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A possibilidade de relacionar contetidos académicos com o cotidiano mostra-se como estratégia para
despertar o interesse e compreensao do aluno. Neste sentido, este trabalho propde a adaptagdo do método do
DPPHe para avaliar qualitativamente a atividade antioxidante de frutas citricas, sendo avaliados seis sucos
de frutas, tendo o morango e a laranja apresentado maior atividade antioxidante. Em seguida realizou-se a
andlise para determinagdo do IC, dos sucos de tangerina (19,5 mg/mL) e laranja (10,4 mg/mL) frente ao
DPPHe. Estes resultados validam a metodologia simplificada como modelo de experimentacio para alunos
do ensino médio, j4 que os sucos de frutas com maiores propriedades antioxidantes descoraram rapidamente

a solug¢do de DPPHe.

/

P citricos, espécies radicalares, ensino médio <

—
idante ﬂ]ﬂ]ﬂﬁ)@‘(ﬁé}ﬂ@éﬁa adaptacae
emfsalaldefaulal

8

- .

s N

Recebido em 16/06/2020, aceito em 30/10/2020

dificuldade de aprendizagem dos alunos do ensino

médio de instituicdes de ensino publico ou privado

vem sendo uma problemadtica debatida entre profis-
sionais da area de educagdo e saide, ja que as causas podem
estar relacionadas a fatores como baixa condi¢ao socioecono-
mica, déficit de atengdo, problemas cognitivos, neuroldgicos,
entre outros (Frota, et al., 2009; Felipe, 2015). A abordagem
de assuntos académicos que permitam relacionar o cotidiano
dos alunos aos contetdos curriculares de forma simplificada
pode ser aplicada como ferramen-
ta para o despertar do interesse e
compreensao destes, reduzindo os
impactos negativos associados ao
aprendizado (Lima e Vasconcelos,
2006).

Neste sentido, torna-se impor-
tante pensar em estratégias que
permitam abordar os conteidos
tedricos constantes nas ementas
do ensino médio, utilizando de
forma satisfatéria os recursos
disponiveis para evidenciar o objetivo e aplicacido daquela

- . - . s . )
A secio "Experimentacdo no Ensino de Quimica” descreve experimentos cuja
implementacdo e interpretacdo contribuem para a construcdo de conceitos cientificos
por parte dos alunos. Os materiais e reagentes usados sdo facilmente encontréveis,

permitindo a redhzac,éo dos experimentos em qualquer escola.
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Nessa proposta abordam-se conteudos
relacionados ao consumo de frutas citricas,
aos compostos organicos nelas presentes,

as propriedades antioxidantes destas
substancias e sua interacdo com espécies
radicalares (espécies deficientes de
elétrons), e a prevencdo de doencas cujo
desenvolvimento esté vinculado aos danos
causados por radicais livres.

experimentacdo. Desta forma, este trabalho visa adaptar de
forma interdisciplinar a metodologia de avaliagdo de ativida-
de antioxidante frente ao radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPHpe), o qual pode ser realizada de forma qualitativa por
meio da utilizacdo de materiais de baixo custo, proporcio-
nando a instituicdo de ensino condicdes para realiza-la, e ao
aluno a compreensao da interdisciplinaridade entre as dreas
de quimica, biologia, fisica e mateméatica. Nessa proposta
abordam-se contetidos relacionados ao consumo de frutas
citricas, a0s compostos organicos
nelas presentes, as propriedades
antioxidantes destas substancias
e sua interagdo com espécies
radicalares (espécies deficientes
de elétrons), e a prevengdo de
doencas cujo desenvolvimento
estd vinculado aos danos causados
por radicais livres.

Radicais livres sdo d4tomos ou
moléculas altamente reativos que
contém nimero impar de elétrons
em sua ultima camada eletronica (Halliwel e Gutteridge,
1990; Halliwel, 1992). E este nao-emparelhamento de elé-
trons da dltima camada que confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas. Estes sdo produzidos durante o meta-
bolismo celular, sendo responsaveis por diversos processos
biolégicos em um organismo sadio. Processos enzimaticos
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garantem niveis adequados da produc¢ao de radicais livres e
reparagao aos danos causados por estes. No entanto, a pro-
dugdo desregulada destas espécies causa danos aos tecidos
(Ferreira e Matsubara, 1997). Nos alimentos, radicais livres
sdo subprodutos de processos de auto-oxidagdo de 4cidos
graxos e de oxidag@o enzimdtica, sendo estes responsaveis
pela produgdo de compostos que causam odor desagradavel
e alteragdes de textura e sabor, tornando-os improprios para
o consumo humano (Roginsky e Lissi, 2005).

No homem, fatores externos como a poluicao ambien-
tal, tabagismo, ingestdo de dlcool, exposi¢do a radiagdes
como raios-x e ultravioleta e residuos de pesticida, podem
contribuir para a produgdo acentuada de radicais livres
durante os processos metabdlicos, podendo levar ao en-
velhecimento precoce, doencas degenerativas, diabetes
e até mesmo a morte celular (Yaribeygi et al., 2019;
Penia-Bautista et al., 2019).

Uma classe importante de radicais livres sdo as chamadas
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), compostos altamente
oxidantes resultantes da redugao do oxigénio, como o radical
superoxido (O,") e o peréxido de hidrogénio (H,0,), sendo
estes relacionados ao desenvolvimento de diversas doengas.
Oxidantes s@o espécies reativas responsdveis pela oxidacio
de outros compostos, e podem ter seu estado energético esta-
bilizado por meio do ganho de elétrons ou prétons (Cerqueira
et al., 2007). Compostos capazes de diminuir a velocidade
da oxidacdo causada por radicais livres sdo chamados de
antioxidantes, dentre os quais pode-se destacar os dcidos
citrico e ascorbico, comumente encontrados em alimentos
(Adnan et al., 2020; Durazzo et al., 2019), capazes de ini-
bir a oxidacd@o de outras moléculas através da transferéncia
de hidrogénios, estabilizando o radical livre e tornando-o
menos reativo.

Experimentacao

- Materiais e reagentes

Frascos de vidro;

Espatula;

Conta gotas, pipeta ou seringa;
Alcool etilico 96° GL comercial;
Frutas citricas;
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe);
Béquer;

Funil;

Filtro de papel.

VVVYVYVVVYYY

Em Sala de Aula

Esta proposta foi desenvolvida a partir da adaptagdo do
método descrito por Rufino (2007). No preparo da solugdo do
DPPH? (o qual deverd ser adquirido de empresas especializa-
das na venda de produtos quimicos), em um béquer ou similar,
deve-se adicionar a 10 mL de dlcool etilico 96° GL comercial
com o auxilio de conta gotas, pipetas de pléstico ou seringa,
e pequena quantidade do reagente radicalar, o qual pode ser
transferido através da utilizacdo de um empurrador e raspador
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de cuticula. A adi¢do do DPPHe ao dlcool etilico deve ser
feita de tal maneira que atinja a coloragdo azul violeta (esta
etapa deve ser preparada pelo docente). Caso a instituicdo de
ensino possua balanga analitica ou semi analitica, a solugdo
etandlica de DPPHe podera ser preparada através da adigdo
de 100 mg do reagente radicalar em 10 mL de dlcool etilico
comercial. Uma vez que em presenga de luz, espécies radi-
calares sofrem o processo de fotoxidacdo, a solucdo deve ser
mantida em ambiente escuro até o momento do teste com as
frutas selecionadas (Ozcelik ef al., 2003).

As instituicdes publicas de ensino fornecem refeicoes
aos discentes e docentes, sendo assim, € possivel fazer
uma programacdo para uso de frutas que geralmente sio
servidas nas refeicoes, além das adquiridas no comércio
local. Frutas da época tém melhor relagido de custo e
viabilidade, mas quando se trata de frutas citricas, laranja
e limdo normalmente estao disponiveis. Sendo assim, estas
podem ser utilizadas no experimento juntamente com outras
frutas da época, como acerola, abacaxi e maracuja (tipicas
do verdo) ou tangerina e morangos (tipicas do inverno).
Dependendo da regido do Brasil, outras frutas tipicas podem
ser utilizadas.

Ap6s a escolha das frutas citricas, estas devem ser higie-
nizadas com 4gua e sabdo, secas com o auxilio de toalha de
papel ou pano limpo, cortadas e espremidas. Para a retirada
de particulas sélidas do suco, realizar filtracdo simples com
auxilio de funil (plastico ou vidro) e filtro de papel utiliza-
do em cafeteiras. Preparar solugdes estoque com 0s sucos
obtidos, adicionando duas gotas de suco (aproximadamente
100 mg) em 10 mL de etanol (concentracio da solucdo de
aproximadamente 10 mg/mL). Com o auxilio de um me-
didor, extrair aliquotas para frascos de vidro transparentes
(como flaconetes de perfume, que podem ser adquiridos
em lojas para perfumarias), 1,5 mL das solucdes estoque
de cada suco e 0,5 mL da solugdo etandlica de DPPHe,
preparada anteriormente. Outros frascos deverdo conter:
1,5 mL de dlcool etilico e 0,5 mL da solucgdo etandlica
de DPPHe (teste controle); 1,5 mL das solucdes estoque
de cada suco e 0,5 mL de etanol (branco). E importante
observar que no momento da adicdo dos sucos ao DPPHe
esta solucdo apresentard a mesma colorag@o do controle,
azul violeta.

Apés adigdo dos reagentes, os frascos deverdo ser
tampados e acondicionados em local ao abrigo da luz, em
uma caixa fechada ou gaveta, por 30 minutos. Neste tempo
os alunos podem organizar o material que foi utilizado,
desenvolvendo a capacidade de organiza¢do no ambiente
de trabalho. Ao final dos 30 minutos, realiza-se a andlise
das amostras. E aconselhdvel acompanhar a variacio da
coloragdo das solugdes, pois o tempo em que estas ocorrem
pode variar em funcdo da concentragdo final do DPPHe
preparado, e da concentragdo dos compostos antioxidantes
nas frutas utilizadas.

E conveniente que todas as solugdes sejam preparadas no
momento da realizacdo do experimento, visto a instabilidade
dos compostos envolvidos nas reagdes. No entanto, por se
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tratar de uma avaliagdo qualitativa, a solu¢cdo de DPPHe
que porventura ndo seja utilizada, poderd ser armazenada
em geladeira, em frasco de vidro (de preferéncia ambar), e
devidamente envolvido em papel aluminio, para evitar sua
fotoxidagao.

Em Laboratorio

Por serem ricos em 4cido citrico e ascérbico (Figura 1),
sucos de frutas citricas como laranja, limdo, abacaxi, tan-
gerina, acerola, maracuja e morango mostram-se opc¢des de
baixo custo e facil acesso. Estes citricos foram utilizados no
ensaio frente ao DPPHe usando a metodologia realizada em
laboratdrios de pesquisa.

HO HO o

HO OH o
Acido ascérbico Acido citrico

Figura 1: Estruturas do &cido ascoérbico e do &cido citrico.

A metodologia de Sousa et al. (2019) foi adaptada no que
tange ao solvente do meio reacional e volumes das solucdes
de DPPH e sucos de frutas. Prepararam-se solugdes estoque
dos sucos das frutas em etanol (10,0 mg/mL), das quais foram
extraidas aliquotas inicialmente 1,5 mL para serem adicio-
nados a 0,5 mL de solu¢do de DPPH 0,3 mM em etanol.
Neste meio reacional a concentracio do suco foi de 7,5 mg/
mL. Esta concentracéo foi adotada por ter possibilitado as
leituras das absorbancias de todas as frutas testadas, dentro
da faixa de operacdo do espectrofotometro utilizado. Em
paralelo preparou-se a solug@o controle, contendo 0,5 mL
de solugdo etandlica de DPPH 0,3 mM em 1,5 mL de etanol.
Prepararam-se ainda, brancos para cada fruta, contendo 1,5
mL do suco, e 0,5 mL de etanol. Apés 30 minutos de reagao
em local livre da incidéncia de luz, efetuaram-se as leituras
das absorvancias das amostras em espectrofotometro UV-Vis
Kazuaki, a 517 nm.

Com os valores de absorvancia, pdde-se determinar o
%AA (Tabela 1) de cada suco de fruta, utilizando a férmula:
%AA = 100 — [(Abs amostra — Abs branco) x100) / Abs
controle].

Tabela 1: Avaliagcdo quantitativa da atividade antioxidante dos
sucos testados, na concentragdo de 7,5 mg/mL.

Fruta Abs* Branco Abs*-Branco A.A. (%)**
Maracuja 0,622 0,012 0,061 28,30
Tangerina 0,589 0,008 0,581 31,72
Limao 0,521 0,015 0,506 40,50
Abacaxi 0,431 0,014 0,417 50,99
Laranja 0,158 0,012 0,146 82,84
Morango 0,111 0,012 0,099 88,30

Controle 0,851
*Absorvancia. **Atividade antioxidante
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O que se espera de resultados?

O método do DPPHe consiste em avaliar a propriedade
antioxidante de substincias quimicas pela capacidade de
sequestrar esta espécie radicalar. O DPPHe possui coloragio
purpura, com absor¢do a um comprimento de onda maximo
de 517 nm. E utilizado com frequéncia para identificar
doadores de hidrogénio em extratos vegetais, € compostos
fendlicos presentes em certos alimentos (Roginsky e Lissi,
2005). Ap6s reagir com um antioxidante o DPPHe € reduzido,
formando 2,2-difenil-picril-hidrazina (DPPH), de coloragio
amarela, sendo assim, o consumo de DPPHe pode ser
monitorado pelo decréscimo da absorvincia a 517 nm em
espectrofotdmetro (Figura 2).
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Figura 2: Reagao de reducao do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

a 2,2-difenil-picril-hidrazina, através da agdo de compostos
antioxidantes.

A partir dos resultados obtidos, pode-se calcular o
percentual de DPPHe consumido, chamado de percentual
de atividade antioxidante (%AA). Uma forma usual de ex-
pressar este resultado € em termos da concentracdo minima
necessdria para obter a inibicdo da atividade oxidante do
DPPHe em 50% (IC, ). Quanto maior o consumo de DPPHe
por uma amostra, menor serd seu IC, e maior a sua atividade
antioxidante (Sousa et al., 2007). No caso da experimentacio
em sala de aula, ndo serd possivel medir os valores de absor-
vancia devido a auséncia, na maioria das escolas brasileiras,
do espectrofotdmetro UV-Vis. No entanto, o professor podera
propor que os alunos construam os gréficos e calculem os
valores de IC, através das equagdes das retas obtidas, com os
dados fornecidos neste trabalho, com o objetivo de discutir e
relacionar as observacgdes realizadas na avaliagao qualitativa,
com os dados da andlise quantitativa, além de promover a
interdisciplinaridade por meio da utilizacio de conceitos da
area de matematica.

Ao correlacionar os percentuais de atividade antioxidante
apresentados na Tabela 1, com a variacdo das tonalidades do
radical em fung¢do de sua concentracio em cada meio reacional
(Figura 3), verifica-se que € possivel estabelecer de forma
segura a relacdo entre a coloragio resultante e percentual de
atividade antioxidante, validando dessa forma o método quali-
tativo proposto, possibilitando sua realizacdo em sala de aula.

A partir destes resultados, foram elencados os sucos
de laranja e tangerina para a constru¢do do griafico que
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Figura 3: Variagéo da coloracéo do DPPH, em fungdo da atividade
antioxidante dos sucos testados na concentracao de 7,5 mg/mL.

correlaciona Concentracdo x Atividade antioxidante, seguido
da determinago dos respectivos valores de IC, . Estes sucos
foram escolhidos utilizando critérios como a diferenca de
atividade antioxidante observada entre ambos, por serem
de frutas de baixo custo, assim como pela facilidade de
execugdo em sala de aula.

Para o suco de laranja, utilizaram-se concentragdes que
variaram de 2 a 14 mg/mL., enquanto para o suco de tangerina
concentracdes que variaram de 2,5 a 35 mg/mL.

De posse das absorvancias obtidas para cada concentracao
dos sucos de laranja e tangerina, foram calculados os
respectivos percentuais de atividade antioxidante conforme
descrito anteriormente, e construiu-se os graficos de
Concentracdo x Atividade antioxidante através de regressao
linear, com a utilizagdo do programa GraphPad Prism 6
(Tabelas 2 e 3).

Os valores de IC_ foram determinados através das equa-
¢Oes das retas obtidas em ambos os grificos, tendo estes

Tabela 2: Dados para construcéo do grafico de Concentragao x
Atividade antioxidante e célculo do IC; do suco de laranja.

Concentragao  apox  Branco Abs*-Branco A.A. (%)**
(mg/mL)

2,0 1512 0,008 1,504 18,2
4,0 1,368 0,011 1,357 26,2
6,0 1263 0,013 1,250 32,0
8,0 1145 0,013 1,132 38,4
10,0 0,975 0,010 0,965 475
12,0 0,776 0,015 0,761 58,6
14,0 0,684 0,016 0,668 63,7
Controle 1,840

*Absorvancia. **Atividade antioxidante

Atividade Antioxidante
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Tabela 3: Dados para construgao do gréafico de Concentragéo
x Atividade antioxidante e calculo do IC,, do suco de tangerina.

?n?g/cmef;“agm Abs* Branco Abs*-Branco A.A. (%)**
25 1,690 0,007 1,683 11,9
50 1,604 0,013 1,591 16,7
10,0 1,345 0,013 1,332 30,3
15,0 1,195 0,009 1,186 37,9
20,0 0925 0,014 0,911 52,3
25,0 0764 0,044 0,720 62,3
30,0 0525 0,035 0,490 74,3
35,0 0312 0,009 0,303 84,1
Controle 1,910

*Absorvancia. **Atividade antioxidante

demonstrado que o suco de laranja (IC, =10,4 mg/mL)
€ cerca de duas vezes mais antioxidante, que o suco de
tangerina (IC, = 19,5 mg/mL) (Figura 4), corroborando
com os resultados da avaliacdo quantitativa demonstrada
na Tabela 1, além de justificar a diferengca de coloracgdo
observada apds a reacdo das amostras com o DPPHe.
A diferenca de atividade antioxidante entre estas duas frutas
garantem que as variacdes de tonalidade do DPPHe no meio
reacional, durante as andlises qualitativas, ocasionadas pela
inexatiddao dos utensilios utilizados, ndo sejam grandes o
suficiente para comprometer sua diferenciagio.

Consideracoes Finais

Estes resultados indicam que as frutas citricas podem
ser utilizadas para a elaboracdo da demonstrag@o proposta,
despertando curiosidade e consequente compreensdo por
parte dos estudantes acerca dos temas abordados. Esta eleva
o conhecimento pratico-profissional do docente, associando
o aprendizado tedrico a experimentacdo, e no reforco do
conhecimento.

A implementacdo e interpretagdo desse experimento,
indicado para o terceiro ano do ensino médio, poderd
abordar de forma interdisciplinar conteidos de quimica,
como radicais livres, compostos antioxidantes e reagdes

Atividade Antioxidante
Tangerina
90
2w o
g e ol
geo | e .
g d e .
- Dol .
s e ® y = 2,2463x + 6,2061
220 = R?=0,9981
X 10 ® 1Csp = 19,5 mg/mL
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentragdo (mg/mL)

Figura 4: Graficos de Concentragao x Atividade antioxidante dos sucos de laranja e tangerina.
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de oxirreducio; fisica, como o espectro eletromagnético e
propriedades dticas; biologia, como a importancia de com-
postos antioxidantes na nutri¢do alimentar; e matematica,
como a construgdo de graficos no plano cartesiano, equacao
de reta, coeficiente de correlacdo, entre outros; contribuird
para a construcdo de conceitos cientificos e desenvolvimento
de competéncias por parte dos alunos nestas dreas, pois alia
duas caracteristicas, ilustrativa e investigativa. Além disso,
0s materiais e reagentes usados sdo de fAcil acesso e baixo
custo, permitindo a realizagdo do experimento em salas de
aula de qualquer instituicdo de ensino.

Por fim, professores e alunos poderao, também, ampliar
a dimensdo investigativa dentro dessa tematica, buscando
informag¢do convincente na literatura para as seguintes
reflexdes: por que a reacdo do DPPHe deve ser mantida no
escuro? Por que o etanol (ou até mesmo metanol) € o solvente
adequado para uso, nesse método? Por que o radical DPPHe
¢ estavel? Analisando a estrutura quimica do dcido citrico e
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Abstract: Antioxidant activity of citrus fruit: an adaptation of the DPPH method for classroom experimentation. The possibility of relating academic content
to everyday life is a strategic to awaken the student’s interest and understanding. In this sense, this work proposes a simplified methodology for the qualitative
assessment of the antioxidant activity of citrus fruits compared to DPPHe, with six fruit juices being tested and the results showed to strawberry and orange
greater antioxidant activity. Then, an analysis was realized to determine the IC, of the tangerine (19.5 mg.mL") and orange (10.4 mg.mL") juices against
DPPHe. These results validate the simplified methodology as a model for high school students, since fruit juices with greater antioxidant properties quickly

decolored the DPPH e solution.
Keywords: citruses, radical species, high school
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