.

1. Titulo descritivo-

2. Introducéo - Deve conter um breve resumo acerca das finalidades do trabalho proposto. Abordagem
(2 paginas) a flor em estudo, pigmentos presentes e técnicas utilizadas para a extracao e

separacao dos pigmentos.

3. Procedimentos laboratoriais (3 Preparacao dos extratos de flores;

paginas) Cromatografia em papel e cromatografia em coluna, analise colorimétrica.

4, Resultados Fotografias dos cromatogramas dos extratos brutos.

Tabela com registos e descricdo das manchas.
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Fotografias da separacao de bandas durante a eluicdo da coluna e fragdes recolhidas
da coluna.

Tabela com registos dos volumes de eluentes e tempos de elui¢do na coluna, cor da
banda e da fragéo recolhida.

Testes colorimétricos e cromatogramas das fracdes recolhidas.

5. Discussao dos resultados

Anadlise dos resultados dos cromatogramas obtidos com base nas diferencas de
polaridade entre os sistemas eluentes.

Analise do comportamento dos pigmentos na coluna e dos efeitos de cada eluente na
sua separacao.

Analise dos testes colorimétricos.

Andlise da sustentabilidade dos materiais utilizados.

6. Conclusdes (2 a 3 paragrafos)

Relevancia dos resultados e conclusdes.
Conhecimentos adquiridos com o desenvolvimento do projeto. Aprendizagens
realizadas.

Importancia dos Principios da QV no ensino da Quimica.

7. Referéncias

5. Avaliacao

Serdo avaliados os conhecimentos e competéncias, nos dominios das disciplinas de Quimica e
Biologia, e as atitudes nos restantes dominios. O peso atribuido as diferentes componentes sera
definido de acordo com os critérios de avaliacao de cada grupo disciplinar.

Propde-se que a avaliacao seja realizada em dois momentos do ano letivo, de acordo com a tabela

3.

Tabela 3- Proposta de avaliacdo dos grupos de trabalho e do projeto.

2° Periodo
Itens a avaliar Cotacéo (Pontos) Total (Pontos)
Interesse e empenho 40
Pré-projeto 40 200
Desempenho laboratorial 120

3° Periodo
Relatorio 100
Apresentacao oral 90 200
Autoavaliacédo 10

6. Bibliografia (sugestoes)

e Lopes, T. J.; Xavier, M. F.; Gabriela, M.; Quadri, N.; Quadri, M. B. Antocianinas : Uma Breve

Revisdo Das Caracteristicas Estruturais e Da Estabilidade. 2007, 291-297.
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e Delgado-Vargas, F.; Jiménez, A. R.; Paredes-Lopez, O. Natural Pigments: Carofenoids,
Anthocyanins, and Betalains - Characteristics, Biosynthesis, Processing, and Stability, 2000
Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2000, 40 (3), 176-249.
https://doi.org/10.1080/10408690091189257.

e Dias, A. M.; Ferreira, M. L. S. Separacao de Carotenoides, Clorofilas e Flavonoides Em Folhas
de Plantas: Uma Abordagem Simples e Ecolégica. Bol. S.P.Q. 2015, 138, 57-62.

e Okumura, F.; Soares, M. H. F. B.; Cavalheiro, E. T. G. Identificacao de Pigmentos Naturais de
Espécies Vegetais Utilizando-Se Cromatografia Em Papel. Quim. Nova 2002, 25 (4), 680-683.
https://doi.org/10.1590/S0100-40422002000400025.

7. Procedimentos Experimentais Propostos
7.1. Plano de trabalhos
Na tabela 4, apresenta-se o plano de trabalhos com o resumo de todos os procedimentos

experimentais a realizar.

Tabela 4- Proposta do plano de trabalhos laboratoriais

Plano de Trabalhos

A - Extracéo de pigmentos de flores: extracao solido-liquido
B - Analise e identificacido de pigmentos: Cromatografia em papel
. Preparacao das camaras de cromatografia;
e  Cromatografia em papel do extrato liquido;
e  Cromatografia em papel das fracdes eluidas da coluna.
C - Separacao dos pigmentos: Cromatografia em coluna:
. Preparacao do extrato solido;
. Preparacao da coluna;
. Preparacao dos eluentes;
. Eluicdo dos pigmentos;
. Recolha e identificacdo das solucdes de pigmentos.

D - Testes colorimétricos para identificacdo de flavonoides

7.2. Perigo e Adverténcias de reagentes quimicos — Consultar Anexo 1
Precaucgdes: Os reagentes/solventes devem ser mantidos longe das fontes de calor e fontes de
ignicao; Evitar o contacto com a boca, olhos, pele e vias respiratorias; sempre que necessario,

usar equipamentos/vestuario adequados (hotte, luvas, bata e 6culos de protecao).
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7.3. Materiais e Reagentes

Quantidade/Material

Reagentes

1 Seringa descartavel de 100 mL

1 Suporte Universal, garras e noz

Algodao

Areia lavada

1 Almofariz e pildo

3 Gobelés 250 mL

4 Gobelés de 100 mL

4 Baldes de diluicdo de 50 mL
3 Provetas 50 mL

4 Provetas de 10 mL

1 Proveta 5 mL

3 Erlenmyer

5 vidros do relégio

3 Espatulas;

6 Pipetas de Pasteur

3 Conta-gotas

2 Varetas vidro

1 funil de vidro

Papel de filtro (110 mm &)
Papel de cromatografia
Papel de aluminio

6 Capilares de cromatografia
6 a 8 Frascos de amostras

Balanca digital

Régua, lapis, caneta de acetato, tesoura

Flores
Sal fino de cozinha/sulfato de sddio anidro

Fécula de batata (amido)

Eter de petroleo 40-60°C

Acetona pura

Etanol 99,8 %

Vinagre

Misturas de:

éter de petréleo 40-60 °C/acetona (10:90);
éter de petréleo 40-60 °C/acetona (25:75);
éter de petréleo 40-60 °C/acetona (75:25);
acetona/agua (1:1).

Butanol

Agua destilada

Acido acético conc.

Hidroxido de sodio 1 M
Hidrogenocarbonato de sddio 0,25 M

Acido cloridrico 0,75 M

Solucao de Amoniaco 25%

Hotte

7.4. Procedimentos

A - Extracao de Pigmentos

1- Pesar 5,0 g de pétalas, colocar num almofariz e triturar bem com o pildo. Adicionar uma
espatula de areia lavada para ajudar na trituracao.

2- Adicionar acetona em duas fracoes (2x10 mL), para a extracdo dos pigmentos, mantendo a
trituracdo durante cerca de 5 minutos.

3- Tapar com uma folha de papel de aluminio e deixar a macerar durante cerca de 20 minutos.
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4- Filtrar a mistura utilizando um filtro de pregas. Recolher o filtrado para um frasco de amostras
e abrigar da luz e do calor. Este extrato liquido de pigmentos de pétalas sera aplicado na

cromatografia em papel e na preparacao do extrato solido para a cromatografia em coluna.

B - Cromatografia em papel do extrato liquido.

B: - Preparacgéo das camaras cromatograficas

1- Numerar trés gobelés de 250 mL de 1 - 3 e colocar em cada um deles, encostado ao interior
do vidro, meio circulo de papel de filtro. O papel ira ajudar a cdmara a ficar saturada com os
vapores de solvente.

2- Adicionar a cada um dos gobelés uma das misturas eluentes que se seguem, medindo com
uma proveta de 10 mL o volume necessario de cada um dos eluentes de modo a obter 10 mL de
solucéo com a seguinte composicao:

Camara 1- Eter de petréleo/acetona, (9:1) (V/V) (realizar na hotte)

Camara 2 - Etanol /Vinagre (1:1)

Camara 3 - Butanol/Acido acético/Agua (4:1:5) (BAW) (realizar na hotte).

3- Colocar de imediato sobre cada gobelé um vidro do relogio, de forma a que camara fique
fechada.

Nota: Os gobelés podem ser substituidos por erlenmyer de boca estreita.

B.- Preparacao e aplicacdo das amostras

4- Cortar trés tiras de papel de cromatografia (4x12) cmz.

5- A cerca de 1,5 cm da extremidade inferior de cada tira, tracar uma linha, com um lapis, a toda
a largura do papel.

6- Em cada tira, aplicar com um capilar de cromatografia a amostra do extrato liquido das pétalas.
Deixar secar o extrato entre cada aplicacao (Anexo 2, Figura 1).

7- Quando as aplicacoes atingirem uma concentracdo adequada de pigmentos, deixar secar e
colocar cada tira de papel na camara de cromatografia respetiva, tendo o cuidado de evitar que a
fase movel entre em contacto com a aplicacdo dos pigmentos. Cobrir com um vidro do relogio
(Anexo 2, Figura 2).

8- Deixar que a fase movel se deslogue ao longo do papel e, quando esta estiver proxima do topo
do papel (cerca de % do comprimento do papel), retirar o cromatograma da camara e tracar uma

linha, a lapis, sobre a frente do solvente (Anexo 2, Figura 3).
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9- Contornar, com um lapis, as manchas coloridas visiveis sobre o0 papel e deixar secar.
10 - Fazer o registo fotografico.
Na hotte, colocar o cromatograma sobre a boca de um frasco de solucao de amoniaco. Observar

e registar as cores reveladas. (Anexo 3, Tabela 1)

C - Cromatografia em coluna

C:- Preparacéo do extrato solido de pigmentos

1- Num pequeno gobelé, misturar 1 g de sulfato de sodio anidro com 2 g de fécula de batata;

2- Medir 2 mL de extrato liquido de pétalas e adicionar ao gobelé, envolvendo bem o liquido nos

sélidos e agitando até obter uma mistura solta e seca. Resguardar da luz.

C. - Preparacao das misturas de eluentes (para 2 grupos)
3- Em baldes de 50 mL misturar volumes adequados de solventes de modo a preparar cada uma
das misturas seguintes: de acetona/éter de petroleo (10:90), acetona/éter de petroleo (25:75),

acetona/éter de petréleo (75:25), acetona/agua (1:1).

C: - Preparacao da coluna

4- Colocar a seringa no suporte universal;

5- Introduzir na extremidade da seringa um pouco de algoddo seguido de uma pequena camada
de areia do mar lavada, de forma a uniformizar e nivelar a superficie;

6- Proceder ao enchimento da coluna introduzindo a fase estacionaria sob a forma de suspensao
previamente preparada com 15 g de fécula de batata e 10 mL de éter de petrdleo. Executar
pequenos batimentos para compactar e uniformizar o sélido. Recolher e eliminar o excesso de

solvente (Anexo 2, Figura 4).

C. - Aplicacao da amostra e eluicdo da coluna
Anotar as cores das bandas de pigmentos, os volumes de eluentes gastos e o tempo de eluicao

de cada fracdo. Fazer o registo fotografico.

7- Quando o éter de petroleo tiver descido até o nivel de solvente atingir a superficie da fécula,
aplicar o extrato seco de pétalas no topo da fase estacionaria e espalhar devidamente com a ajuda

de uma espatula;
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8- Comecar a eluicao adicionando cuidadosamente, com uma pipeta de Pasteur, o éter de petroleo
sobre a amostra (20 a 25 mL). Apos passagem de todo o éter de petroleo, ou apos deslocacao
completa da primeira banda colorida, recolher a fracao eluida em frascos de amostras e identificar.
9- Completar a eluicao, procedendo do mesmo modo com os restantes eluentes, adicionados de
acordo com a série eluotrépica seguinte: éter de petroleo 40-60 °C/acetona (90:10) (20 mL); éter
de petréleo 40-60 °C/acetona (75:25) (20 mL); éter de petroleo 40-60 °C/acetona (25:75) (20
mL); acetona; acetona/agua (1:1) (25 mL).

Nota: Deve ter-se o cuidado de nunca deixar secar a coluna para evitar a formacao de bolhas de

ar.

Cs - Cromatografia em papel das fragcdes de pigmentos eluidas.

11- Analisar as fracdes recolhidas da coluna por cromatografia em papel, seguindo os
procedimentos descritos no ponto B. Em cada papel de cromatografia poderao ser colocados 3
pontos (no maximo) relativos a 3 fracdes de pigmentos recolhidas. Ter o cuidado, para que 0s
pontos de aplicacdo de pigmentos ndo fiquem muito préximas entre si nem das extremidades
laterais do papel de cromatografia (PC).

12- Depois de analisar e de proceder ao registo fotografico, os cromatogramas resultantes podem
ser colocados sobre vapores de amoniaco e observadas as cores de flavonoides e antocianinas

reveladas. Este procedimento deve ser realizado na hotte. (Anexo 3, Tabela 1)

D - Testes colorimétricos para pesquisa de flavonoides.

Os testes colorimétricos acido-base devem ser realizados sobre amostras das fracdes eluidas da
coluna.

1- De cada fracao recolhida, com uma pipeta de Pasteur ou com um conta gotas, retirar uma
pequena aliquota (5 gotas) para trés tubos de amostras previamente numerados de 1 - 3 (caso
nao existam, pode utilizar-se tampas brancas de garrafas.

2- Sobre cada aliquota adicionar 2 gotas de: (1) solucdo aquosa de HCL (0,75 M); (2) solucao
diluida de NaHCO:s (0,25 M) (3) solucao aquosa de NaOH (1 M). Registar fotograficamente as

observacdes realizadas. (Anexo 3, Tabela 2)
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ANEXO 1: Codigos de Perigo e Adverténcias de Reagentes Quimicos.

Reagente/solvente Codigo Perigos / Adverténcias

Acetona H225/ Liquido e vapores facilmente inflamaveis;
H319/ Provoca irritacao ocular grave;

H336/ Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

Etanol H225/ Liquido e vapores facilmente inflamaveis;

H319/ Provoca irritacdo ocular grave

Eter de petroleo H224/ Liquidos e vapores extremamente inflamaveis;
H304/ Pode ser mortal por ingestéo e penetragéo vias respiratorias;
H315/ Provoca irritacao cutanea;
H350/ Pode provocar cancro;
H336/ Pode provocar sonoléncia ou vertigens;

H411/Toxicos para organismos aquaticos.

Butanol H226/ Liquidos e vapores inflamaveis;
H302/Nocivo por ingestéo;
H315/ Provoca irritacdo cutanea;
H318/ Provoca lesdes oculares graves;
H335/ Pode provocar irritacao vias respiratorias;

H336/ Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

Acido acético H226/ Liquido e vapor inflamaveis.

H314/ Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves

Acido cloridrico H290/ Corrosivo para metais;
H315/ Provoca irritacao cutanea;
H319/ Provoca irritacdo ocular grave;

H335/ Pode provocar irritagao vias respiratorias.

Sulfato de sddio anidro Esta substancia nao é classificada como perigosa de acordo com a legislacao

da Uniao Europeia.

Hidroxido de sodio H290/ Corrosivo para metais;

H314/Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves

Hidrogenocarbonato Esta substancia nao é classificada como perigosa de acordo com a legislacao

de sodio da Unido Europeia.

Fonte: Fichas de Dados de Seguranca — Merk
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ANEXO 2 - Esquemas das montagens a utilizar.

Figura 1 — Aplicacdo do extrato liquido de pétalas de flores. ®

Vidro do relogio

i)

Colocagéo do papel, —>
vista de perfil

Solventes ——>

(a)

< Ponto de aplicagdo
da amostra

Vidro do relégio

Atmosfera saturada de
vapores de solvente
Aplicacdes da amostra
ligeiramente acima da
superficie do solvente Solventes
< camara 1

(b)

Figura 2 — Cromatografia em papel: colocagao na camara de cromatografia (a) observagao de perfil

(b) observacdo de frente.

<—{— Frente do solvente

=
[ ] <__\ Manchas de pigmentos

Figura 3 — Desenvolvimento do cromatograma.

Extrato de pigmentos <— Solvente
Fase estacionaria
(amido)
Algodao

Figura 4 — Coluna Cromatografica. 7 (adaptado)
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Capitulo IV - Proposta de Atividades

ANEXO 3 - Testes para a identificacao de flavonoides/antocianinas

Tabela 1 - Teste do amoniaco: revelacao de flavonoides e antocianinas.*

Pigmentos Cor a luz visivel

Cor revelada sobre vapores de amoniaco

Flavonoides  Amarela,

Amarelo brilhante

Antocianinas Laranja, vermelho,

purpura, azul, rosa,

magenta

Amarelo, laranja, vermelho, rosa, purpura,
castanho ou preto

Azul, verde

Tabela 2 - Testes colorimétricos acido-base — Detecdo de antocianinas.*

Solucdo em meio:

Cor da solucéo

Pigmentos associados

Acido Vermelha Antocianinas
Levemente alcalino  Azul Antocianinas

Verde Mistura de antocianinas e Flavonoides
Alcalino Amarela Flavonoides
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Capitulo V - Consideracdes Finais

0 tema proposto sobre o qual se desenvolveu o trabalho aqui descrito foi realmente aliciante e
uma verdadeira partida a descoberta do mundo dos pigmentos, tao colorido e sensivel.

O conjunto de procedimentos experimentais realizados foram essenciais e determinantes na
consecucdo dos objetivos propostos. Conseguiu-se desenvolver procedimentos experimentais
adequadas e reprodutiveis para a extracao e separacao dos pigmentos do tomate e de pétalas
de flores através de técnicas cromatograficas que usam materiais acessiveis.

Foi desenvolvido um método simples e amigo do ambiente que permite fazer a identificacao
de pigmentos da classe dos carotenoides, flavonoides e antocianinas através da cromatografia
em papel realizada com sistemas eluentes originais, acessiveis e de verdura consideravel. A
cromatografia em coluna, realizada em seringas descartaveis com enchimento de fécula de
batata, permitiu a separacdo eficiente dos pigmentos e apresentou um impacto visual
significativo.

De um modo geral, as técnicas e procedimentos desenvolvidos caracterizam-se por um grau
elevado de sustentabilidade. N&o foi possivel abdicar da utilizacdo de solventes organicos uma
vez que 0s processos de extracao/separacao de pigmentos, como os carotenoides, requerem
0 uso de solventes de baixa polaridade. Considera-se, no entanto, que dentro do grau de
perigosidade, os selecionados sdo os que detém menores riscos e atendem melhor aos
principios da QV.

0 trabalho experimental conduziu a elaboracéo de duas propostas de atividades adaptadas ao
ensino basico ou secundario, com particularidades de ensino diferentes. Uma proposta
constitui um tipo de atividade laboratorial muito colorida, em que é fornecido ao aluno um
protocolo para separar o betacaroteno e o licopeno presentes no tomate através da
cromatografia em papel e em coluna. Trata-se de uma atividade muito atraente, mas segue o
modelo de implementacao tradicional. A outra atividade consiste num trabalho de projeto
experimental que, para além de cativar os alunos pela cor e aproximacao a vida real, ira dar-
lhes maior literacia cientifica e competéncias mais diversificadas. Os alunos irdo adquirir
aptiddes nao s6 na experiéncia da pesquisa colaborativa e interdisciplinar e no trabalho em
equipa, mas também no desenvolvimento da sua autonomia, criatividade, capacidade de
execucao e na discussao de temas que abordam e levam a uma melhor percecao da quimica

gue os rodeia.
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