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RESUMO

“Aplicagdes analiticas e didaticas de antocianinas extraidas de frutas”

Aluna: Daniela Brotto Lopes Terci

Orientadora: Profa. Dra. Adriana Vitorino Rossi

As antocianinas sdo os principais pigmentos naturais responsaveis pela
coloraggo vermelha, azul e roxa de flores e frutos. As cores que as antocianinas
exibem, dependem, entre outros fatores, do pH do meio. Isto mostra que elas podem
ser usadas como indicadores de pH. Além disso, as antocianinas podem ser oxidadas e
descoloridas na presenca de agentes oxidantes, como bissulfito de sodio e hipoclorito
de sodio. Neste trabalho, foram exploradas diversas frutas vermelhas, fontes naturais
destes pigmentos. Considerando-se aspectos como disponibilidade em praticamente
todas as regiées do Brasil e sazonalidade de frutificagdo, as espécies selecionadas
foram: Morus nigra (amora), Syzygium cuminii (jamboldo), Myrciaria caulifiora
(jabuticaba) e Vitis vinifera (uva). Do ponto de vista analitico, os estudos realizados
envolveram a otimizagdo de procedimentos de extragdo, purificagédo, identificacdo,
quantificacdo e avaliagdo da estabilidade das antocianinas presentes nas espécies
selecionadas. Também foi feita a caracterizagéo das diferentes espécies coloridas das
antocianinas extraidas em funcéo do pH, avaliagdo do uso destes extratos como
indicador, em titulagbes acido-base, e avaliacao dos papeis de filtro impregnados com
os extratos, como papel indicador de pH. Foram estudados dois importantes
comportamentos das antocianinas: equilibrio quimico acido-base e a reagao de éxido-
redugdo, que foi empregada para o desenvolvimento de uma proposta analitica
simplificada para a determinacdo de cloro livre em amostras de produtos
higienizadores. Com relagdo a parte didatica deste trabalho, os resultados obtidos
levaram ao desenvolvimento e aplica¢do de atividades experimentais didaticas que
foram testadas com alunos e professores do ensino médio e técnico em quimica de
escolas publicas de Campinas-SP e estudantes de graduagdo em gquimica da

Universidade Estadual de Campinas.
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ABSTRACT

“Analytical and didactic applications of anthocyanins
extracted from fruits”

Author: Daniela Brotto Lopes Terci
Adviser: Profa. Dra. Adriana Vitorino Rossi

Anthocyanins are the main natural pigments from the flavonoid class that are
responsible for the red, purple and biue colors of flowers and fruits. The color that they
exhibit depends on, among other factors, pH. This property indicates that anthocyanins
can be used as acid-base indicator. Moreover, a nucleophilic attack by oxidizing agents
such as hydrogen peroxide and sulfur dioxide can effectively decolorize anthocyanins. In
this work several natural sources of these pigments were studied. Considering aspects
such as availability in practically all regions of Brazil and seasonal period, were selected
4 fruits: Morus nigra (blackberry), Syzygium cuminii (jambolan), Myrciaria caulilflora
(jabuticaba) and Vitis vinifera (grape). From the analytical point of view, the studies
involved the optimization of extraction procedures, purification, qualitative and
quantitative analysis and studies on the stability of the anthocyanins from the selected
fruits. The characterization of the different colored species as a function of pH, the use
of these extracts as indicator in acid-base titrimetry and the use of the extracts-
impregnated filter paper as pH indicator were also studied. Two important properties of
the anthocyanins were studied: the acid-base equilibrium and the oxidation/reduction
reaction, used in a simplified analytical proposal for the determination of free chiorine in
samples of household products, such as bleaches and disinfectants. With relation to the
didactic part involved in this work, experimental activities were developed and tested
with students and teachers from public high school and technical school of Campinas

and also with chemistry undergraduate students from the Universidade Estadual de
Campinas.
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CAPITULO 1

INTRODUGCAO GERAL
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As principais classes de pigmentos responsaveis pela coloragio de flores, frutos
e folhas sédo as poffirinas, os carotendides e os flavondides (Alkema e Seager 1982). As
antocianinas sao pigmentos da classe dos flavondides e sao responsaveis pelas cores:

azul, violeta, vermelho e rosa de flores e frutas (Brouillard e Harborne 1988).

Atualmente € observado um crescente interesse no uso das antocianinas em
varios segmentos industriais, dentre os quais se destacam as industrias:

« farmacéutica: comercializacao de fitoterapicos. isto se deve a relatos cientificos
gue apontam o uso de antocianinas para controle de pressdo arterial, como agente
conira o diabetes e a hipoglicemia (Scharrer e Ober 1981). Outros efeitos terapéuticos
ja relatados incluem acdo antinflamatoria (Lietti et al 1976), prevencdo de
colesterol (Kadar ef al. 1979), reducac de doengas coronarias (Bridie e Timberlake
1996), propriedades antioxidantes (Takamura e Yamagami 1994, Wang ef al. 1997},
atividade anticancerigena (Kamei ef af. 1995, Karainova ef al 1990), aumento da
acuidade visual (Timberlake e Henry 1988) e combate a fragilidade capilar (Mian ef al.
1977).

« cosmeética. utilizacdo em formulagdes principalmente na forma de extratos
naturais (Arct ef af. 2002). A atividade antioxidante das antocianinas pode influenciar no
processo de peroxidacao lipidica. Esta caracteristica tende a intensificar o interesse do
ponto de vista cosmético, como, por exemplo, para utilizagao de antocianinas em
cremes anti-envelhecimento para a pele, nos quais os flavondides podem atuar no
extrato cdérneo e influenciar atividades enzimaticas na epiderme, bem como nos
microvasos sanguineos da derme (Arct et al. 2002).

« alimenticia: utilizacdo como corante natural em alimentos processados. O
interesse no uso das antocianinas como corante alimenticio pode estar relacionado com
os possiveis beneficios a saude conferidos por estes pigmentos (Giusti et al. 1998).

O uso industrial das antocianinas ainda € restrito em fungado de algumas
limitacdes, dentre as quais se destacam: problemas de disponibilidade de matéria-prima
produtora de pigmentos na quantidade e qualidade requerida, dificuldade de
purificacio, capacidade corante reduzida quando comparada com corantes sinteticos e,

principalmente, baixa estabilidade (Stringheta e Bobbio 2000).
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As novas perspectivas do uso de antocianinas ilustram a importancia dos
estudos analiticos (extracao, purificacao, identificacéo e quantificacdo) e de estabilidade
destes pigmentos, visando a obtencdo de extratos padronizados. O enfoque deste tipo
de estudo com especies vegetais tipicas ou nativas do Brasil e representa uma
contribuic@o relevante no que diz respeito 2 exploracdo de espécies nacionais que
podem dar impulso a novas atividades econdmicas.

Considerando ainda os aspectos analiticos, na literatura ha propostas do uso de
antocianinas como reagente analitico, como por exemplo para a determinacao de sulfito
em vinho branco (Socares et al. 2002). Nesta tese também foi abordado o uso de
antocianinas, na forma de extrato bruto e purificado, para a determinacao visual e
espectrofotomeétrica de cloro livre em amostras de produtos higienizadores.

Além das perspectivas de aplicacdes analiticas e industriais, varios autores tém
estudado as propriedades das antocianinas como indicadores de pH, tendo em vista
sua utilizagéo no ensino de Quimica. A ulilizacdo de extratos naturais de antocianinas
pode ser explorada didaticamente, desde a etapa de obtencao até a caracterizacao
visual efou espectrofotométrica das diferentes formas coloridas que aparecem em
fungao das mudancas de pH do meio. Podem ser elaboradas atividades experimentais
para o ensino de Quimica no nivel médio, visando a abordagem de temas envolvendo
processos de separacao de misturas e conceitos relacionados a equilibrio quimico e
indicadores de pH. Incrementando a sofisticacdo e o grau de complexidade conceitual,
a proposta pode ser adaptada e tormar-se adequada para o desenvolvimento de
atividades didaticas para o ensino superior.

Nesta tese, foram estudadas trés espécies naturais tipicas do Brasil: Morus nigra
(amora), Syzygium cuminii (jambolao) e Myrciaria cauliflora (jabuticaba), que é nativa do
Brasil, num estudo paralelo com a uva (Vilis vinifera) que tem reconhecimento
internacional como parametro de comparacao valido para estudos com antocianinas
extraidas de frutas. Os estudos das antocianinas presentes nestas espécies vegetais
foram subdivididos em duas partes: a primeira abordando os aspectos analiticos € a

segunda os aspectos didaticos.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS GERAIS
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As espécies vegetais estudadas neste trabalho foram Morus nigra (amora).

Myrciaria cauliflora (jabuticaba), Syzygium cuminii (jambaolaoc) e Vitis vinifera (uva).

Com relacao aos aspectos analiticos, este trabalho foi realizado visando:

- otimizar procedimentos de extracdo, purificacdo, identificacdo e guantificacao

das antocianinas das especies vegetais estudadas;

- avaliar a estabilidade dos extratos antocianicos brutos;

- estudar reacbes envolvendo as anfocianinas presentes nos extratos
antocianicos brutos.

Com relagdo aos aspectos didaticos, este trabalho pretendeu:

- realizar uma revisao bibliografica dos aspectos historicos dos indicadores acido-
base, pois isto caracteriza uma interessante oportunidade de discussao de tdpicos de

Historia da Quimica para aplicacao em aulas relacionadas a este tema;

- desenvolver experimentos didaticos utilizando extratos de frutas para diferentes

niveis de ensino: Médio, Técnico em Quimica e Superior em Quimica;

- aplicar os experimentos desenvolvidos, nos trés niveis de ensino, utilizando

diferentes abordagens didaticas,

- avaliar a adequac¢ao dos experimentos didaticos desenvolvidos, consultando

opinides de alunos e professores envolvidos nas atividades.



D.B. L Terd Aplicagtes Analilicas Introdugac 9

PARTE 1

APLICACOES ANALITICAS

“Nio ha saber mais ou saber menos: ha saberes diferentes.”
Paulo Freire
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CAPITULO 3

INTRODUCAO
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3.1. Antocianinas

A coloracao de flores, frutos e folhas é causada pela presenga de pigmentos que
absorvem radiacao luminosa na regido ultravioleta e visivel. Existem varias classes de
substancias, denominadas de agentes croméforos, que colaboram para a coloragao das
espécies vegetais, destacando-se as porfirinas, os carotendides e os flavonodides
(Alkema e Seager 1982). A Tabela 1 apresenta aiguns exemplos destes corantes

naturais, bem como seu grupo caracteristico e ocorréncia:

Tabela 1. Exemplos de corantes naturais (Alkema e Seager 1982, Couto et al 1998).

Classe Grupo caracteristico Exemplos Ocorréncia

Porfirinas Clorofila folhas verdes
p-carotenc
Carctenodides cenoura, tomate
Licopeno
P T Antocianinas  maga, framboesa
Flavondides :
R N N Flavondis flores amarelas

Os principais agentes cromoforos de flores e frutos sac os flavondides. Estes
compostos sao subdivididos em 11 classes menores, sendo que as mais importantes
s3o: as flavonas, os flavandis e as antocianinas (Alkema e Seager 1982, Gross 1987).
O enfoque desta tese esta centralizado no estudo das antocianinas.

O termo antocianina (do grego: anthos, flores; kianos, azul) foi proposto por
Marquat, em 1835, para se referir aos pigmentos azuis, violetas e vermelhos
encontrados em flores (Marquat 1835, lkan 1969). No século 20, o quimico e botanico
Tsweet, que estudou sobre a extragdo e propriedades de substancias coloridas em
flores, frutas e folhas, acatou o nome sugerido por Marquat (Tswett 1914a e 1914b,
Heines 1972). Atualmente, sabe-se que estes pigmentos sao responsaveis pelas cores
rosa, laranja, vermelha, violeta e azul dos vegetais (Harborne 1958, Harborne et al.
1975).
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A caracterizacdo quimica das antocianinas foi iniciada no século 20, com os
classicos trabalhos de Willstatter e Everest, Karrer e Widmer e de Robinson e seus
colaboradores (Robinson 1933, lkan 1969, Harborne 1967).

As antocianinas sado compostos polihidroxi e polimetoxi glicosados, cuja estrutura
fundamental &€ o cation flavilico, representado na Figura 7 (Harbome et al. 1975,
Harborne 1994).

Figura 1. Estrutura do cation flavilico (Harbone ef al. 1975, Harbone 1994).

As antocianinas sdo derivadas das antocianidinas, sendo que estas ditimas nao
possuem grupos glicosideos e a maiecria € hidroxilada nas posigdes 3, 5 e 7. Ja nas
antocianinas, uma ou mais destas hidroxilas estdo ligadas a acglcares, sendo os mais
comuns: glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou dissacarideos constituidos
por esses agucares, aos quais podem estar ligados acidos fendlicos como: p-counario,
cafeico, fenilico e vanilico. O agucar presente nas moleculas das antocianinas confere
maior solubilidade e estabilidade a estes pigmentos, quando comparados com as
antocianidinas. Os diferentes grupos R e R’ ligados nas posigdes 3, 5 e 7 e agucares,
assim como os acidos a eles ligados, produzem os diferentes tipos de antocianinas
normalmente encontradas em frutas, conforme apresentado na Figura 2 (Harborne et
al. 1975, Gross 1987, Harborne 1994).

Fﬁ Antocianidina® Grupoem R GrupoemR’

: OH cianidina OH H

HO O delfinidina OH OH
7 O R malvidina OCH; OCH;

@ pelargodina H H

2 # 3™OH peonidina OCH; H
etunidina OCH OH

OH p 3

*A nomenclatura dos pigmentos € derivada a partir dos vegetais em que elas
foram primeiramente isoladas e foram estabelecidos por Willstatter (Gross
19873,

Figura 2. Estruturas genéricas das antocianidinas normalmente encontradas em frutas.
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Na Tabela 2 sao apresentados alguns exemplos de antocianinas freqientemente

encontradas em frutas (Amaya et al. 1984, Teeling et al. 1971).

Tabela 2. Antocianinas freqientemente encontradas em frutas (Amaya ef al. 1984, Teeling ef al.

1971%

Antocianina Fonte
pelargodina-3-glicosideo morango
cianidina-3-glicosideo marango, amora, ameixa, jambolas, uva, maga
peonidina-3-glicosideo cereja, jabuticaba, uva, ameixa
cianidina-3-rutinose cereja, figo
petunidina-3-glicosideo uva
cianidina-3-galactosideo maca
malvidina-3-glicosideo uva

Merece ser destacado que o nimero de hidroxilas, grupos metdxi e glicolicos
influenciam acentuadamente na coloracéo das antocianinas. Maiores quantidades de
grupos metoxila aumentam a intensidade da cor vermelha. Mais hidroxilas e grupos
glicolicos intensificam a cor azul (Harborne 1958). Além disso, as diferentes cores
exibidas pelas antocianinas dependem da influéncia de diversos fatores dentre os guais
se destacam: presenca de pequenas quantidades de outros pigmentos, gerando uma
mistura de cores; copigmentagio com outros flavonoides, ou seja, interagdo quimica
entre flavondides e antocianinas; quelacdo com metais, envolvendo coordenagao de
ions metdalicos com as antocianinas; pH do fluido da célula vegetal; hidroxilagao e
metilacao (Alkema e Seager 1982, Forster 1978, Harborne 1977).

O fato das antocianinas apresentarem cores diferentes, dependendo do pH do
meio em que elas se encontram, faz com que estes pigmentos possam ser utilizados

como indicadores naturais de pH (Mebane e Rybolt 1985, Barry 1997).

3.2. Obtencdo de antocianinas a partir de vegetais

O crescente interesse na utilizacdo de antocianinas como corante alimenticio e
em formulacdes de drogas e cosméticos tem destacado a necessidade do
desenvolvimento efou aprimoramento de métodos analiticos para a exiragao,
purificagdo, identificacdo e quantificagao destes pigmentos obtidos a partir de espécies
vegetais. Isto justifica uma breve discuss@o dos métodos analiticos mais utilizados na

realizacao de cada uma destas etapas.
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3.2.1. Extracao

Embora sejam encontradas em todas as partes de uma planta, a presenca das
antocianinas se destaca nas flores e frutos (Dean 1963). Nos frutos, as antocianinas
sdo localizadas principalmente nas cascas, embora possam ser encontradas em
menores quantidades na polpa (Gross 1987).

As antocianinas s&c geralmente muito soltiveis em solventes polares e, portanto,
sdo facilmente extraidas com agua, metanol e etanol. Geralmente, a extracéo ¢
realizada em meio Aacido, para prevenir a oxidagéo destes pigmentos (Lee e Hong
1992).

Utilizando uvas, Revilla e colaboradores compararam diversos métodos descritos
na literatura para a extragdo de antocianinas (Revilla et al. 1998). Pelos resultades
obtidos, concluiram que a quantidade total de antocianinas extraidas é influenciada pelo
tempo de extracdo e pela presenca de acido no soivente extrator. Em 48 h, um
acréscimo de cerca de 20% de antocianinas é extraido, quando comparado a uma
extracdo realizada em 20 h. Com até 1% (v/v) de acido mineral, a quantidade de
antocianinas extraidas aumenta cerca de 7%, na comparagdo com o mesmo solvente
extrator sem acido.

Apesar da toxicidade, metanol é o solvente mais utilizado para a extracdo das
antocianinas (Heredia ef al. 1998, Cabrita et al. 2000, Pazmind-Duran et al. 2001,
Fernandez-Lopez et al. 1998, Fossen et al. 1998). Entretanto, para algumas aplicacdes
do extrato nas quais o aspecto quantitativo ndo é o mais importante, etanoi e agua
podem ser utilizados (Ramos ef al 2000, Barry 1997, Couto ef al 1998, Soares e
Cavalheiro 2001). A limitagdo do uso de etanol e agua esta relacionada com a menor
eficiéncia na extrac@o das antocianinas. Metanol € 20% mais eficiente que etanol e 73%
mais efetivo que agua (Metivier ef al. 1980).

Usualmente, apds a extracdo das antocianinas, os extratos brutos s&o
concentrados utilizando evaporadores rotativos a vacuo em temperaturas inferiores a
40 °C até massa constante (Pazming-Duran ef al. 2001, Soares e Cavalheiro 2001). Isto
resulta em um residuo viscoso.

Os extratos antocianicos obtidos a partir de frutas e flores sdo quase sempre

encontrados como uma mistura de antocianinas e também podem conter clorofila e
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pigmentos pertencentes ao grupo dos carotendides. Desta forma, muitas vezes é
necessario purificar, isolar e identificar os pigmentos que compdem os extratos brutos
(Harborne et al. 1975).

3.2.2. Purificagdo

Varios metodos tém sido utilizados com sucesso para a purificacdo dos extratos
brutos de antocianinas, entre eles a precipitacdo com acetato de chumbo (Bockian et
al. 1955), extracao liquido-liquido (Sakamura e Francis 1961), extracido com resina de
troca iénica (Shrikhande e Francis 1973) e extragao em fase sdlida (Wilkinson et al.
1977).

Atualmente, o metodo mais utilizado é a exirag@o em fase solida (SPE — Solid
Phase Extraction) (Heredia et al. 1998, Pazmind-Duran et al. 2001, Fossen ef al. 1998,
Giusti e Wrolstad 1998, Ordaz-Galindo et al. 1899). Isto se deve a relativa simplicidade
para a eliminagdo de impurezas tais como substancias polares e nao fenodlicas. Os
cartuchos Cis e Sephadex s&do habituaimente os mais usados (Costa et al. 2000).
Entretanto, Kraemer-Schafthalter e colaboradores (1998) testaram varios outros
materiais, visando o estabelecimento das vantagens e limitagbes de cada fase sdlida.
Os melhores resultados foram obtidos com as fases sodlidas RP Silica gel 60, C18
seguida de Amberlite XAD-7, Serdolit PAD IV e Fractogel TSK CM 650.

O procedimento fundamental para a purificagdo das antocianinas por SPE
envolve a aplicacido do extrato antocidnico bruto no cartucho contendo um material
sorvente, seguido da eluicdo dos componentes individuais com solventes apropriados.
As antocianinas sao adsorvidas fortemente na fase estacionaria por suas hidroxilas nao
substituidas (Costa ef al  2000). Desta forma, primeiramente sdo eluidos as
substancias mais polares que as antocianinas, tais como 0s actcares e acidos
organicos; posteriormente, sao eluidos os pigmentos antocianicos (Ordaz-Galindo et al.
1999).

3.2.3. Separacéo

Estudos pioneiros de Bate-Smith (1948) nesta area foram relatados em 1948,

utiizando a técnica de cromatografia em papel (PC - FPaper Chromatography). No
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entanto, a maioria dos trabalhos foi feita por Geissman e Jurd (1955) e, principalmente,
por Harborne, que estabeleceu valores de fatores de retencdo, Ry em diferentes
solventes para um grande nimero de antocianinas (Harborne 1958). Desde entao,
encontram-se na literatura varios trabalhos que utilizam PC para a separacao e
identificacao de antocianinas em diferentes extratos vegetais (Francis et al. 1966, Fuleki
e Francis 1967, Fuleki 1971, Wang e Francis 1972, Trevisan et al. 1972, Shrikhande e
Francis 1973, Jain e Seshadri 1975).

A cromatografia em camada delgada (TLC - Thin Layer Chromatography) é uma
atraente alternativa a PC. Diferentes fases estacionarias podem ser utilizadas abrindo a
possibilidade de novos mecanismos de separagdo. Os primeiros trabathos com esta
tecnica foram desenvolvidos por Birkoffer e outros (1962), Hess e Meyer (1962), Tanner
e outros (1963) e Nybon (1963). Trabalhos posteriores visaram o aprimoramento
técnico, contudo os valores de R¢ n&o sao tao confiaveis quanto os da PC, devido as
diferencas das espessuras das camadas de absorvente. Além disso, em muitos casos,
para a identificagéo das antocianinas € necessario 0 uso de pigmentos de referéncia.

Uma revisdo na literatura indica que atualmente a técnica mais usada para a
separacdo de antocianinas € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — High
Performance Liquid Chromatography). Lee e Hong (1992) e Costa e outros (2000)
fizeram uma extensa compilacao de diversos métodos analiticos que citam o uso desta
téecnica.

Excelentes separagdes sdo possiveis por HPLC, com alta sensibilidade e baixo
tempo de analise, especialmente quando comparadas com as em PC (Figueiredo ef al.
1996).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC-RF) ¢ o tipo de
HPLC mais utilizado para a separagdo de antocianinas. Entretanto, ndo ha um
procedimento padrao, pois cada laboratorio tende a desenvolver um método analitico
em fungao do conjunto de antocianinas presentes em exiratos especificos (Costa ef al.
2000). Apesar dessa diversidade, alguns parametros fundamentais s&o comuns nos
diferentes metodos:

- a detecgao usualmente e feita utilizando-se um detector UV selecionando um
unico comprimento de onda entre 520 nm e 546 nm;

- colunas Cyg sdo as mais utilizadas;
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- 0s eluentes mais utilizados sao acetonitrila e metanol;
- 0 pH do sistema de elui¢cdo normalmente € abaixo de 2, sendo obtido pela adicao
de acido formico, acido acético ou acido trifluoracético.
A eletroforese capilar também pode ser utilizada na separac@o das antocianinas.
Nos trabalhos dos grupos de Bridle e Garcia-Vigueira (1997) e Costa e outros (1998,
esta técnica foi utilizada para separar antocianinas de groselha, morango e elderberry,
fruta tipica do hemisfério norte. Esta técnica apresenta como caracteristicas favoraveis:
alta sensibilidade, alta resolugdo, baixo consumo de amostra e geragdo minima de
solvente residual (Altria 1996). No entanto, apresenta menor sensibilidade e eficiéncia
na separacdo de antocianinas em amostras complexas quando comparada com a
HPLC (Fernandez-Lopez ef al. 1998). Talvez este seja o fator limitante que resulta na
pequena quantidade de trabalhos publicados na literatura como o uso da eletroforese

capilar para separacao de antocianinas.

3.2.4. ldentificag&o

Uma vez separadas e purificadas, as antocianinas podem ser identificadas por
varias técnicas, sendo que as mais utilizadas s&o a espectroscopia ultravioleta e visivel
(UV-Vis), espectrometria de ressonancia magneética nuclear (NMR - Nuclear Magnetic
Ressonance), espectrometria de massas (MS - Mass Spectrometer) e HPLC.

Para a identificacao das antocianinas em alimentos e plantas dois procedimentos
podem ser utilizados: comparacao direta, quando ha disponibilidade de material padrao,
ou comparacdo indireta, se ndo houver material padrao. Neste caso, segundo
Harborne, uma comparacac cuidadosa com dados da literatura € aceitavel. A
comparacdo indireta, embora seja um método sujeito a erros, € justificada pela faita de
padres e pelo longo e tedioso procedimento para a identificagéo (Harborne 1984).

O uso de técnicas hifenadas, combinando a separagéo e a identificagado das
antocianinas, € comum. lIsto se deve a alta seletividade, melhora do limite de
determinacao e redugdo no tempo de analise (Robards e Antolovich 1997).

HPLC pode ser usada com um detector ultravioleta (UV) ou de espectrometria de

massas (MS), sendo que UV é usado para analises de rotina e desenvolvimento de
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métodos e com MS podem-se identificar as estruturas das antocianinas (Costa et al.
2000).

Em 1992, Giassgen e colaboradores (1992) descreveram o uso da LC-ESI-MS
(cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massas com ionizagao elefrospray)
para a identificagdo de antocianinas em cenouras pretas. Takamura e Yamagami
(1994) utilizaram HPLC-MS para separar e identificar as antocianinas presentes em
uvas japonesas. Baidi e outros (1995) relataram o uso de HPLC-MS para a analise de
antocianinas em cascas de uva.

Para minimizar a dificuldade da falta de padrdes e dos frabalhosos
procedimentos para a identificagdo de antocianinas, em 1999, Goiffon e colaboradores
(1999) propuseram gue a retencaoc das antocianinas poderia ser expressa por «, um
termo que relaciona o tempo de retencdo (t;) de vérias antocianinas, com o tempo de
retencdo (t'rcy3qu) da cianidina-3-glicosideo, que esta presente em praticamente todas
as frutas vermelhas. Assim, a identificacao das antocianinas em frutas seria
consideraveimente facilitada. Em seu trabalho, Goiffon e colaboradores determinaram o
valor de o para 40 antocianinas e antocianidinas utilizando 2 tipos de eluentes:
agua:acetonitrila:acido formico (84/6/10 viviv) e agua:acetonitrilazacido formico (81/9/10
v/viv). Trabalhos descritos na literatura utilizam principalmente a fase movel constituida
por agua:acetonitrila:acido formico (81/9/10 viviv) (Goiffon ef al. 1991, Lee e Hong
1992). Assim, para a identificagio das antocianinas presentes nas frutas estudadas no
desenvolvimento desta tese, também foi utilizado o método de Goiffon, em

complementacao a cromatografia em papel.

3.2.5. Quantificagdo

A quantidade de antocianinas presentes em frutas também esta relacionada a
fatores climaticos, em particular a luz e & temperatura (Macheix ef al. 1990). Desta
forma, é dificil fazer uma comparacéo de diferentes culturas de uma mesma fruta e
mais dificil ainda é fazer a comparagao entre culturas e frutas diferentes. Entretanto, um
cuidadoso procedimento analitico para estimar a quantidade de antocianinas em
diferentes espécies pode ser feito utilizando-se varios métodos, dentre os quais se

destacam: densitometria, polarografia, colorimetria, espectrofotometria, branqueamento
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com dioxido de enxofre ou bissulfito de sddio e HPLC (Harborne et al. 1975). A Tabela
3 apresenta alguns exemplos da quantidade de antocianinas totais habituaimente
encontradas em frutas. E importante ressaltar que as quantidades de antocianinas

presentes em frutas variam em funcao da espécie, cliima, entre outros fatores.

Tabela 3. Antocianinas totais presentes em algumas frutas (Macheix et al. 1980).

Fruta mglg fruta fresca
uva 0,40 -403
framboesa 0,23-059
groselha 0.12-0,18
morango 0,45 -0,70

As frutas ricas em antocianinas (> 2 mg/g de fruta) sao fortemente coloridas:
pretas ou roxas (Macheix ef al. 1990). Estas frutas podem representar uma importante
fonte natural de corantes.

Aspectos quantitativos podem ser inferidos pelas caracteristicas espectrais das
antocianinas. A quantidade total de antocianinas em extratos brutos contendo outros
materiais fenolicos tem sido determinada principalmente por espectrofotometria, pela
medida da absorbancia da solugdo num dado comprimento de onda. Isto & possivel
porque as antocianinas tém uma banda de absorcao tipica na regido do visivel, entre
490 e 550 nm. Esta banda esta distante das bandas de absorcao de outros compostos
fendlicos, que apresentam uma absorcdo maxima na regido do ultravioleta (Fuleki e
Francis 1968a). Em muitos casos, contudo, este método simples pode sofrer
interferéncias de produtos de degradacao das antocianinas ou das rea¢des de perda da
coloracao (Fuleki e Francis 1968b). Nestes casos, os métodos do pH diferencial e o
subtrativo sdo os mais indicados para quantificar as antocianinas e seus produtos de
degradacao (Jackman e Smith 1996).

O meétodo do pH diferencial envolve medidas da absorbancia referente ao cation
flavilico (forma predominante em pH 1) e ao carbinol (forma predominante em pH 4.5).
Este metodo foi introduzido por Sondheimer e Kertsz (1948). Segundo Wrolstad e
colaboradores, o0 método do pH diferencial permite exatiddo e rapidas medidas na
determinacéao total de antocianinas (Wrolstad ef al. 1995).

Petri e outros (1997) também propuseram um meétodo espectrofotométrico para a

determinacado quantitativa das antocianinas presentes em extratos de bilberry,
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fundamentado no uso de cloreto de uma antocianina padrao, no caso, cloreto de
malvidina, para a construgéo da curva analitica. A curva analitica & obtida em meio
acido, onde as antocianinas apresentam-se como cation flavilico, absorvendo na regiao
do visivel entre 465 nm e 550 nm (Gross 1987).

Outro método espectrofotométrico descrito na literatura, entretanto pouco usual,
€ o método subtrativo que é fundamentado no usc de agentes oxidantes tais como
metabissulfito de sodio (Wrolstad et al. 1982, Somers e Evans 1974) ou peréxido de
hidrogénio (Swain e Hills 1859), que provocam a descoloracdo das antocianinas. A
medida da absorbancia da solugao de antocianinas é realizada, sequida da medida da
absorbancia de outra solugdo contendo o agente descolorante. Por diferenca, a
absorbancia da antocianina pode ser determinada e convertida em concentracao
através de uma curva analitica previamente preparada com pigmentos purificados
(Jackman ef al. 1987).

Recentemente, métodos mais precisos t&m sido desenvolvidos utilizando-se
HPLC. Contudo, a limitagdo desta técnica esta relacionada com a dificuldade da
obtengao e o elevado custo de padroes comerciais (Chandra et al. 2001).

Nesta tese foram abordados somente métodos espectrofotométricos para a
quantificagdo das antocianinas em frutas, porque estes métodos apresentam
desempenho relativamente satisfatorio, rapidez; baixo custo, ndo requerem o uso de
padrbes de antocianinas apds o estabelecimento das condices de determinacio e sio
adequados para determinar a quantidade de antocianinas (Wrolstad ef al. 1982). Foi
realizado um estudo comparativo dos trés métodos espectrofotométricos mais citados
na literatura: método de Petri e colaboradores (1997), de Sondheimer e Kertsz (1948) e

Fuleki e Francis (1968a e 1968b), conhecido como método do pH diferenciai.

3.3. Reagdes das antocianinas em meio aquoso

As reacles das antocianinas em meio aquoso e as propostas de mecanismos
envolvidos nestas reacSes ainda podem ser consideradas objetos de estudos, uma vez
gue nao sao completamente entendidas.

As principais reagbes estudadas sdo aquelas relacionadas a perda da coloracéo

das antocianinas, das quais podem ser destacadas: reactes com bissulfito (Brouillard e
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Chahine 1980, Ribereau-Gayon 1959, Berké et al. 1998) oxidagao com perodxidos
(Hrazdina 1970, Yamasaki et al. 1996), degradacao enzimatica (Adams 1972, Hrazdina
1971), reacbes de estabilizacdo em meio aquoso (Macheix ef al 1990) e mais
recentemente reacdes com cloro livre em solucao (Terci € Rossi 2001 e 2003).

Nesta tese foram enfatizados dois tipos de reacdes em meic aquoso envoivendo
antocianinas: reacfes de equilibrio quimico acido-base e reacdes de oxidagao destes

pigmentos pela acéo de um oxidante forte.

3.3.1. Reacgdes de equilibrio quimico acido-base

Uma das caracteristicas mais interessantes das propriedades quimicas das
antocianinas € o comportamento destas substancias em solugbes aquosas. As
antocianinas apresentam diferentes estruturas em fungcdo do pH, conforme
esquematizado na Figura 3.

De modo geral em meio fortemente acido (pH entre 1-2) as antocianinas
apresentam uma coloracdo avermethada intensa. Isto corresponde ao equilibrio entre o
cation flavilico € a pseudobase carbinol. Com o aumento do pH, as antocianinas vao se
descolorindo até se tornarem praticamente incolores em pH ~ 6, devido a formacgao da
pseudobase carbinol. Em pH 65 a 8 ocorre a formagéo das anidrobases violetas.
Acima deste pH, comeca a ocorrer a ionizagdo das antocianinas. Entre pH 9 a 12,
formam-se anidrobases azuis e em pH 13 a 14 ocorre a ruptura do anel heterociclico,
com a formacao das chalconas (Harborne ef al. 1975, Macheix ef al. 1990).

A correlagéo entre cor e estrutura das antocianinas em meio aquoso nao é tao
simples de ser estabelecida. Esta correlagdo € limitada pelo fato de que as cores que
observadas s&do formadas a partir das cores primarias: vermelho-laranja, azul-violeta e
verde. Com isso fica dificil estabelecer se ao observar uma cor diferente dessas trés,
ela esta sendo formada por uma combinacdo da reflexdo das cores primarias, ou se
estas estdo sendo absorvidas e a cor observada & a que esta sendo refletida.
Entretanto, no caso de compostos organicos, empiricamente tem sido evidenciado que
as cores tendendo para o vermelho correspondem a absorcdo de comprimentos de
onda na regido do azul, isto €, de maior energia, portantc de menor conjugagao. Ja o

compostos que apresentam coloracdo tendendo ao azul correspondem a estruturas
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mais conjugadas, logo absorvem em maiores comprimentos de onda (Gouveia-Matos
1999).
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Figura 3. Mudancas esfruturais das antocianinas em funcao do pH. (Adaptado de Brouiliard
1982).

3.3.2. Reagdes de oxido-reducao

A adig¢ao nuclecfilica de agentes oxidantes as antocianinas resulta na formacao
de complexos estaveis e incolores. O primeiro mecanismo proposto para esta reacao,

utilizando didéxido de enxofre (Ribereau-Gayon 1959), considerava que a chalcona,
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resultante da abertura do anel do carbinol (em equilibrio com o cation flavilico), estaria

envolvida na formacao do aduto chalcona-bissulfito, um composto incolor — Figura 4.

Figura 4. Primeiro mecanismo proposto para a adicao de HSOs & antocianina {Ribereau-Gayon

1959).

Posteriormente, a partir de estudos cinéticos e termodinamicos, Brouillard e
colaboradores (1980) propuseram que esta reacao ocorria pela adicdo nucleofilica de
HSO5 nas posicdes C, e C4 das antocianinas, formando assim um sulfonato 5 ou 6,
similar ao carbinol - Figura 5. Recentemente, Berké e colaboradores (1998), utilizando
as técnicas de ressonancia magnética nuclear de 'H, '°C e **S confirmaram a proposta

de Brouillard e colaboradores.
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Figura 5. Mecanismo atual proposto para a adigo de M504 a antocianina.

Lu e Foo (2001) observaram a adigdo oxidativa de acetona nas antocianinas,
levando a formacao de piroantocianinas, como ilustrado na Figura 6. O mecanismo
proposto, para esta reacdo também envolve a adicdo nucleofilica da forma endlica da

acetona ao C, do cation flavilico, seguida de uma formagao intramolecular hemicetal.
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Figura 6. Mecanismo proposto para a reacdo entre antocianinas & acetona em meio oxidante.

Neste trabalho, foi proposta a determinagdo de cloro fivie em produtos

higienizadores, utilizando antocianinas extraidas de jJamboldo, fundamentada na

descoloragao destes pigmentos naturais. A reacao entre antocianinas e cloro livre ainda

nao € elucidada na literatura, portanto alguns estudos de caracterizagao desta reacao

também foram realizados e os resultados discutidos.




D.B. L. Terc Aspectos Analiticos Objetivos 27

r

CAPITULO 4

OBJETIVOS



[.B. L. Terci Aspectos Analiticos Objetivos 29

Com relacdo aos aspectos analiticos, este trabalho foi realizado visando

desenvolver as seguintes propostas com as especies selecionadas:

- otimizar procedimentos de extracao, purificacao, identificagéo e quantificagao

das antocianinas das espécies vegetais;

- avaliar a estabilidade dos extratos antocianicos brutos em meio aquoso e

etandlico;

- estudar as reacbes de equilibric quimico acido-base das antocianinas

presentes nos extratos antocidnicos brutos;

- estudar a reacao de Oxido-reducao das antocianinas presentes nos extratos de

jambolao com cloro livre para uso do extrato como reagente analitico.
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CAPITULO 5

PARTE EXPERIMENTAL
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5.1. Consideracgoes Gerais

Todos os experimentos foram realizados com reagentes de pureza analitica e/ou
grau espectroscopico, seguindo-se padronizacGes e procedimentos recomendados pela |
literatura (Baccan et al. 2001, Voge! 1991). Para a preparacao das solugdes, utilizou-se
agua destilada (destilador de vidro) e/ou deionizada (deionizador MilliPore Milli-Q Plus).

As espécies vegetais utilizadas no decorrer deste trabalho foram Morus nigra,
Syzygium cuminif, Myrciaria cauliflora e Vitis vinifera conhecidas popularmente como
amora, jambolao, jabuticaba e uva, respectivamente. As uvas s&o cultivadas nas
regibes Sul, Sudeste e Nordeste. Amora, jabuticaba e jamboldo sao encontradas de
forma subespontanea praticamente em todas as regides do pais (Silva e Tassara
1996). Estas espécies foram escolhidas por serem comuns no Brasil. A ampla
disponibilidade e as diferentes épocas de frutificacdo facilitam a utilizacdo destas
espécies ao longo de quase tode o ano, embora, isto ndo seja um fator determinante
para o trabalho, pois estas frutas podem ser congeladas sem perdas das propriedades
quimicas de interesse. A Tabela 4 apresenta informacgdes gerais sobre estas espécies,
tais como: familia botanica, origem, periodo de frutificacdo e a procedéncia dos
exemplares utilizados neste trabalho.

Nos experimentos iniciais foram utilizadas as frutas inteira ou somente a casca.
Apods a otimizacao do procedimento de extragdo das antocianinas das frutas, passou-se
a utilizar, nos casos da jabuticaba, jamboldo e uva somenie as cascas e para os

experimentos com amora, a fruta inteira (casca e polpa).
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Tabela 4. Informacbes gerais sobre as espécies ulilizadas. Os dados referenies aos nomes
poputares, origens ¢ periodos de frutificagéo foram estabelecidos de acordo com Silva e Tassara (1996).
Fotos Informagdes gerais

Espécie (nome cientifico): Morus nigra
Nome popular: amora

Familia botanica: Moracease

Origem: Asia

Frutifica em; setembro a novembro
Procedéncia: UNICAMP — Campinas
Data da coleta: setembro/2000
Namero de registro: 120-023

Espécie (nome cientifico): Myrcia cauliffora

Nome popular: jabuticaba

Familia boténica: Myrtacease

Origem: Brasil

Frutifica em: janeiro a fevereiro e novembro a dezembro
Procedéncia: Residencial Moinho de Vento — Valinhos
Data da coleta: fevereiro/2000

Ndmero de registro: 120-737

Espécie (nome cientifico): Syzygium cuminii
Nomes populares: jamboldo, jamel&o, jambeiro
Familia botanica: Myrtacease

Origem: India

Frutifica em: janeiro a maio

Procedéncia: Rodovia Presidente Dutra km 161
Data da coleta: abrilf2000

Niémero de registro: 105-116

Espéacie (nome cientifico). Vifis vinifera

Nome popular; uva

Familia botanica; Vitacease

Origem: Asia, Oriente Médio

Frutifica em: outubro a fevereiro

Esta espécie foi adquirida em supermercados da regiéo de Campinas,
o0 que inviabilizou a aquisi¢io de registro.

*Com excegao da uva, adquirida cdmercialmen’ie, todas as espécies foram coletadas pela autora do
projeto e registradas no Herbario do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas, onde esi8o depositadas as exsicatas.
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5.2. Reagentes, materiais e equipamentos

5.2.1. Reagentes

Acetonitrila (Tédia), acido acético (Chemco), acido ascorbico (Vetec), acido
citrico (Vetec), acido cloridrico (Vetec), acido formico (Vetec), acido fumarico (Synth),
acido latico (Nuclear), acido malico {Synth), acido succinico {Vetec), acido sulftrico
(Ecibra), arabinose (Synth), carbonato de sédio (SIGMA), cloreto de pelargonidina
(SIGMA), etanol (Synth), fenol (Merck), frutose (Synth), galactose (Synth), glicose
{Synth), hidréxido de sodio (Nuclear), maltose (Synth), metanol (Chemco), metanol grau
HPLC (Tedia), sacarose (Fisher), sddio fosfato bibasico (Nuclear), sacarose {(Fisher),
vermelho do Congo (Vetec), xilose (Synth), hidroxido de potassio (Nuclear) e formol

(Rioguimica).

5.2.2. Solugdes tampdo

A Tabela 5 apresenta a composigdo das solugbes tampao utilizadas para o
desenvolvimento dos experimentos. Apos o preparo das solugdes os valores de pH

foram confirmados com pHmetro.

Tabela 5. Composicdo das solugbes tampao (Bates 1973).

k=)
b

Solucio tampao (Volume finat = 100 mL)
250mL de KCI 0,2 mol L™; 67,0 mLde HCI 0,2 mol L'
250mLde KCI 0,2 mol L™:6,5mL de HCI0.2 mol LT
4,1 mL de Na,HPO, 0,2 mol L™ 15,9 mL de ac. citrico 0.1 mol L
7,7 mL de Na-HPQ, 0,2 mol L™ 12,3 mL de ac. citrico 0,1 mol L
10,3 mbL de Na,HPO, 0,2 mol L™ 9.7 mL de ac. citrico 0,1 mol L
12,6 mL de Na,HPO, 0,1 mol L'": 7.4 mL de ac. citrico 0.1 mol L
16,5 mL de Na,HPO, 0,1 mol L™ 3,5 mL de ac. citrico 0,1 mot L
19,4 mL de Na;HPQ, 0,1 moi L"; 0,5 mL de ac. citrico 0.1 mol L
50,0 mL de KCIf H,B05 0.1 mof L 20,8 mL de NaOH 0,f mof L™
50,0 mL de KCI/ H3B0: 0,1 mol L™'; 43,7 mL de NaOH 0.1 mol L'
50,0 mL de Na,HPO, 0,05 mol L™: 4,1 mL de NaOH 0.1 mol L~
250mL de KCI 0,2 mol L™ 6,0 mL de NaOH 0.2 moi L
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5.2.3. Materiais e equipamentos

« Secagem dos extratos: evaporador rotativo RE 111 acoplado a um banho
termostatizado Blchi 461 Water Bath e liofilizador Labconco modelo Freeze Dry
System/Freezone 4 5.

*» Medidas potenciométricas: pHmetro Analyser e eletrodo de vidro Analion V620.

* Medidas  espectrofofométricas:  espectrofotdmetro  Biotech  Pharmacia
Ultrospech 2000 ou espectrofotdmetro Femto 6008, celas de quartzo ou de acrilico com
1,0 cm de caminho éptico.

- TitulagcGes  espectrofotométricas:  espectrofotdbmetro  Biotech  Pharmacia
Ultrospech 2000; bomba peristaltica Masterflex®; banho termostatico MGW Lauda RC e
tubos de Tygon de 0,3 mm de diametro.

* Analise termica: analisador termogravimétrico T. A. Instruments Modelo 2950
High Resolution.

* Analises cromatograficas para identificagcdo das antocianinas e de &acidos
organicos: cromatografo liquido de alta eficiéncia Waters 600E acoplado a um detector
UV-VIS Waters 484, injetor Rheodyne e um integrador Waters 746; coluna C18 da Nova
Pak® de 3,9 x 150 mm.

+ Analises cromatograficas para identificacdo de aglicares. cromatografo liquido
de alta eficiéncia GPC Low Waters 486 acoplado a um detector por indice de refracéo
Waters 410, bomba Waters 510, injetor Rheodyne e Software Millenium; coluna
AMINEX® Carboydrate HPX-87C de 7,8 x 300 mm.

* Analise por cromatografia em papel: papel cromatografico Whatman 1 Chr,
20 cm x 20 cm.

* Extragdo em Fase Sdélida: cartucho SPE C18 Varian

+ Desgaseificagdo das fases moveis utilizadas em HPLC: banho de ultra-som
Thornton.

+ Secagem dos papéis cromatograficos: secador de cabelos Philips Compact
1100 HP 4814.




D.B. L Tergi Aspectos Analiticos Parte Experimenial 37

5.3. Procedimentos experimentais

3.3.1. Analise termogravimétrica dos exiratos antocidnicos

As curvas termogravimétricas foram obtidas coma temperatura variando de 10 °C
a 900 °C, utilizando-se atmosfera inerte de gas hélio com vazdo de 90 mL min,
velocidade de aquecimento de 10 °C min' e suporte de alumina para a obtencao da
temperatura maxima sem degradagdo dos pigmentos contidos nos extratos. As
amostras foram obtidas pela maceracao e imersao das frutas em agua a 40 °C, numa
propor¢cao 1/3 (m/V) por 1 h. Para secagem dos extratos obtidos, testou-se a secagem a
temperatura ambiente num evaporador rotativo a vacuo até massa constante e também
com por liofilizacdo. O procedimento de liofilizacdo foi feito com temperatura entre
-40 °C e -47 °C e 272 x 10 mbar. Em ambos procedimentos de secagem, objetivava-se
a obtencao de extratos em po, entretanto foram obtidos extratos viscosos para todas

as frutas.

5.3.2. Otimizagdo de procedimentos de extragdo das antocianinas

Os experimentos foram realizados utilizando-se aproximadamente 5 g de frutas e
15 mL de solvente. Foram estudadas as seguintes variaveis: tipo de solvente (agua,
etanol e metanol), temperatura (ambiente e 60 °C) e proporcao massa da frutafvolume
do solvente. A eficiéncia dos procedimentos de extragdo foi avaliada em funcdo da
quantidade de antocianinas extraidas, medindo-se a intensidade da absorbancia no
comprimento de onda de absor¢do maxima (i.ma) de cada extrato na regido do visivel.
Também foi feita uma avaliagdo da qualidade do extrato calculando-se a razao entre o
valor de maxima absorbancia na regiao do visivel no im. de cada extrato e no
ultravioleta (280 nm). Utilizou-se como solvente solugao tampao com pH 1. A pProporcao
de extrato/tampéo utilizada foi de 100 ul/5 mL. Os diferentes procedimentos estudados

para extragao das antocianinas para cada espécie estao descritos a seguir.



D.B. L Terd Aspectos Analiticos Parte Experimental 38

Amora

a. Amoras inteiras foram maceradas e aquecidas numa proporcdo 1/3
amorafagua (miv) entre 50 °C e 60 °C por 30 min, seguido de filtragdo por gravidade
com papel de filtro qualitativo.

b. Amoras inteiras foram maceradas num almofariz de porcelana, seguido de
filtrag&o a vacuo com papel de filtro qualitativo.

c. Amoras inteiras foram maceradas e imersas em etanol por 24 h numa
proporgéo 1/3 fruta/etanol (m/fv), seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro
qualitativo.

d. Amoras inteiras foram maceradas e imersas em etanol por 1h numa
proporgae 1/3 frutafetanol {m/v), seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro
qualitativo.

e. Amoras inteiras foram maceradas e imersas em metanol por 24 h numa

proporgao 1/3 fruta/metanol (m/v), seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro
qualitativo.

Jabuticaba

a. As cascas foram aquecidas numa proporgdo 1/3 cascafagua (m/v) entre 50 °C
e 60 °C por 30 min, seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro qualitativo.

b. As cascas foram imersas em etanol por 24 h numa proporcéo 1/3 cascaletanol
(m/v), seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro qualitativo.

c. As cascas foram imersas em metanol por 24h numa propor¢éo

1/3 casca/metanol (m/fv), seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro
gualitativo.

Jamboldo

a. As cascas foram aquecidas numa proporgdo 1:3 cascalagua (m/v) entre 50 °C
e 60 °C por 30 min, seguido de filtracdo por gravidade com papel de filtro qualitativo.

b. Os graos inteiros foram imersos em etanol por 24 h numa proporcio
1/3 graos/etanol (m/v), seguido de filtrac&o por gravidade com papel de filtro qualitativo.

C. As cascas foram imersas em etanol por 24 h numa proporcao 1/3 cascaletanol
(mfv), seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro qualitativo.
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d. Os gréos inteiros foram macerados numa proporgéo 1/3 gréosfagua (m/v) por
30 min, seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro qualitativo.

e As cascas foram imersas em metanol por 24h numa proporgdo
1/3 casca!ﬁaetanoi (miv), seguido de filtracdo por gravidade com papel de filtro
qualitative.

Uva

a. As cascas foram aquecidas numa proporgéo 1/3 cascafagua (m/fv) entre 50 °C
e 60 °C por 30 min, seguido de filtrag&o por gravidade com papel de filtro qualitativo.

b. As cascas foram processadas em liquidificador numa proporcéo
1/5 cascalagua (m/v) por 5 min, seguido de aquecimento por 20 min e filtracdo por
gravidade com pape! de filtro qualitativo.

¢. Os gréos inteiros foram imersos em etanol por 24 h numa proporgéo
1/3 graos/etanol (mfv), seguido de filtragdo por gravidade por gravidade com papel de
filtro qualitativo.

d. As cascas foram imersas em etanol por 24 h numa proporcéo 1/3 cascaletanol
(m/\}, seguido de filtragdo por gravidade com papel de filtro qualitativo.

e. Os gréos inteiros foram macerados numa proporgao 1/3 grosfagua (miv) por
30 min, seguido de filiragdo por gravidade com papel de filtro qualitativo.

f. As cascas foram imersas em metanol por 24h numa proporcdo
1/3 cascaletanol (m/v), seguido de filtraggo por gravidade com papel de filtro qualitativo.

5.3.3. Identificacdo das antocianinas

As tecnicas utilizadas no decorrer deste estudo foram cromatografia em papel
(PC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrofotometria
ultravioletalvisivel (UV-Vis).

A PC foi realizada utilizando-se papel Whatman 1 Chr, 20 cm x 20 cm. As fases
moveis utilizadas estdo descritas na Tabela 6.

A fase movel utilizada na HPLC foi uma mistura de agua, acetonitrila e acido
formico (81:10:9 v/v/v) preparada com solventes de grau espectroscopico e agua

deionizada. A fase estaciondria utilizada foi uma coluna C18. Os extratos foram



D.B. L Terg Aspectos Analiticos Parte Experimental 40

previamente filtrados com um filtro de porosidade menor que 0,5 um e diluidos 50 vezes

antes de serem injetados no cromatografo.

Tabela 6. Sistemas de soiventes para cromatografia de antocianinas (Harborne 1958).
I

‘Eluente | Composicac Proporgido (viv)
BAW butanol:acido acético:agua 415
BUuMCI butanol:acido cloridrico 12 mot L 11
HCl1 % agua:acido cloridrico 12 mof L 97:3
. HCI-HAc | agua:acido acético galcial: acido cloridrico 12 mol L 82:15:3

Para a andlise espectrofotometrica das espécies coloridas, as solugdes foram
preparadas pela dissolugdo dos extratos secos com solucao tampao de pH 1 numa
concentragéo final entre 20 g L' a 3,0 g L. Os espectros foram obtidos utilizando-se

celas de quartzo com 1,0 cm de caminho 6ptico.

5.3.4. Quantificagdo das antocianinas totais

Para este estudo foram utilizados extratos previamente preparados pela
maceracdo e imersao das cascas efou frutas em HCl 1% em metanol por 24 h numa

proporgao 1/3 fruta/agua (m/V), seguindo-se filtragdo com papel de filtro quantitativo.

Método de Pelri e colaboradores (1997)

Foi preparada uma solugido padrdo, dissolvendo-se 2.11 mg de cloreto de
pelargonidina em um balao volumétrico de 10,0 mL com HCI 0.1 mol L' em metanol.
Para a construcéo da curva analitica foram adicionados 65 ulL, 125 uL, 150 ul, 200 ul,
250 pl e 300 uL da solugdo estoque em balbes volumétrico de 5,00 mL, completando-
se o volume com HC1 0,1 mol L' em metanol.

Para a determinagao quantitativa das antocianinas em baldes volumétricos de
25,0 mL, foram dissolvidos de 20 mg a 50 mg de extrato seco com HCI 0,1 mol L' em
metanol. Em seguida a absorbancia foi medida no .y do cloreto de perlagonidina, 522

nm.
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Mefodo de Sondheimer e Kertsz (1948)

Em um baldo volumétrico de 100,0 mL, preparou-se uma solugdo estoque pela
dissoiugio de 1,99 mg do indicador vermelho do Congo com uma solucdo de carbonato
de sédio 5,0x10™° mol L. Para a construcdo da curva analitica foram adicionados
1.0mL, 1.5 mL. 20mL, 2,5mlL e 3,0 mL da solugéo estoque em balées volumétricos
de 25,00 mL completando-se o volume com carbonato de sodio 5,0x10° mol L7,

Para a utilizagado do indicador vermelho do congo como padrio, foi necessario
determinar o fator de correcéo da absorbancia. Para isso, foram adicionados 269 ul da
solucdo estoque de cloreto de pelargonidina em 2 baldes volumeétricos de 5,00 mL,
completando-se o volume com solugdo tampao de pH 2,00 e 3,40, respectivamente.
Isto equivale a uma solucao 1% (m/V). Pela curva analitica construida, foi obtido o fator
de correcao.

Para a determinacdo quantitativa das antocianinas, em baldes volumétricos de
10,0 ml foram dissolvidos de 120 mg a 130 mg de extrato seco (roto-evaporagdo do
solvente) com agua deionizada. Em balGes volumétricos de 5,00 mlL foram adicionados
400 ul da solugdo estoque dos extratos, completando-se o volume com solucdes
tampao de pH 2,00 ou pH 3,40. Em seguida a absorbancia foi medida no ims, de cada

extrato.

Meétodo de Fuleki e Francis (1968a e 1968b)

Em balbes volumetricos de 5,0 mL foram dissolvidos de 50,0 mg a 70,0 mg de
extrato seco com agua deionizada. Na seqléncia, 350 pl da solucdo estoque dos
extratos foram adicionados, completando-se o volume com solucdes tampao de pH

1,00 ou pH 4,50. Em seguida a absorbancia foi medida no imax de cada extrato.

5.3.5. Purificacdo dos extratos antocianicos brutos

A purificagao dos extratos antocidnicos foi feita utilizando-se cartuchos SPE-C18
da Varian de 1000 mg. O cartucho foi condicionado com a percolacao de 10 mL de

metanol seguidos por 10 mL de agua deionizada. Em seguida, as amostras foram
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percoladas pelo cartucho. De acordo com o fabricante, a capacidade de retencéo do
sorvente contido no cartucho € aproximadamente 1% da massa deste material (Varian
2001). Para garantir a adsorcdo das antocianinas totais presentes nos extratos das
frutas, a quantidade de amostra percolada pelo cartucho foi calculada considerando-se
0,1% da massa total do sorvente. Para a obtencéo do volume a ser percolado pelo
cartucho as concentragbes dos extratos foram determinadas pelo métedo
espectrofotométrico utilizando cloreto de pelargonidina como padrdo. A Tabela 7
apresenta as concentracbes das amostras utilizadas neste teste, bem como o volume

de cada extrato percolado pelo cartucho.

Tabela 7. Dados das amostras utilizadas no experimento de purificagao dos extratos brutos.

Extratc Aquoso | Concentragio/mglL” | Volume/mL | Massa de antocianina / mg
amora 372 =1 3,00 1,12
jabuticaba 218+ 2 5,00 1,09
jamboldo 505+5 2,00 1,01
uva 178 £ 3 6,00 1,07

A lavagem ou “clean - up” do cartucho foi feita com 10 mL de HCI 0.01% e a
eluicdo das antocianinas foi feita com 3,0 mL de HCI 0,01% em metanol. As fragdes
obtidas foram analisadas por CP, HPLC, UV-Vis e testes quimicos visuais, descritos a

seguir:

Especirofotometria UV-Vis: para a caracterizagao espectrofotométrica das

fracdes, foram obtidos espectros na regido do ultravioletalvisivel utilizando-se solugéo
de HCI 0,01 % (v/v) em agua deionizada como branco. Quando necessario, as fragbes

foram diluidas utilizando-se este mesmo solvente.

PC para deteccdo de acidos organicos: a fase movel utilizada foi uma solugéo

1,0 g L' de azul de bromofenol em n-butanol com acido acético 50% (v/iv) numa
proporcéo 2/1 (ITAL 1990). Apdés a aplicacdo das amostras, o papel foi introduzido
numa cuba cromatografica onde a fase moével foi eluida no sentido ascendente por
cerca de 1 h. Posteriormente, o papel foi seco, utilizando-se um secador de cabelo. A

presenca de acidos organicos foi detectada pelo aparecimento de manchas amarelas.
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Teste colorimeétrico para a determinacdo de acticares: foi obtida uma escala

colorimetrica utilizando-se como padréo uma solugdo estoque de misturas de aclcares
comumente encontrados em frutas. As solugbes estoque foram preparadas pela
dissolugao individual dos aglcares em agua deionizada: frutose (5,06 g L), glicose
(6,07 g L"), arabinose (5,00 g L), galactose (5,00 g L), xilose (5,14 g L") e sacarose
(5,04 g L'Y). Pela mistura destas solugbes foi preparada uma solucédo estoque final
(concentracdo total de aglcares 5,0 g L) contendo todos os acucares, na mesma
concentragdo. Para a construcdo da escala colorimétrica, em tubos de ensaios
marcados e aferidos, foram adicionados 300 plL de fenol 5% em agua deionizada,
quantidades variadas da solugao estoque final (entre 5 e 60 ul), completando-se o
volume com solugac de H.S0, concentrado. Esta solugao foi mantida em banho-maria
a 37 °C por 30 min. As cores resultantes nos tubos de ensaio foram observadas e
comparadas com um branco, solucdo sem aglcar. A fim de simplificar e diminuir o
tempo de analise, a observacéo das cores resultantes também foi feita logo apés a
mistura dos reagentes e & temperatura ambiente. Para a determinagao de acUcares nas
fragbes, o mesmo procedimento para a construcao da curva colorimétrica foi seguido,
substituindo-se a adi¢ac da solugdo estoque por 100 ul de cada uma das fracbes

individuais.

HPLC: foi utilizada para a confirmagdo dos resultados obtidos por PC e
colarimetria, visando a determinacdo de acidos organicos e aclcares, respectivamente.

Determinagdo de agucares: a fase movel utilizada foi agua deionizada filtrada
com membrana de porosidade 0,45 ym (GelmanSciences - Bulk GHP) e desgaseificada
com banho de ultra-som seguido de fluxo de He. A vazio da fase movel foi de
0.6 mL min". A temperatura da coluna foi fixada em 85,0 + 0,1 °C e a do detector em
50,0 £ 0,1 °C. O volume de injeca@o foi de 50 ul. As solugdes padrao dos aglcares
foram preparadas pela diluicdo (1:10) das solugbes estoques, utilizadas na
determinacaoc colorimétrica.

Determinagdo de acidos organicos: previamente foram estudadas a composicao
e a vazdo da fase movel e o tipo de eluicdo (gradiente ou isocratica). O estudo da
variagao destes parametros foi realizado visandoe a adaptagéo de métodos j& descritos

na literatura (Shui e Leong 2002, Chen et al 2001) as condigbes laboratoriais
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disponiveis no IQ/UNICAMP. A Tabela 8 apresenta as variagbes dos parametros
testados. As fases moveis testadas foram filtradas com membrana de porosidade
menor que 0,5 um e desgaseificadas com banho de ultra-som. A temperatura da coluna

foi fixada em 40,0 £ 0,1 °C. O volume de injecao foi de 20 ul..

Tabela 8. Variagdes dos parametros estudados.

. o Vazdo da FM . =
Procedimento Composiciao da FM ImL min"! Tipo de eluigao

Metanol:solugdo de H,S0O, pH -

1 2.5 (60:40) 0,8 Isocratica
Metanol:soluggo de H,SO, pH -

2 2.5 (10:90) 0.8 Isocratica

3 Solucdo de H,S0, pH 2.5 1.0 Isocratica
Solugdo de H,80, pH 2,5 Gradiente: até 6 min. solucao de

4 Metanol:Solugao de H,S0, pH 1.0 H,50, pH 2,5 apéds metanol solucao ‘
2,5 {10:90; de H:S0, pH 2.5 (10:90)

Para a realizagdo dos experimentos descritos na Tabela 8, solucdes estoque
padrao de &cido ascorbico 502 mg L', acido citrico 556 mg L™, acido tartarico 508 mg
L™, acido fumarico 538 mg L™, acido malico 518 mg L' e acido succinico 512 mg L™
foram preparadas pela dissoluggo dos acidos organicos em solucao de H,SO, pH 2.,5.
Para a verificacio dos tempos de retencéo de cada 4cido, as solugdes estoque foram
diluidas 10 vezes, com excegao das solucées de acido ascorbico e fumarico, que foram
diluidas 25 vezes. Para a otimizacdo do método cromatografico, misturas destas
solughes estoque diluidas foram injetadas.

As fragtes foram injetadas na melhor condicdo de analise obtida, obtida com a

utilizag@o do procedimento 4, descrito na Tabela 8.

5.3.6. Avaliagdo de alguns pardmetros da extracdo em fase sélida

Estudo da recuperacao das antocianinas

Extratos brutos aquosos de amora, jabuticaba, jambolao e uva foram percolados
pelo cartucho seguinde o procedimento descrito no item 5.3.5 A quantificacdo das
antocianinas foi realizada prévia e posteriormente a percolacado dos extratos brutos

aquosos pelo cartucho.
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Avaliacdo da capacidade do cartucho

Foram percolados pelos cartuchos volumes variados de cada um dos extratos
porque a concentracao dos extratos de cada fruta é varidvel e a avaliagdo da
capacidade do cartucho é feita com variagdes na massa de antocianinas, que depende
da concentragao dos extratos. O calculo dos diferentes volumes percotados foi feito em
fungao da concentragéo dos extratos, considerando-se a massa de antocianina igual ou
menor que 1% da massa do material sorvente. A quantificacdo das antocianinas foi feita
nas fragbes referentes a percolagac do extrato bruto pelo cartucho e a eluigdo das

antocianinas retidas.

5.3.7. Estudo de estabilidade dos extratos antocianicos brutos

Foi feito um estudo incluindo os principais parametros que afetam a estabilidade
das antocianinas (pH, temperatura e tempo de estocagem), bem como o efeito da

interacao destes parametros.

Extratos brutos aquosos

Para a avaliagao da estabilidade dos extratos brutos aquosos foram realizados
27 ensaios, em triplicata, seguindo o planejamento experimental 3° apresentado na
Tabela 9 (Barros Neto et al,, 1996). Em cada ensaio, foram registrados os valores da
absorbancia, medida no ima. de cada extrato bruto. Os valores de temperatura foram
escolhidos em fungdo dos locais usuais de armazenamento de reagentes, em
laboratorios quimicos: armario (T= 25 °C), geladeira (T= 5 °C) e freezer (T= -10 °C),
enquanto os valores de pH e tempo de estocagem foram escolhidos em funcao de
trabalhos ja descritos na literatura (Cabrita ef al. 2000, Fossen et al. 1998).

Os extratos aquosos s&o os mais susceptiveis a decomposicac por acao
microbiologica e por isso apresentavam baixa durabilidade. Visando aumentar o tempo
de vida util destes extratos aquosos, foram adicionados formaldeido (formol) ou acido
citrico, que sao substancias tidas como conservantes. O efeito da adicdo destes

conservantes na estabilidade dos extratos foi acompanhado mediante a avaliacéo dos
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espectros eletronicos dos extratos em 3 periodos diferentes, t = 0 dia (ap6s uma hora

do preparo), t = 30 dias e t = 60 dias.

Tabela 8. Piangjamento experimental para o estudo da estabilidade das antocianinas em meio
aquoso. Os sinais algebricos identificam o nivel de cada fator como inferior (-), intermediaric (0) e
superior {+).

)0 O

pH 1 3 5

Fatores Temperatura / °C) | -10 5 25

tempo / dias 0 30 80

Ensaio pH | Temperatura | Tempo de estocagem
1 + +

2 0 + +
3 - + +
4 + 0 +
5 0 0 +
6 - 0 +
7 + - +
8 g - +
g - - +
10 + + 0
11 0 + 0
12 - + 0
13 + 0 0
14 0 0 g
15 - 0 0
16 + - Q
17 0 - 0
18 - - 0
19 + + -
20 0 * -
21 - + -
22 + 0 -
23 0 0 -
24 - 0 -
25 + - -
26 0 - -
27 - - -
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Extratos brutos alcodlicos

Nos estudos de avaliagdo da estabilidade dos extratos brutos aquosos, foi
observado que o pardmetro de maior influéncia é o pH. Extratos com pH 1 sdo estaveis
e com o aumento do pH a estabilidade diminui significativamente. Sabendo-se que é
necessario um meio com baixo valor de pH para aumentar a estabilidade dos extratos,
todos os estudos com os extratos alcodlicos ja foram realizados em condicdes acidas.
Assim, foi feito um estudo incluindo apenas variacdo dos seguintes parametros;
temperatura e tempo de estocagem, bem como o efeito da interacao entre eles. Foi
estabelecido um planejamento experimental 3%, com 3 niveis para cada parametro,

descrito na Tabela 10.

Tabela 10. Planejamento experimental para o estudo da estabilidade das antocianinas em meio
alcoolico. Os sinais algébricos identificam o nivel de cada fator como  inferior {-), intermediaric {0) e
superior (+).

-} 140} {+

Fatores | Temperatura / °C 101 5 |25

Tempo / dias ¢ |30 60

Ensaio Temperatura | Tempo de estocagem

1 - C
2 - 0
3 - +
4 0 -
5 0 0
6 0 +
7 + -
8 + 0
a + +

5.3.8. Reacgdes envolvendo as antocianinas

Reacdes acido-base (Avaliacdo da propriedade acido-base das antocianinas)

Indicador de pH: para a caracterizagao visual e avaliagao da adequacéo do uso
dos extratos das frutas como indicador, foram adicionados em tubos de ensaios 5 mL

de solugado tampdo com pH variando de 1 a 14 e 5 gotas dos extratos obtidos. A
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observacdo da coloracéo foi feita 30 segundos apds a adicdo do extrato. Estas
solugbes também foram caracterizadas espectrofotometricamente.

Papel indicador acido-base: na etapa de filtragdo do procedimento de extracéo
das antocianinas, foi observado que parte dos extratos ficava impregnada no papel de
filtro. Estes papéis de filtro foram secos a temperatura ambiente, apresentando uma
coloracdo final violeta intensa. Depois da secagem, foram recortados em tiras de
aproximadamente 0,3 cm x 4,0 cm. Estas tiras foram imersas em solugbes tamp&o com
pH variando de 1 a 14, observando-se a cor resultante dos papéis. Foi construida uma
escala de pH em funcéo da cor do papel indicador. Foi preparado também um papel
indicador com menores quantidades de antocianinas. Neste caso, recortou-se ¢ papel
de fitrc em tiras de aproximadamente 0,3 cmx 4,0 cm, as quais foram imersas
rapidamente nos extratos. Apds secagem a temperatura ambiente, estas tiras de papel
de filtro apresentaram uma coloragao violeta de menor intensidade que as tiras obtidas
diretamente do papel utilizado na filtragdo dos extratos. Estas tiras foram utilizadas para
a construcdo de uma escala de pH em funcéo da cor do papel indicador.

Papel indicador universal de pH: foi preparado recortando-se o papel de filtro em
quadrados de aproximadamente 0,5 cm x 0,5 cm, 0s quais foram imersos rapidamente
nos extratos e secos a temperatura ambiente. Posteriormente, os quadrados de papel
de filtro impregnado foram fixados sobre uma fita dupla face (0.5 cm x 4,0 cm),
conforme ilustrado na Figura 7.

Adesivo dupla face
suportado ermn um
redamic” >

Fapel de fitro
qQualitativo
impregnado com
os exiratos

Figura 7.-Esquema do papel! indicador de pH universal desenvolvido.
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O papel indicador de pH universal alternativo foi imerso em solugdes tampao
com pH variando de 1 a 14 e observou-se a cor resultante do papel. Foi construida uma
escala de pH em funcao da cor do papel indicador

Para a avaliagao do uso destes papéis de filtro impregnados com antocianinas.
foram preparadas diversas solugbes acidas e basicas e mediu-se o pH utilizando-se os
papéis de filtro impregnados com os extratos. Para efeitos de comparacéo, foram
realizadas medidas das mesmas solugdes utilizando-se papel indicador de pH universal
da Merck®, papel indicador de pH universal da Reagen® e medidas com o pHmetro. Foi
avaliada também a aplicagdo destes papéis indicadores de pH alternativo na
determinacao do pH de produios de uso doméstico.

Este estudo gerou um processo de pedido de patente que estd sendo
encaminhado pela Agéncia de Inovacao da UNICAMP (INOVA). O relatorio de pedido
de patente foi protocolizado no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual e recebeu o
namero: 8.201.475-2 (Patente Requerida).

Uso dos extratos como indicadores em volumetria de neutralizagdo: as titulagdes
visuais acido-base foram realizadas utilizando-se soluges padronizadas 0,1 mol L de
HCI, CH3COOH, HiPO,4, NaOH, e NHi;. Como indicadores, utilizaram-se os extratos
aquosos e alcodlicos das frutas, a fim de avaliar sua adequacao para a deteccio do
ponto final das titulagées. Para efeito de comparacio, paralelamente, foram realizadas
titulagbes das mesmas solugdes, utilizando-se indicadores sintéticos adequados
(fenclftaleina, azul de bromotimol, azul de bromocresol € vermelho de metila) e titulacao
potenciometrica. Foram realizadas também titulagbes espectrofotométricas para a
caracterizacao das espécies envolvidas no meio reacional. Todas as titulagdes foram

realizadas utilizando-se bureta de 50,0 mL e aliquotas de 25,0 mL de titulado.

Estudo das reagbes de equilibrio quimico das antocianinas em solugbes
aquosas: foi realizado um estudo para verificar a reversibilidade das reacées quimicas
das antocianinas presentes nos extratos variando-se o pH da solugéo de 1 a 14. Foi
preparada uma solugao adicionando-se acido cloridrico 12,0 mol L™ a 4gua deionizada
ate pH 1. Foram adicionados 20 mL desta solucdo e 2 mg do extrato seco em um

béquer, elevando-se o pH da solugdo até 14, acrescentando-se solugdes de NaOH e
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KOH, com um conta-gotas. Ao obter pH 14, acrescentou-se HC| para baixar o pH da
solugdo novamente para 1. O procedimento de abaixar e elevar o pH de uma mesma
solugdo contendo o extrato. foi repetido 10 vezes. A variagio de pH foi acompanhada
utilizando-se eletrodo de vidro e de referéncia Ag/AgCl combinados.

Para a determinacéo do pK, aparente dos extratos, foram preparadas solucdes
diluidas dos extratos em meio acido (pH 1) ajustado com HCI 12,0 mol L. de modo a
obter um volume final de 100 mL de uma solugcao com valor de absorbancia igual a 1
No ~max de cada extrato. Para tanto, foram utilizados cerca de 0,2 g de extrato seco.
Com uma bureta, volumes discretos de solugdes de NaOH de concentracdo entre 0.1
mol L e 5,0 mol L' eram adicionados as solugdes diluidas dos extratos de modo a
obter uma variagdo de 0,2 unidade de pH.

O sistema ilustrado na Figura 8 era constituido de banho termostatizado, vaso
de reacdo, agitador magnético, bureta de 50,0 mL, pHmetro, bomba peristaltica e
espectrofotdmetro. A bomba peristaltica bombeava a solucac dos extratos diluidos até o
espectrofotOmetro para o acompanhamento da variagao da absorbancia em fungao da
adigdo do NaOH. O banho termostatizado foi usado para manter a temperatura do vaso
de reagdo em 250 + 0,1°C. Apds cada adicao da solugdo de NaOH, o pH e a

absorbancia eram medidos.

. bureta manual

. pHmetro

. banho termostatizado

. agitador magnético

. vaso de reag¢do encamisado
. bomba peristaltica

. espectrofotémetro

. computador

@~ ;M A WA

Figura 8 Esquema do sistema utilizado para a determinagdo do pK, aparente dos extratos das

frutas.
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Reacbes de Oxido-reducido (Determinacdo de cloro livre)

Caracterizagdo visual e espectrofofométrica da reagdo de cloro livre com os
extratos alcoolico e aquoso de jamboldo: para a caracterizagao visual foi preparada
uma solugéo de hipoclorito de sodio 0,05% a partir da diluicdo de uma solucao padrao
5% (55 g L'). Foram adicionados 500 pl do extrato alcodlico ou aquoso de jambolao e
1 mL de uma solugao de hipoclorito de sédio 0,55 g L' em tubos de ensaios. O pH foi
medido e a cor resultante da solucdo foi observada. Para a caracterizacao
espectrofotométrica, em um baldo volumétrico de 9,00 mL, foram adicionados 500 ul
do extrato alcodlico ou aquoso de jamboldo, 1,0 mL de uma solugéo de hipoclorito de
sodio 0,55 g L, completando-se o volume com agua deionizada.

Os extratos aquosos e alcodlicos de jamboldo apresentaram comportamentos
semelhantes. Sendo assim, devido a maior durabilidade do extrato alcodlico em
comparacao com o extrato aquoso, nos testes descritos a seguir, passou a ser utilizado

somente o extrato alcodlico de jamboido.

Obtengdo da escala colorimétrica para a determinagdo de cloro livre: em tubos
de ensaio aferidos e marcados, foram adicionados 500 uk. do extrato alcodlico de
jambolao, volumes variados entre 200 ul e 500 pl de solugdo padrao de hipociorito de
sodio 0,55 g L completando-se o volume com solucao tampdo (pH 1) até 5 mL.
Observou-se a variacao da coloragio resultante em fung@o da concentragéo de cloro

livre.

Obtencdo da curva analitica para a determinagdo de cloro livre: em baldes
volumetricos de 10,0 mL foram adicionados 500 ul do extrato alcodlico de jambolao, e
volumes variados de NaClO 0,55 g L', completando-se o volume com solucao tampao
(pH 1). As medidas espectrofotométricas foram feitas no Amax dO extrato alcoolico de

jambolao na regio do visivel (lmax = 518 nm).

Determinagédo de cloro livre em amostras de agua sanitaria: foram utilizadas duas

amostras comerciais de agua sanitaria, denominadas A e B, e um tablete efervescente
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de dicloroisocianurato de sédio (produto comercial para higienizacao de verduras),
denominado de amostra C. A composicao destas amostras, de acordo com dados

fornecidos pelos fabricantes, esta descrita na Tabela 11.

Tabela 11. Composicao das amostras analisadas.

Amostra A Amostra B Amaostra C
hipaclorito de sadio Hipoclorita de sadio dicloroisocianurato de sodio
hidréxido de sadio hidroxido de sadio -

cloreto de sdédio cloreto de sédio -
agua agua -
teor de cloro livre: 2.0 - 2.5 % teor de cloro livre: 2.0 - 2.4 % teor de cloro livre 300 mg

pH aproximadamente 12

Para a determinag&o de cloro livre nas amostras A e B, retirou-se uma aliquota
de 25,00 mL das amostras transferindo-a para um baldo volumeétrico de 1000.0 mL e
completando o volume com agua deionizada. Em um baldo volumétrico de 10,00 mL,
foram adicionados 500 ul de extrato de jamboldo, 700 ul da solucdo da amostra
diluida, completando-se o volume com solugéo tampao pH 1.

Para a determinacéo de cloro livre na amostra C, dissolveu-se um tablete de
498 mg de dicloroisocianurato de sédio com agua deionizada em um baldo volumétrico
de 500.0 mL. Em um baldo volumétrico de 10,00 mL, foram adicionados 500 ul de
extrato de jamboldo, 1000 ul da solugdo da amostra dissolvida, completando-se o
volume com solucao tampéo pH 1.

Na determinagao visual, as amostras utilizadas foram as mesmas testadas na
determinacao espectrofotométrica. Para a determinacéao de cloro livre nas amostras A e
B, 500 uL de extrato de jamboldo e 900 ul da amostra foram adicionados em tudo de
ensaio marcado e aferido em 5,00 mL, completando-se o volume com solucdo tampao
pH 1.

Para a determinagao de cloro livre na amostra na C, foram adicionados 500 pl
de extrato de jambolao, 600 pL da amostra e foram adicionados em tudo de ensaio
marcado e aferido em 5,00 mL, completando-se o volume com solugdo tampao pH 1.
A coloragéo resultante foi comparada com a escala colorimétrica apés 1 min.

Todas as determinagdes de cloro livre nas amostras A, B e C foram realizadas

em S replicatas. Os resultados obtidos foram comparados com o método padrao de
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determinacdo de cloro livie em amostras de agua sanitaria (ASTM D2022 — titulacao
iodometrica).

A determinagdo de cioro livre pelo método espectrofotométrico foi feita
simultaneamente com extratos de jambolao bruto e purificado. Para a avaliacao do
metodo espectrofotométrico proposto, foram estudados alguns parametros de validacao
(ICH 1996).
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSAO
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6.1. Analise termogravimétrica dos extratos antocianicos

Visando a determinacio da temperatura do inicio da decomposicido das
antocianinas, para evitar a degradagéo destes pigmentos no procedimento de extracéo
aquosa, foram obtidas as curvas termogravimétricas - Figura 9 - para os extratos secos
de amora, jabuticaba, jambolao e uva.

109 o - —
T i
N | SEMT
i H
i H
B [ .
§
Eil 5
s £
I K
= 2
8 K] =
& M3 e w S
- 1A k= &
2 z + %
g z H
£ a i
&= o
20+
i
F I S
& 200 400 609 800 == : sl i &ag 36
Tetnperature °C) Temperatury "0’
60 : - - i
f 5,56 e gt
ﬂfm:(ﬁ T
O
G Tza
ARy
%,
g 204 N ]
8 vy iTeesC =
2 Gl &
. = + 15800 =
3 - (4, mam =
= = =z | (4.285mg; =
S E = 3 ]
H -ne 2 g Dk emzee £
H 5 g H
3 g Z ;P e &
a3 - Py . "-\\ 2.
: P . RIS
: ,
347 b8 N .,
S SHITC - 4 : et
e, 5652800 ! i . P11 2t .
- = . P00 s T g aeengy
. —n3 oo pagen e
: b ’ 12 268mys
2 . 204 A e
e - T . R B . = \ TIRETT
ST “i\\,@,__\ - S RN e
” B4y - LT e TR )
g Gme s o L
4 200 <20 = E) piecd £ s 1504
Yemperatura ("0} Teamperatsrs {°C!

Figura 9. Curvas termogravimétricas dos extratos de (a) amora, (b} jabuticaba, (¢) jambolao e (d) uva.

De modo geral, os extratos apresentam perda de massa a partir de
aproximadamente 60 °C, portanto sdo termicamente estaveis até esta temperatura.
Estas perdas s&o continuas até aproximadamente 740 °C, o que € caracteristico de

compostos organicos. Os resultados obtidos indicaram que a extragéo das antocianinas
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utilizando agua e aquecimento pode ser realizada com seguranca, isto é sem a
degradacéo destes pigmentos até 60 °C (Soares 2001).

6.2. Otimizac&o de procedimentos de extragcdo das antocianinas

Este estudo visou a adaptacao dos procedimentos descritos na literatura
(Harborne 1958, Forster 1978, Lee e Hong 1992, Barry 1997) para a extragdo de
antocianinas a partir de vegetais, considerando-se aspectos como: simplicidade, tempo
de extrag&o, toxicidade do solvente extrator e custos.

Os espectros no UV-Vis indicam que as antocianinas podem ser detectadas
seletivamente na regiao do visivel (465-550 nm). Ja na regido do ultravioleta, as
absorbéncias dependem também de outros compostos, tais como acidos fendlicos e
taninos, dentre outros (Giusti e Wrolstad 2002, Fuleki e Francis 1968a). Assim, a
eficiéncia dos procedimentos de extracao foi avaliada espectrofotometricamente, em
fungdo da quantidade de antocianinas extraidas e da qualidade do extrato.

A qualidade ou pureza do extrato pode ser avaliada em funcao da razdo entre o
valor de maxima absorbancia na regido do visivel (An,) e ultravioleta (280 nm).
Segundo Petri e colaboradores (1997), podem ser considerados extratos de boa
qualidade aqueles que possuem pequenas quantidades de outros polifendis, cuja razéo
AmviAogonm € maior que 1,0.

Os espectros obtidos para os diferentes procedimentos de extracdo das
antocianinas € os resultados da avaliagao da qualidade dos extratos de amora estio
apresentados na Figura 10.

O procedimento b é mais trabalhoso que os procedimentos a, ¢, d e e devido a
obtengdo de um material pastoso que requer vacuo para ser filtrado; além disso. seu
rendimento & muito baixo, pois sdo necessarios cerca de 5 g de amora para a obtencao
de 1 mL de extrato com baixa qualidade. O procedimento d apresenta um tempo de
extragdo menor que ¢. Apesar da boa qualidade desse extrato, a quantidade de
antocianinas extraidas € pequena, o que & evidenciado pela baixa absor¢do na regiao
do visivel. Os procedimentos de extracdo a, ¢ e € apresentaram a melhor eficiéncia de
extragdo, com boa qualidade de extratos, sendo que os procedimentos a e ¢

apresentaram intensidade de absorcdo semelhante. A eficiéncia da extracdo do
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procedimento e foi maior, o que foi verificado tanto pela avaliagdo da intensidade de
absorbancia quanto pela qualidade do extrato. Contudo, devido a toxidade do metanol,
este procedimento fol mantidc apenas para os estudos nos quais os aspectos
quantitativos s&o relevantes. Para ¢s demais experimentos passaram a ser utilizados os
extratos obtidos pelo procedimentc g (denominado extratc aquosc de amora) e ¢

(denominado extrato alcodlico de amora).

3,54
3.5; Procedimento An A/
25. ﬂ 5 de extragdo " i :
2o ‘\‘ T a 1,503 | 1415 0,941
1t b 0,832 | 0588 0,707
c 1.821 1,412 0,775
d 0412 | 0,403 0.978
e 1,281 1.824 1,424

F
700 800

Comprimenio de onda (om)

Figura 10. Espectros dos extratos de amora obtidos pelos diferentes procedimentos de extragio.
(a) Maceraco e aquecimento numa proporcéo 1/3 amorafagua (n/V) entre 50 e 60 °C por 30 min.
(b) Maceracdo. (c¢) Maceracho e imerso em etanol por 24 h numa proporgdo 1/3 frutafagua (m/V)
(d) Maceracdo e imersdo em etanol por 1 h numa proporcdo 1/3 fruta/dgua (mvV). () Maceragio e
imersdc em HCI 1% em metanol por 24 h numa proporco 1/3 fruta/agua (m/V). A tabela ao lado dos
espectros apresenta os valores de absorbdncia obtidos em 280 nm e Ay cada extrato, bem como a
razéo entre eles.

Nos estudos com jabuticaba, os extratos @ e b, apresentaram intensidade de
absorcdo semelhantes, enquanto que o extrato ¢ apresentou uma intensidade
significativamente maior - Figura 11.

Pela avaliagéo da qualidade dos extratos de jabuticaba, os resultados indicados
na Figura 11 mostraram a presenga de grandes quantidades de outros compostos
polifendlicos em todos os extratos, uma vez que a razdo AmlAzsonm foi menor que 0,5.
Assim, independente do procedimento de extracdo, a quantidade de outros polifendis
extraidos juntamente com as antocianinas é relativamente alta, o que justificou o estudo
posterior para purificacio destes extratos. Os extratos que continuaram a ser utilizados
foram aqueles obtidos pelos procedimentos a e p, sendo denominados de extrato
aquoso de jabuticaba e extrato alcodlico de jabuticaba, respectivamente. Para fins

quantitativos sera utilizado o exirato ¢.
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4.5 i
4,0;4 _
35- a
—b Procedimento
-6 . Aggonm) | Amw | Acv/Agsoom
de extragiao
a 2,170 | 0,508 0,234
o] 1,523 | 0,612 0,402
[ 3628 | 1,275 0,351
m'sén'ién'séo'aén'irée‘m

Comprirnento de onda (nm)

Figura 11. Espectros dos extratos de jabuticaba obtidos pelos diferentes procedimentos de
extragdo. (a) Aquecimento numa proporciio 1/3 casca/agua (m/V) entre 50 e 60 °C por 30 min.
{b) Imersdo em etanol por 24 h numa proporgéo 1/3 cascafdgua. (c) Imersdo em HCI 1% em metanol por
24 h numa proporgéo 1/3 cascal/dgua (m/V). A tabela ao lado dos espectros apresenta os valores de

absorbéncia obtidos em 280 nm e A, cada extrato nm, bem como a razao entre eles.

Nos estudos com jambol&o, todos os extratos apresentaram boa qualidade de
acordo com os resultados apresentados na Figura 12. Entretanto, os que apresentaram
melhores desempenhos, considerando-se a intensidade da absorgdo da regifio do
visivel foram os extratos g, ce e .

30

25 ;i Procedimento A A | A

M /|

R de extragdo 280nm) 260nem)
a 0723 0,664 0,918
b 0,268 0,467 1633
c 1,331 1,807 1,207
d 0,208 0,259 1,245
a 1,515 2,679 1,768

260 300 400 BOO 608 700 805
Comprimento de onda (nm)

Figura 12. Espectros dos extratos de jamboldo obtidos pelos diferentes procedimentos de
extracdo. (a) Aquecimento numa proporcdo 1/3 casca/dgua (m/V) enire 50 e 60 °C por 30 min.
(b) Maceracéo e imersdo dos gr&os em etanol por 24 h numa proporgio 1/3 gros/agua. {c) Imers3o das
cascas em etanol por 24 h numa proporgéo 1/3 casca/agua. (d) Maceragdo e imersdo dos grios em
etanol por 24 h numa propor¢do 1/3 graos/adgua. (e) Imersdo em HCI 1% em metanol por 24 h numa
proporcao 1/3 casca/agua (m/V). A fabela ac lado dos espectros apresenta os valores de absorbéncia
obtidos em 280 nm e iy Cada exdrato nm, bem como a razio entre eles.
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Os extratos obtidos a partir dos graos de jamboldo macerados, b e d, resultaram
em extratos de baixa concentracdo de antocianinas. Esse fato pode ser justificado
devido & maior parte dos pigmentos de antocianinas no jambol&o ser encontrada na
casca da fruta, embora a polpa também seja pigmentada. Além disso, a formacéo de
uma pasta apds a maceracéo, resulta em perda do material e dificuidade no processo
de filtrag8o. Para os procedimentos posteriores, passaram a ser utilizados os extratos a
e ¢, denominados de extrato aquosc de jamboldo e extrato alcodlico de jamboiéo,
respectivamente. Para fins quantitativos passou a ser utilizado ¢ extrato g.

Para os estudos com uva, 0s extratos b, ¢ e e obtidos a partir do processamento
da casca em liquidificador, dos grdos imersos em etanol e dos grdos macerados,
respectivamente, apresentaram baixa qualidade, conforme resultados apresentados na
Figura 13, além da baixa concentracdo de antocianinas, evidenciada pela baixa

absorcéo na regido do visivel,

45— ;4—\%
] | Procedimento A | AL
. de extragdo Aczstnm v Aczooomy
a 1,076 | 0,800 0,743
g b 0,025 | 0,011 1,740
2 c 0,702 | 0,263 0,375
3 d 1,887 | 0,855 0,453
e 0,077 | 0014 0,182
f 2,830 | 1,282 0,453

T v
Ton 800

Comprimento de onda (hm)

Figura 13. Especiros dos extratos de uva obtidos pelos diferentes procedimentos de exiracio.
{a) Aquecimento numa proporcio 1/3 cascafagua (m/V) entre 50 e 60 °C por 30 min. (b) Processamento
das cascas em liquidificador numa proporc3o 1/5 cascasfdgua, seguida de aquecimento por 20 min.
{c) Imers&o dos grios em etanol por 24 h numa proporcio 1/3 graesfagua. (d) imersfio das cascas em
etanol por 24 h numa proporgido 1/3 cascafdgua. (e) Maceracio e aquecimento dos grios numa
proporgéo 1/3 cascafagua (m/V) entre 50 e 60 °C por 30 min. {f) Imersdo em HCI 1% em metanol por 24 h
numa proporcio 1/3 cascafagua (m/V). A tfabela ao lado dos especiros apresenia os valores de
absorbancia obtidos em 280 nm e A cada extrato nm, bem como a razio entre eles.

No caso do exitrato b, provavelmente a baixa concentracdc se deveu ao

processamento da casca no liquidificador, ja gue este exige um volume maior de agua,
em comparagac ao simples aquecimento quando se usa a mesma quantidade de casca
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de uva, como no extrato a. A extragao de antocianinas a partir de graos de uva inteiros,
como no caso dos extratos ¢ e g, resultou em extratos de baixa concentragéo, pois as
antocianinas presentes na uva encontram-se principalmente na casca. Por isso, quando
se usam quantidades equivalentes em massa de casca ou do grao inteiro, a
concentragac do extrato obtido a partir dos grdos € menor do que quando se utiliza
apenas a casca. Pelos motivos citados anteriormente, passaram a ser utilizados
somente os extratos a (denominado extrato aquoso de uva) e d (denominado extrato
alcodlico de uva).

Os valores da Tabela 12 indicam que os procedimentos selecionados para a
extragdo das antocianinas de uma mesma fruta apresentam uma variacao de até 10%
em relag@o a quantidade de antocianinas extraidas. Este valor é coerente com outros
meétodos de extragédo utilizados para esta finalidade em trabalhos da literatura (Bobbio
et al. 2000).

Tabela 12. Dados sobre a variagao na extracio das antocianinas em frutas vermelhas.

Fruta Solvente extrator ?f:;;-lagg; Z’;t;:&g; Vanagao(t(:}i: ) extragao
metanol 550 + 27 5
amora etanol 396 + 15 4
agua 253+ 8 3
metanol 217+ 3 1
jabuticaba etanol 156 + 14 9
agua 131£ 8 6
metanol 231+ 14 6
jambolao etanol 178 + 8 4
agua 154 + 10 6
metanol 215+ 22 10
uva etanol 168 + 10 6
agua 143+ 8 6

6.3. Analise qualitativa dos extratos antocianicos

6.3.1. Identificacdo da presenca da classe antocianinas

As cores e as mudangas de cores nos vegetais ocorrem pela presenca efou
interagéo de trés classes de substancias: porfirinas, carotensides e flavonoides (Alkema
e Seager 1982). Em alguns casos, a cor resultante € dependente de interacdes

quimicas e/ou do pH. A Tabela 13 apresenta 0s compostos das trés principais classes
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de pigmentos encontrados em plantas, a coloragio produzida e algumas propriedades

espectrais.

A Figura 14 apresenta os espectros de absorgdo na regido do UV-Vis dos
extratos brutos de amora, jabuticaba, jambolo e uva, bem como os valores de Amex Na
regido do visivel.

Tabela 13. Classificacfio dos compostos coloridos e algumas propriedades especirais dos principais
corantes encontrados em vegetais (Harbome 1975 ef al, Harbome 1991, Alkema e Seager 1982).

Classe Composto Cor produzida Amax 01O visivel / nm* ;\““"i‘;pv !
. 600 - 660
Porfirina clorofila Verde 430 — 470 _

400 — 500 (uma banda de
caroteno (o.,B,y) | amarelo, laranja e vermelho | absorcdo intensa e duas

Carotendide xantofila Amarelo bandas de absorgfes —
menos intensas)
flavona amarelo — 365 -390 e
flavonoide flavonol amarelo e 250 - 270
antocianina vermelho, azul, roxo e magenia
485 - 550 270 - 280

* Todos estes valores sdo aproximados, pois podem variar com o solvente usado e o pH.

3.0

| amora (1_,_= 511 nm) 251k amora (A_,_=537 nm)
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Figura 14. Espectros de absor¢io eletrdnica dos extratos brutos de amora, jabuticaba, jambolao
e uva. (a) aquosos e (b) alcodlicos.
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O espectro de absorgao eletrdnica das antocianinas & caracterizado por duas
bandas separadas, uma na regiao do visivel (465 nm a 550 nm}, determinada pela
conjugacao do anel B, e outra na regido do ultravioleta (270 nm a 280 nm) determinada
pela conjugacéo do anel A da (vide Figura 1, pagina 9). Nos espectros obtidos,
apresentados na Figura 14, essas absor¢ées caracteristicas podem ser observadas,
indicando a presenca deste grupo de pigmentos nos extratos destas frutas. A presenca
das outras classes de corantes, tais como os carotendides, porfirinas, flavonas e
flavondis, nao foi detectada.

Sondheimer e Kertz observaram que antocianinas dissolvidas em meio aicodlico
apresentam espectros diferentes dos daquelas dissolvidas em meio aquoso. Em seus
estudos com morangos, eles observaram que, em meio alcodlico, o Ama das
antocianinas aparece em 520 nm, enquanto que em meio aguoso, ima = 500 nm
(Sondheimer e Kertsz 1948). Este deslocamento batocrémico apresentado pelo extrato
alcodlico também foi observado no presente trabalho, conforme ilustram os espectros
da Figura 14.

Nos cromatogramas obtidos pela técnica de cromatografia em papel, a presenca
de antocianinas foi observada em todos os extratos. Isto foi evidenciado pelo
aparecimento de manchas rosas, que ao serem reveladas com vapores de amdnia
tornaram-se azuis. Tal como na analise espectrofotométrica, grupos carotendides e
porfirinas n&o foram detectados. A presenca destes corantes seria caracterizada pelo
aparecimento de manchas amarela e verde, respectivamente, nos cromatogramas. Isto
indica que estes corantes estdo em baixa concentragdo nos extratos antocianicos,
quando comparados com as antocianinas, ou que os processos de extracio utilizados
nao sao ideais para extrai-los. A Figura 15 ilustra um exemplo dos cromatogramas
obtidos.

6.3.2. Identificagdo das antocianinas

Os valores de Ry estao relacionados com a maior ou menor interacao do soluto
(antocianinas) com a fase mével (FM). Estas interagdes dependem da polaridade da FM
e do soluto. No entanto as estruturas das antocianinas presentes nos extratos de uva e
de jamboldo sdo muito similares, o que indica que apresentam polaridades

semethantes, resultando numa dificil separacéo.
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{a) (b}

Figura 15. Exemplos de cromatogramas obtidos para a deteccio de antocianinas nos exiratos
brutos. {a} Cromatograma do extrato de jambolfo bruio. (b) Cromatograma do extrato de jambolio bruto
apés a revelagao com vapores de ambnia.

Assim, ndo foi possivel separar as antocianinas dos extratos de uva e de
jamboldo por cromatografia de papel. De acordo com dados da literatura, a diferenca
entre os valores de R das antocianinas presentes nestas frutas @ muito pequena
(Harborne 1967). Com isso, ocorre a sobreposicdo das manchas e, por consequéncia, é
dificil separar as antocianinas para posterior identificac&o. Extratos de jamboldo e uva
podem ser considerados misturas complexas, pois envolvem componentes com
pequenas diferencas de valores de R; Nestes casos, para obter uma boa separaco o
desenvolvimentc do cromatograma requer um tempo de até 40 h (Jain e Seshadri
1975). Este fator torna o método muito lento e invidvel, quando se deseja uma analise
simples e rapida (Teeling ef al. 1971).

Para os extratos de jabuticaba e de amora foi possivel separar e identificar as
antocianinas devido & diferenca dos valores de Ry. A Tabela 14 apresenta os valores de
Ry da literatura (Harborne 1958) e os obtidos experimentalmente. Nao foi possivel obter
a separagdo das antocianinas do extrato de amora com a maioria das fases moveis
utilizadas, pois a diferenca entre 0s valores de Ry, de acordo com a literatura, é
pequena. Assim, somente com a ulilizagdo da fase movel HCI-HAc foi possivel
conseguir a separacao das antocianinas presentes no extrato de amora.

Para a complementacdo destes estudos de identificacdo das antocianinas
presentes nos extratos das frutas, utilizou-se a técnica de HPLC. Entretanto, a ndo
disponibilidade de padrbes de antocianinas e alguns fatores que afetam a retencdo,
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como temperatura ambiente, tipo de coluna e equipamento utilizado, dificuttam a

identificacdo destes pigmentos.

Tabela 14. Antocianinas comumente encontradas na jabuticaba € amora.

Fase mdvel | R(literatura) R:{obtido) | Antocianina identificada
0,26 0,29 delfinidina-3-glicosideo
0,38 0,35 ctanidina-3-glicosiden
BAW g
0,41 0,42 peonidina-3-glicosideo
0,11 0,15 delfinidina-3- glicosideo
0,25 0,26 cianidina-3-glicoside
BUHCI ma-erglicosideo
i 0,30 (.34 peonidina-3-glicosideo
Jahuticaba
0,18 0,18 deffinidina-3-glicosideo
.26 0,28 cianidina-3-glicosideo
HCI-HAC
0,33 0,35 peonidina-3-glicosideo
0,03 0,03 delfinidina-3-glicosideo
HCI1 % 0,17 0,18 cianidina-3-glicosideo
0,09 0,07 peonidina-3-glicosideo
0,37 0,40 cianidina-3-rutinose
BAW i
0,38 0,40 ctanidina-3-glicosideo
0,25 0,24 cianidina ~-3-rutinose
BuHCI
0,25 0,24 cianidina-3--glcosideo
Amora
0,43 4,43 cianidina -3-rutinose
HCi-HAC
0,26 0,28 cianidina-3—glicosideo
0,19 0,18 cianidina —3-rutinose
HCI1 %
0,17 0,18 cianidina-3--glicosideo

Para minimizar estas dificuldades, Goiffon e outros (1999) propuseram que a
retencao das antocianinas poderia ser expressa por o, um termo que relaciona o tempo
de retencdo de varias antocianinas, t,, com o tempo de retengao da cianidina-3-

glicosideo, ticysqu, que estd presente em praticamente todas as frutas vermelhas.

Assim, a identificacao das antocianinas seria facilitada.

onde: t, =t -t

o= fr/tsr{cy-S-glu)

t; = tempo de retencao do produto
ty = tempo de retencdo de um produto ndo retido

Equacgédo 1
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Em seu trabalho, Goiffon e outros (1999) determinaram o valor de « para 40
antocianinas e antocianidinas utilizando HPLC-RP, eluicdo isocratica e dois sistemas
eluentes: Agua:acetonitrila:acido formico (84:6:10 v/vlv) e daguaacetonitrila:acido
foérmico (81:9:10 viviv).

No presente trabalho, optou-se pelo uso do eluente agua:acetonitrila:acido
formico (81:9:10 viviv), que € o mais citado na literatura para separagao e identificagéo
de antocianinas em frutas vermelhas, quando se utiliza coluna C18 e eluicdo isocratica
(Lee e Hong 1992). Vale ressaltar que esta fase move] possui pH muito baixo (1,9) o
que resulta na diminuicao do tempo de vida util da coluna.

Os valores de « obtidos a partir dos cromatogramas da Figura 16 , bem como os

valores citados na literatura estao descritos na Tabela 15.
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Figura 16. Cromatograma dos extratos de (a) amora, (b) jabuticaba e (¢} uva.
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Comparando-se os valores de o citados na literatura com 0s obtidos
experimentalmente, as antocianinas presentes nos extratos de amora, jabuticaba e uva

foram identificadas.

Tabela 15. Vaiores de « obtidos a partir dos cromatogramas das frutas e os citados na literatura.

Fruta Pico Tempo de retengdo (min) ot ot Antocianina
amora 1 11,38 1,00 | 1,00 cianidina-3-glicosideg
2 14,26 1,311 1,29 cianidina3-rutinose
1 7,27 0,56 | 0,58 delffinidina-3-glicosideo
jabuticaba 2 11,21 100 | 1.00 cianidina-3-glicosideo
3 2512 2,56 | 256 peonidina-3-glicosideo
1 7,25 0,57 | 0,58 delfinidina-3-glicosideo
2 11,23 1,00 1 1,00 ciamdina-3-glicosideo
uva 3 16.88 161 | 1,51 petunidina-3-glicosides
4 26,13 281 | 2,56 peonidina-3-glicosideo
5 36,4 3,70 | 361 makvidina-3-glicosidec
* Valores de o obtidos experimentatmente. ** Valores de « citados na literatura.

A identificacao das antocianinas do extrato de jamboldo nao pode ser realizada
diretamente pelo método proposto por Goiffon e outros (1999), uma vez que a presenca
da cianidina-3-glicosideo (tempo de retencao aproximadamente em 11 min) nao foi
detectada neste extrato Figura 17a. Assim, para a aplicacdo desse meétodo foi
necessaria a dopagem do extrato de jamboldo com extrato de uva que contém a
cianidina-3-glicosideo. Pela comparacao conjunta dos cromatogramas dos extratos de
uva (Figura 16c), de jamboldo (Figura 17a) e da mistura destes (Figura 17b) foi
possivel separar e identificar os picos referentes a cada fruta e as respectivas

antocianinas.

i o i 1. Nao-wentificada
N I 1. Nao-identificada . 1 2. Cianidina-3,5-diglucosiden
£ i 2. Cianidina-3.5-diglucosideo £ 3. Peonidina-3-glucosides
a L 3. P_eanxglna—3—glucogédeo P 4. Cianidina-3-glucosideo
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@ 3 3 8. Petunidina-3-glicosiden
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Figura 17. Cromatogramas: (a} extrato de jamboido e (b) mistura de extrato de jambolac com uva.
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Os valores de o obtidos para os extratos de jambolgo, tendo como referéncia a
cianidina-3-glicosideo presente na uva, bem como a identificacdo das antocianinas,
estdo descritos na Tabeia 16.

Tabela 16. Valores de o do cromatograma do jambolao (Figura 17) e os citados na literatura
(Goiffon et al. 1999).

Pico | Tempo de retencio (min) | o* o | Antocianina identificada
1 4,10 0,21 e ndo identificada
2 5,88 0,40 | 040 | cianidina-3,5-diglicosideo
3 7,97 0,56 | (0,58 peonidina-3-glicosideo
4 17,02 160 | 1,51 deffinidina-3--glicosideo

*Valores de « obtidos experimentalmente. ** Valores de « citados na literatura,

A identificaglo das antocianinas pelo procedimento comparativo proposto por
Goiffon certamente esta sujeita a erros. Porém, a nao disponibilidade de padroes

justifica a utilizacao deste método.

6.3.3. Identificagdo dos grupos propostos por Cabrita e colaboradores (2000)

Os trabalhos do grupo de Cabrita (2000), indicam que as antocianinas podem
ser divididas em dois grandes grupos, de acordo com a curva obtida pelo comprimento
de onda de maxima absorcdo de cada antocianina em fung&o do pH conforme a Figura
18.
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Figura 18. Curvas obtidas por Cabrita e outros (2000). Absorcéo na regido do visivel, N0 hma, em
diferentes valores de pH para 6 antocianinas comuns em frutas: Pg3glc = periargonidina-3-glicosideo,
Pn3glu = peonidina-3-glicosideo, Mv3giu = malvidina-3-glicosideo. Cy3glu = cianidina-3-glicosideo,
Dp3glc = deifinidina-3-glicosideo e Pi3glc = petunidina-3-glicosideo.
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O Grupo 1 é caracterizado por curvas paralelas apresentando um gradual efeito
batocrédmico ate pH 6. Entre pH 60 e 76, 0 efeito batocrdmico aumenta
significativamente, mas a coloragéo azulada no apresenta grandes variagbes acima de
pH 8,0. Algumas antocianinas pertencentes a este grupo s&o: pelargonidina-3-
glicosideo, peonidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosidec. O Grupo 2 apresenta uma
curva similar a do Grupo 1 entre pH 1,0 e 8,1. Contude, as antocianinas deste grupo
apresentam um significativo efeito hipsocroémico entre pH 8,1 a 8,86. Sdo deste grupo as
antocianinas: cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e petunidina-3-glicosideo.

Essas curvas caracteristicas de cada grupo podem ser explicadas pelos
substituintes nas posi¢gées 3" e 5 na estrutura fundamental das antociéninas. O nuamero
de substituintes hidroxil no anel B da Figura 1 (pagina 9) causa um efeito hipsocrémico
em valores de pH relativamente baixos, bem como para valores de pH alto (Harborne
1894, Torskangerpoll et al. 1998).

Como ilustrado na Figura 19, os extratos brutos aquosos de amora, jabuticaba e
jamboldo apresentaram curvas semelhantes as do Grupo 2, enquanto que o extrato
bruto de uva apresenta caracteristicas semelhantes ao Grupo 7. Esta classificacdo
pode ser explicada em fungdo do grupo de antocianinas predominantes em cada
extrato.
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Figura 19. Variacio de Ay com 0 pH (dissolugdo em solugbes tampéo) para os extratos brutos
aquosos de amora, jabuticaba, jambolfo e uva,

A Tabela 17 apresenta os valores de area de cada antocianina descrita nos
cromatogramas (Figuras 16 e 17) obtidos para cada extrato individualmente, bem como
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o valor de area relativa de cada grupo de acordo como a divisdo proposta pelo grupo de
Cabrita (2000).

Tabeia 17. Composicio dos extratos de frutas em funcéo do tipo e area das antocianinas.

Area reiativa

Extrato Antocianina Area total do pico’ (Grupo 1: Grupo 2)
cianidina-3-glicosideo 1048024 .
amora cianidina-3-rutinose 313393 0:100
cianidina-3-glicosideo 1665288
jabuticaba delfinidina-3-glicosideo 220600 4:96
peonidina-3-glicosideo 77444
nao-identificada 863745
. - cianidina-3,5-diglicosideo 107291 g
Jambolao peonidina-3-glicosideo 853754 40:60
deflfinidina-3- glicosideo 263525
delfinidina-3- glicosideo 261010
cianidina-3-glicosideo 65874
uva petunidina-3glicosideo 298554 69:31
peonidina-3-glicosideo 491613
malvidina-3-glicosideo 853375

* Unidade arbitraria

** Area relativa foi calculada como sendo a razdo da soma das areas de todos os picos do
cromoatograma pela soma das areas referentes ao grupo 1 ou grupo 2, de acordo com Cabrita.
Matematicamente, tem-se que: Awiiva = AgrupodAtotai, ONdE A = SOma das areas de todos os picos do

cromatograma e Agnpo = @rea dos picos dos cromatogramas das antocianinas classificadas no grupo 1
ou grupo 2.

#** Considerando-se que a antocianina nio identificada pertenca ao grupo 2.

Os dados da Tabela 17 indicam que nos extratos de amora, jabuticaba e
jambol&o predominam as antocianinas do Grupo 2, enquanto que no exirato de uva
predominam as antocianinas do Grupo 7, o que é concordante com a literatura. Para os

outros extratos ndo ha informacgdo disponivel (Fernandez-Lopez et al. 1998, Cabrita ef
al. 2000).

6.4. Quantificacdo das antocianinas totais nas frutas

A quantificacdo das antocianinas totais nas frutas foi realizada utilizando-se 3
metodos distintos descritos na literatura: 0 método de Petri e colaboradores (1997), o
metodo de Sondheimer e Kertsz (1948) e o método de Fuleki e Francis (1968a e
1968b).

Este estudo foi realizado para comparar o desempenho destes métodos, a fim de
verificar a repetibilidade e precisdo, bem como as limitagbes e vantagens de cada um,
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para facilitar e escolha do método mais adequado para quantificacdo de antocianinas
em frutas ou em extratos antocianicos.

Para a andlise quantitativa das antocianinas nos extratos de amora, jabuticaba,
jamboido e uva, pelo método de Petri e colaboradores (1997), foi construida uma curva
analitica - Figura 20 - dtilizando cloreto de pelargonidina dissolvido em solucdo tampao

com pH 1, em Anax = 522 nm.

1.2

1,0

o
@
;

o
o]
I

Absorbancia (522nm)
o
B
L
H

o
M)
1

D,G T T ¥ T Y T 3 1 T T T
Q 2 4 6 8 10 12

-1
Ccloreto de pelargonidina (mg L )

Figura 20. Curva analitica para a determinacédo quantitativa das antocianinas pelo método de Petri
e Kéry, Asoonn = (1,88 x 1{}“2) +{9,41x 107 Cioreto de petamonidina); COEficiente de correlacio finear = 0,9993.

O método proposto por Sondheimer e Kertsz (1948) é fundamentado na variagio
da absorbancia em funcao do pH. A quantificago é feita medindo-se a absorbéancia dos
extratos em Amax NO visivel, em pH 2,00 e 3,40. A diferenca entre os valores de
absorbancia é proporcional & concentracdo das antocianinas em solugcio em termos da
concentragéo do corante vermetho do congo.

Para a aplicac&o deste método, inicialmente foram estudados os efeitos do pH e
da concentraco na intensidade de absorbancia dos extratos das frutas em 500 nm.
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Os resultados apresentados na Figura 21 indicam que a concentragdo das
antocianinas e 0 pH do meio afetam fortemente a intensidade da absorcdo destes
pigmentos na regido do visivel.
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Figura 21. (a) Efeito do pH na absorbancia das antocianinas, 30 u L de extrato mL". {b} Efeito da
concentracio do extrato na absorbéncia das antocianinas em pH 2,00.

Quando o pH de uma solugdo contendo antocianinas é reduzido ou quando a
concentragdo das antocianinas em solugdo é aumentada, a absorgéo na regido do
visivel aumenta. Sendo a absorbancia proporcional & concentracdo das antocianinas
em um determinado pH, pode-se conciuir que o aumento de absorgio obtido em funcao
do pH também é proporcional & concentracdo. Isto & um indicativo da possibilidade da
aplicacdo do método de Sondheimer e Kertsz (1948) para a quantificagio dos extratos
de amora, jabuticaba, jamboldo e uva. Assim, para a aplicaco deste método,
inicialmente foi construida a curva analitica utilizando o corante vermelho do Congo,
conforme a Figura 22.

O corante vermelho do Congo pode ser convenientemente utilizado como
padréo, pois apresenta uma intensa absorgdo na mesma regiéo do visivel que as
antocianinas e absortividade molar semethante. Entretanto é necesséario estabelecer um
fator de corregdo, uma vez que numa mesma concentragdo de corante, a intensidade
da absor¢&o do vermelho do Congo em 500 nm € maior que a intensidade de absorgéo
das antocianinas. Para a determinacfo do fator de corregdo, preparou-se uma solucéo
de cloreto de pelargonidina de concentragao igual a 10,00 mg Lt A concentracio
desta soluggo foi determinada pelc método de Sondheimer e Kertsz (1948), usando a
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equagao da curva analitica da Figura 22. Os valores obtidos estdo descritos na Tabela
18.

1.0
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Figura 22. Curva analitica utiizando o corante vermelho do Congo. Asponm = (5 x 107) + (3,2 x 107
Cenmetno do Congo): Coeficiente de correlacao linear = 0,9996.

Tabefa 18. Detérminagé‘no da concentracdo da solugdo padr@o de cloreto de pelargonidina usando a
equacao da curva analitica obtida com solugdes padrao de vermelho do Congo.

Conc. da solugdo de cloreto de pelargonidina

Solugao | A A AA
¢ PH2G0 | e o (mg L™ de vermetho do Congo)

1 0,727 | 0,384 0,343 1067
0,734 | 0,398 0,336 10,45
3 0,730 | 0,392 0.338 10,52

Concentracdo média: 10,54 + 0,09 mg L™

O valor médio da concentragéo da solugdo de cloreto de pelargonidina testada
pode ser expresso como 10,54 mg L™ de vermelho do Congo. Sabendo-se que a
concentragao das solugbes de cloreto de pelargonidina preparada era 10,00 mg L™,
tem-se que o fator de correcéo (FC), obtido com a Equagdo 2, foi igual a 0,95.

Csolugéo de cloreto de peiargenidina,n e

FC = e

C Equacéo 2
solugdo de vermelho do congo, .y

)
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O método proposto por Fuleki e Francis (1968a e 1968b) conhecido por método
do pH diferencial, também é fundamentado nas transformacodes estruturais reversiveis
que as antocianinas sofrem com a mudanca do pH, resultando em diferentes espectros
de absorgao. O cation flavilico, de coloracao vermelha, € a forma predominante em pH
1,0; em pH 4,5, predomina o carbinol que é incolor (Harborne ef al.1975).

O método do pH diferencial é fundamentado nas transformactes que resultam
nessas diferentes estruturas coloridas, sendo que a diferenca de absorbancia &
proporcional a concentragao das antocianinas, sendo a determinagao fundamentada na
Lei de Beer.

As frutas contém uma mistura de antocianinas e cada pigmento pode ter
absortividade molar significativamente diferente, assim os resultados podem variar
dependendo da antocianina utilizada como padrao. A cianidina-3-glicosideo é a
antocianina predominante na amora e na jabuticaba. No caso da uva, ha uma
distribuicdo relativamente equivalente dos cinco tipos de antocianinas, incluindo a
cianidina-3-glicosideo; porém no jambolao nao foi detectada a presenca desta
antocianina.

O método do pH diferencial utiliza como padrao a cianidina-3-glicosideo. Isto se
deve a fatores histéricos e a ocorréncia desta antocianina em praticamente todas as
frutas vermelhas. Considerando-se as diluicies e dissolugbes necessarias, o célculo
para a determinag&o da concentracédo das antocianinas em mg de antocianinas/100g de

fruta, envolve o uso da Equacdo 3 cuja deducdo ¢ apresentada no Anexo 1.
2386 x Axm,

cog) Equacio 3
(mg/100g) mp ch

C

onde: A = (Ajg (510 mmy ™ Pori 1.0 (700 nmi) = {Api a5 510 omy = Aph 4.5 (700 nmny)
M = massa em g do extrato resultante do procedimento de extragao
M = Massa em g do extrato utilizada no preparo da solucao
m. = massa em g da casca utilizada no procedimento de extracao

Para a aplicacdo deste método, as amostras nio podem conter material
particulado em suspensdo. Entretanto, alguns extratos de frutas podem apresentar
suspensdes coloidais, causando espathamento da luz. Isto pode ser corrigido pela
leitura em um comprimento de onda onde nao ha nenhuma absorcao referente as

amostras. Por isso utiliza-se a diferenca de absorbancia: A; yis max - A 700nm.-
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Os resultados médios obtidos na determinagao quantitativa das antocianinas

presentes nas frutas pelos métodos estudados sio apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Resuliados médios obtidos na determinagéo quantitativa das antocianinas presentes nas
frutas pelos métodos de Petri e colaboradores, Sondheimer e Kertsz e Fuleki e Francis.

. Concentragao média na casca efou fruta {mglg)
Método
amora | jabuticaba | jambolao uva
Petri e colaboradores 261z2 3156+3 378+ 4 23514
Sondheimer e Kertsz 2922 3104 3813 236+ 5
Fuleki e Francis 291+3 3148 3866 227+6

Para a analise estatistica dos resultados obtidos pelos métodos testados, foram
empregados o teste F e o teste t de Student.

O teste F e utilizado para comparar dois conjuntos de dados em termos das
estimativas de desvios padrio, tendo em vista indicar se a precisao dos métodos €
semelhante. Quando o valor de F for menor que o tabelado, significa que a precisao
dos metodos difere apenas em fungéo dos erros aleatérios. Quando este valor for maior
que o tabelado significa que o método que apresenta menor valor de desvio padrao
relativo e também o mais preciso (Caulcutt e Boddy 1983). O valor de F & dado pela
Equacgao 5.

Equacdo 5

onde: s, = desvio padriao de A
sg = desvio padrio de B

A Tabela 20 apresenta os valores de F resultantes da compara¢ao entre 0s
métodos testados.

Tabela 20. Comparacao dos resultados dos métodos testados usando o teste F.

P = Metodo de Petri e colaboradores $ = Método de Sondheimer e Kertsz F = Fuleki e Francis
v € o grau de liberdade (n - 1}, onde n & igual a 5 determinacdes.

ke

Valor calculado de F.
O valor de F tabelado € 6,39 para v = 4 e o = 0,05,
Fruta PeS PeF FeS
amora 0 2,25 2,25
jabuticaba 178 7.11 4,00
jamboldo 1,78 225 4,00
uva 1,56 225 1,44
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Pelos valores do teste F apresentados na Tabela 20 pode ser observado gue
para a quantificagao das antocianinas totais nos extratos todos os métodos estudados
apresentaram a mesma precisao, com excecio para o extrato de jabuticaba. Neste
caso, a comparacac do método do pH diferencial com o método de Petri indicou
resultados com precisao estatisticamente diferentes com grau de confianca de 95 %.

Apés a aplicacéo do teste F, utilizou-se o teste t de Student para determinar se 2
conjuntos de medidas, obtidas por métodos diferentes, sao estatisticamente diferentes.
Quando o valor de t calculado for superior ao valor de t tabelado, entdo ha uma
diferenga significativa entre os resultados obtidos pelos metodos comparados, num
dado nivel de confianga ou significancia. Assim, este teste ¢ utilizado para verificar a
concordancia entre métodos analiticos (Caulcutt e Boddy 1983).

Na comparacéo dos resultados de dois diferentes métodos, para um mesmo

nimero de determinagdes realizadas, o valor de t € obtido pela Equacéo 4.

t . XA XB
fl Si +8 ; Equacao 4
V on-1
onde: x, = média aritmética de A Xg = meédia aritmética de B
S, =desvio padrio de A Sg =desvio padrao de B

n = numero de determinacoes

Os valores de t calculados estio descritos na Tabela 21.

Tabela 21. Comparacdo dos resultados dos métodos testados usando o teste t.

Valor calculado de t
Fruta O valor de t tabelado € 2,306 para v* = 5 e o** = 0,05,
PeS PeF SeF
amora 21,920 16,641 0,554
jabuticaba 2,000 0,234 0,894
jambolao 1,200 2218 1.491
uva 0,312 2,219 2,305 |
P = Método de Petri e Kéry S = Método de Sondheimer e Kertz F = Fuleki e Francis l

**v & o grau de liberdade (n - 1), onde n € igual a 5 determinacdes.

O valor de t calculado para o extrato de amora pelo método de Petri e

colaboradores, quando comparado com o método de Sondheimer e Kertsz e de Fuleki e
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Francis foi significativamente maior que o valor de tabelado. Como, a probabilidade da
diferenca dos resultados serem causadas apenas por erros aleatdrios € menor que
0,05%, entdo esta diferenca nao pode ser explicada considerando-se apenas estes
erros. kEstas comparagées permitem afirmar que os resultados do método de Petri e
colaboradores comparados aos demais métodos testados foram estatisticamente
diferentes com grau de confianga de 95 %, mas nao foi possivel conciuir qual deles é o
mais exato. Para isto seria necessario conhecer a concentracao real das antocianinas

totais em cada extrato, que néo € um dado disponivel.

6.5. Purificagdo dos extratos antocianicos brutos

O procedimento mais usado para purificar antocianinas por SPE (do inglés Solid
Phase Extraction) envolve a aplicagdo do extrato bruto de antocianinas na coluna
(cartucho), contendo um material sorvente, seguindo-se da eluicdo dos pigmentos com
solventes apropriados. Primeiramente sio eluidos os componentes com polaridade
maior que as antocianinas, tais como, aglcares, acidos organicos e substancias
sollveis em agua usando acido cloridrico diluido ou agua deionizada como eluente.
Posteriormente, as antocianinas, menos polares, sao eluidas utilizando-se uma mistura
de metanol/HCI ou agua/metanol/HC! como eluente (Ordaz-Galindo ef a/. 1999).

Para a purificacao dos extratos brutos aquosos de amora, jabuticaba, jambolao e
uva, os extratos foram transferidos para um cartucho C1s, cujo sorvente € o octadecil,
uma fase apolar, cujo mecanismo de interagéo principal & fundamentado em forgas de
Van der Waals. Este cartucho foi escolhido de acordo com indicagbes da literatura
(Costa ef al. 2000; Kraemer-Schafthalter et al. 1998).

Inicialmente, os cartuchos foram condicionados com metanol e agua; depois os
extratos brutos foram percolados nos cartuchos. As antocianinas ficaram retidas no
sorvente, evidenciado pelo aparecimento de um anel de coloragao rosa na fase
sorvente. Os acidos organicos e aciicares foram eluidos com solugado aquosa de HCI
0,01% (v/v). Em seguida as antocianinas foram eluidas com uma solucao de HCI 0,01

% (vlv) em metanol. Para a avaliagao deste procedimento de purificacao, as fragbes
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coletadas em cada uma das etapas (percolacdo, lavagem e eluicdo) foram analisadas
por diferentes técnicas. Nas fracées iniciais, referentes as etapas da percolacao da
amostra e da lavagem do cartucho, esperava-se a presenca de acidos organicos e
agucares, enquantc que nas fragdes referentes a etapa de eluicdo apenas a presenca

das antocianinas era esperada.

Deteccao de acidos orgénicos

A deteccao de acidos organicos nas fragdes foi realizada por CP, de acordo com
o método proposto pelo instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL 1990) e por HPLC,
pela adaptagdo de alguns métodos descritos na literatura as condigdes laboratoriais
disponiveis (Shui e Leong 2002, Chen ef al 2001). Para a adaptacdo de alguns
meétodos de HPLC descritos na literatura, inicialmente foram feitos testes para a escolha
da FM e tipo de eluicdo usando acidos padrées. Os cromatogramas obtidos estao
apresentados na Figura 23.

Os cromatogramas da Figura 23a e 23b indicaram que o uso de um solvente
organico (metanol) comprometeu a resolugdo dos picos. Isto pode ser devido ao
coeficiente de particdo e ao comportamento competitivo entre o metanol e os acidos
organicos pelos sitios ativos da fase estacionaria. Os cromatogramas obtidos com a
utilizacdo de solugdo de H.SO4 a pH 2,5 como fase moavel apresentaram melhor
resolucao quando comparados com os obtidos com metanol/solucao de H,SO, a pH
2,5. Entretanto, devido & sobreposicdo e alargamento dos picos, néo foi observada a
separacao adequada - Figura 23c. Para minimizar estas inadequacdes, foram feitos
testes utilizando-se eluigao por gradiente. Os cromatogramas obtidos com eluicao por
gradiente com a adicdo de metanol apds 6 min. de corrida apresentaram a melhor
resolugao, como pode ser notado pela Figura 23d. Em funcao dos resultados obtidos,
optou-se pelo uso do sistema de eluicdo por gradiente, devido & boa separacgao dos

acidos organicos padrées num tempo de analise razoavel, em torno de 10 min.

" BRASIL. Ministério da Agricultura. Portaria n° 76 de 26 de novembro de 1986. Dispde sobre os métodos
analiticos de bebidas e vinagre. Diaric Oficial da Repiblica Federativa do Brasil , Brasilia, 28 nov. 1986.
Secgdo 1, pt. 2.
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Figura 23. Cromatogramas da mistura padrao de acidos organicos. {a) Eluic8o isocratica com
metanol; solucdo de H,S0; pH 2,5 (60:40) e vazéo 0,8 mi/min. (b) Eluicdo isocratica com metancl:
solugdo de H,S0, pH 2,5 (10:90) e vazéo 0,8 mi/min. {c) Eluigdo isocratica com solugdo de HSO, pH
2.5 e vazdo 1,0 mU/min. (d) Eluicdo por gradiente com solugdo de H,SO, pH 2,5 até 6 min. e apds
metanol:Solugao de H,SO, pH 2,5 (10:90). identificagdo dos padroes: 1. &cido tartarico 2. acido malico,
3. acido ascorbice 4. acido citrico 5. acide fumarico 6. Acido succinico.
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Pelos cromatogramas das fragdes, sem diluigdo, referentes a purificacdo das
antocianinas retidas no sorvente - Figura 24 - pode ser observada uma diminuicio da
intensidade de absorbéncia, indicando a eliminacéo dos acidos orgénicos presentes no
extrato de uva. O mesmo perfil cromatogréafico foi observado para os extratos de amora,
jabuticaba e jamboldo, isto &, a diminuigdo da intensidade de absor¢cao em funcéo da
seqliéncia crescente das etapas de purificacio.

Nos cromatogramas das fragbes das antocianinas purificadas (fragbes f), dos
diferentes exiratos contendo antocianinas - Figura 25 - observou-se absor¢do na
mesma regido dos acidos orgénicos, entretanto o perfil cromatografico das fracbes
purificadas foi significativamente diferente do perfil das fragGes referentes a percolagéo
dos extratos e lavagem do cartucho. Estas absor¢gdes podem advir do carater fendlico

das antocianinas, que absorvem no ultravioleta.

LI

|

!
§
{

AbsortAnGa {215 nin

Aosorbbngin (215 ninj
By
T ————

. W

¢ 01 oz 3 a2 3 8 7 & 80w @ i oz 3
Tempo (min) Tarmpo {min}

(a) (b)

AbsarbAngia {215 rmy)
Abterbancia |215 nn}
Absorbdnci [215 At

o9 o

- H - < b K 3

no: oz 4 x 2 & T 3 ¥ M o 1 2 3 & s & 7 s 3 =
Tempa {min) Tompe {mmn)

{c) {d} (e}

Temps {mir}

Figura 24. Cromatogramas das fragSes referentes a purificagdo do extrato de uva. {(a) e
(b) fracdes referentes a percolagio da amostra. (c) a {e) fragOes referentes & lavagem do cartucho.
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Figura 25. Cromatogramas das fragbes referentes & eluicdo das antocianinas dos extratos
aquosos de: (a) amora (b) jabuticaba, (¢) jamboldo e (d} uva.

O método separagdo desenvolvido por HPLC dos principais 4cidos organicos
encontrados em frutas mostrou-se adequado nos estudos pela utilizacdo de padrdes.
Entretanto, os resultados obtidos referentes & injecio das fracdes coletadas dos
extratos de frutas ndo foram satisfatérios, pois os cromatogramas obtidos apresentaram
baixa resolugdo. Isto pode ser justificado pela interferéncia de compostos fendlicos
presentes nestas fragbes. Assim, para identificagdo dos acidos organicos presentes
nestas fragdes, um método de preparo de amostra, visando a eliminacdo de compostos
fendlicos interferentes, deve ser estudado. Porém, para os objetivos deste trabalho, a
identificag&o dos acidos ndo é requerida, portanto este estudo nao foi estendido.

Para confirmar os resultados obtidos pelo método por HPLC desenvolvido,
verificou-se a presenga dos acidos nas fragdes utilizando-se cromatografia de papel. A
Tabela 22 apresenta os resultados obtidos pela técnica de cromatografia em papel,
sendo que (+) significa que a presenca de &cidos organicos foi detectada, enquanto que
() significa que a presenca nao foi detectada.

Tabela 22. Resultados obtidos na determinagfo de acidos organicos nas fragdes utilizando
cromatografia em papel.

Extratos aquosos
Fragdo | amora |jabuticaba | jamboldo uva
a = + + +
b + + + +
c + + + +
d - + - +
e - - - -
f - - - .




D. B L Terci Aspectos Analfticos Resuitados e discussdes 83

Deteccdo de actcares

Os métodos para a detecco de aclcares nas fragles coletadas foram
fundamentados na adaptacaoc do classico método espectrofotométrico de determinagao
de agucares proposto por Dubois e colaboradores (1956), além de HPLC por troca
catibnica, utilizada como método comparativo.

Com relagdo ao método de Dubois e colaboradores, a literatura relata que o
limte de quantificacdo para a determinacdo de aglcares pelas medidas
espectrofotométricas é de 1 pg mL”’. Entretanto, como o monitoramento das frages
deve ser o mais simples e rapido possivel, optou-se pelo desenvolvimento de um
método de determinacgéo visual, ja que a solucdo de fenol e acido sulfdrico torna-se
amarela na presenca de aclicares. A Figura 26 apresenta a escala colorimétrica obtida,
indicando a possibilidade de detectar visualmente a presenga de aglcares em

concentragdes acima de 2,5 ng mL™.

Figura 26. Escala colorimétrica para a detecclio de aclcares. Concentracdo da mistura de
aclicares em g L: (a) 0,0; (b} 150,0; (c) 37.5; (d) 18,7; (e) 10,0 e {f) 2,5.

0O metodo colorimétrico desenvolvido foi empregado para a determinagdo de
acucares nas fragdes obtidas. A Tabela 23 apresenta os resultados obtidos, sendo que
(+) significa que a presenga de agtcares foi detectada, enquanto que (-) significa que a

presenca n&o foi detectada.
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Tabela 23. Resultados obtidos na determinacao de aguicares nas fragées.

Extratos aquosos
Fragdo | amora |jabuticaba | jambolao uva
A + + + +
B + + + +
C + + + +
D - - Z +
E - - - -
F _ _ . -

Para verificar a validade do método de determinacgdo colorimetrica de acglcares,
realizaram-se determinagdes comparativas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
por troca catiénica (HPLC-CE).

Os testes com HPLC-CE foram realizados pelo método usual de determinacgao
de carboidratos em sucos citricos (Waters Corporation 1992, Dolenc-Sturm ef af. 1999,
Lee e Coates 2000). Este método utiliza uma coluna contendo como fase estacionaria
uma resina de estireno divinilbenzeno sulfonada com o contra-ion Ca** e emprega agua
deionizada como fase moével. O principal mecanismo de separacdo é a exclusdo
estérica, entretanto interagGes entre o cation metdlico (Ca®') hidratado com as
hidroxilas dos aglcares e efeitos de particdo podem influenciar na separacdo de
compostos com massas moleculares similares ou idénticas (Lee e Coates 2000). A
Figura 27 apresenta os cromatogramas de todas as fragées coletadas.

A utilizagdo de HPLC-CE para verificar a presenca de aglcares nas fragtes
coletadas dos extratos de amora, jabuticaba, jambolao e uva, confirmou os resultados
obtidos pelo método colorimétrico. isto é, nao foi detectada a presencga de acgucares nas
fragbes purificadas.

E importante ressaltar que o detector de indice de refracdo € o mais utilizado
para a determinagéo de aclcares em frutas. Apresenta limite de detec¢ao que varia de
45 ug L' a 30 pg L', entretanto ndo responde uniformemente a todos tipos de
agticares. O método colorimétrico desenvolvido detecta a quantidade total de agucares,
com limite de detecgdo de 25 ug L. O menor limite de deteccao do metodo
colorimétrico justifica a deteccdo de acucares até nas fragdes ¢ para os extratos de
amora, jabuticaba e jambolao e na fracao d para o extrato de uva, enquanto o método
cromatografico detectou apenas ate as fracdes b (extratos de amora, jabuticaba e

jambol&o) e ¢ para o extrato de uva.
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Figura 27. Cromatogramas das fracbes coletadas no procedimento de purificagiio dos extratos
brutos aquosos de (a) amora, (b) jabuticaba, {c) jamboido e (d) uva.

Os cromatogramas das fragdes referentes a eluigiio do cartucho apresentam um
pico intenso em aproximadamente 17 min, referente ao metanol, presente somente na
fragdo que contém as antocianinas purificadas. Isto ocorre em funcdo dos diferentes
valores de indices de refragio da dgua e do metanol (Atkins 1994).

Os resultados do método colorimétrico para verificar a auséncia de aglcares nas
fracoes purificadas foram confirmados por HPLC-TC. Além desta confirmacdo, as
andlises cromatograficas permitiram identificar os principais aclicares presentes nos

>

extratos. Os cromatogramas apresentados na Figura 28 séo referentes a primeira




D B L Terd

Aspectos Analiticos

Resultados e discussdes

86

fracao coletada na etapa de percolacao da amostra, usada para a identificacdo dos
agucares presentes nos extratos.
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Figura 28. Cromatogramas para a identificacio dos principais agucares presentes nos extratos

de {a) amora, {b) jabuticaba, (¢} jamboldo e (d) uva.

Espectrofotometria UV-Vis

Os espectros referentes as fragSes coletadas nas etapas de percolacéo da

amostra, lavagem e eluigdo do cartucho, bem como os espectros do extrato brutos das

frutas estdo apresentados na Figura 29.
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Figura 29. Espectros UV-Vis dos extratos brutos e das fragbes coletadas no procedimento de
purificacdo. (a) amora, {b) jabuticaba, {c) jambolio e {c) uva.

Os espectros das fragbes coletadas - Figura 29 - indicaram a presenca de
antocianinas somente na frago referente a etapa de eluicio, ou seja, da obtencdo do
extrato purificado. isto é evidenciado pela absorgéo na regido do visivel.

Comparando-se 0s espectros destas fragSes com o espectro dos extratos brutos
- Figura 29 - observou-se uma melhor definicdo nas bandas de absorcéo na regido do
ultravioleta (200 nm a 300 nm). Isto indica que outros compostos fendlicos além das
antocianinas, presentes nos extratos brutos, que também absorvem nesta regido, foram
eliminados pelo procedimento de purificagso utilizado.

Os testes quimicos, bem como as técnicas analiticas utilizadas para a avaliagéo
da eficiéncia do método de purificagdo estudado, apresentaram resultados
concordantes. Além disso, tendo em vista os resultados obtidos, foi possivel concluir



D.B. L. Terci Aspectos Analiticos Hesultados e discussbes 88

que SPE & um procedimento adequado para a purificagio das antocianinas em extratos

naturais de frutas.

6.6. Avaliagdo de alguns pardmetros da extracdc em fase sélida

6.6.1. Avaliagdo da recuperagdo das anfocianinas

Para o estudo de recuperacgéo das antocianinas, extratos brutos de concentracic
conhecida foram percolados pelo cartucho. O eluato foi recolhido em balio volumétrico
de 50 mL e quantificado pelo método espectrofotométrico, utilizando cloreto de

pelargonidina como padrao. Os resultados obtidos estio descritos na Tabela 24.

Tabela 24. Avaliagéo da percentagem de recuperacéo das antocianinas.

Massa de antocianina Massa de antocianina "
Extrato percolada {(mg) recuperada / mg Recuperagdo / %
Amora 1,1180 1,0880 97
Jabuticaba 1,0985 1,0879 99
Jambolao 1,5149 1,4527 96
Uva 1,0712 0,9820 92

Pelos resultados apresentados na Tabela 24 observou-se que a porcentagem de
recuperagao das antocianinas nos diferentes extratos ¢ superior a 90%. Estes valores
sdo adequados para propositos analiticos que utilizam SPE para purificacao de
compostos fendlicos (Suarez et al. 1996). Também estdo de acordo com dados
relatados na literatura para suco de uva (Jaworski e Lee 1987, Oszmiansky e Lee 1990)
ou produtos de maga (Kermasha et al. 1995, Suarez et al. 1996).

6.6.2. Avaliagdo da capacidade do cartucho

A capacidade do cartucho € definida como a quantidade de compostos que
podem ser retidos sobre a fase soélida (Varian 2001). A capacidade da retengéo tipica
para cartuchos apolares, tal como o utilizado neste trabalho, Bond Elut C18 500 mg, &
aproximadamente 1%, porém, ocasionalmente, pode exceder 5% da massa total de
sorvente contida no cartucho. Assim, teoricamente, a massa total da espécie de
interesse que poderia ficar retida pode variar de 5 mg a 25 mg, além das espécies

interferentes. Porém, estimativas porque é necessario considerar que outros
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compostos presentes na amostra também podem ficar retidos no sorvente, diminuindo a
capacidade efetiva do cartucho.

A Tabela 25 apresenta as concentracgbes dos extratos utilizados. bem como o
volume maximo tedrico que pode ser percolado pelo cartucho considerando-se 1% da

massa de sorvente em funcao da quantidade das antocianinas.

Tabela 25. Dados para a realizacdo dos testes de avaliacgo da capacidade do cartucho.

Extrato Concentragio/mg L” | Volume de extrato® / mL |

amora 436 £ 7 11 |
jabuticaba 124 = 2 40
jiambolao 206 = 1 24
uva 187 + 8 26

*Volume maximo que poderia ser percolado pelo cartucho considerando-se 1% da massa de sorvente

Pelos valores das porcentagens de recuperacao das antocianinas, descritas na
Tabela 26, observou-se uma perda significativa da quantidade de antocianina
recuperada em funcdo do aumento do volume de extrato percolado. Assim, o volume de
percolacdo adequado, considerando-se uma porcentagem de recuperagdo acima de
95% é de 3,0 mL; 5,0 mL; 5,0 mL; e 3,0; mL para os extratos de amora, jabuticaba,
jambolao e uva respectivamente, nas concentragcdes indicadas na Tabela 25 Estes
baixos volumes podem ser justificados pelo fato do procedimenio de extracdo das
antocianinas nao ser seletivo, produzindo um extrato com grandes quantidades de
outros compostos nele presentes, dentre os quais se destacam os acidos organicos,

acucares e outras substancias fenolicas.

6.7. Estudo de estabilidade dos extratos antocianicos

A estabilidade dos extratos antocidnicos fol determinada visualmente, pela
observacdo da presenca de fungos e/ou coloragdo marrom e pela medida de

absorbancia no comprimento de onda de maxima absorgéo.
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Tabela 26. Quantificacao das antocianinas presentes nos exiratos purificados.

Resultados e discussdes

Extrato

Volume de
extrato / mbL

Massa de antocianina
percolada /mg

Massa de antocianina
recuperada nas fracoes
purificadas f mg

Recuperagao /%

amora

2.1800

16710
1.6656
16614

75 =1

1,7440

1,5870
15323
1.6530

1,3080

1,2818
1,2904
1.2715

98 = 1

jabuticaba

20

2,4857

1,4665
1.4291
1,4896

56 =1

10

1,2428

$,8254
(,8003
$,8123

6511

06214

06028
0,5887
06112

jambolao

10

2,0633

1,5988
1,6732
1.5404

14445

1,2402
1.2960
1,1768

1,0316

0,8915
1,011
1,0085

a7 =1

uva

0,9350

0,8268
0,8232
0,8151

a8 + 1

0,7480

0.6031
06111
0.59891

81+£1

0,5610

0,5684
0.5784
0,5251

99 =

+
I

Extratos aguosos

Os fatores escolhidos para o estudo da estabilidade dos extratos brutos aquosos

em funcao das condigbes de armazenamento foram pH, tempo e temperatura de

armazenamento.
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Os valores que aparecem na Tabela 27 sdo as médias e as estimativas dos
desvios padrao dos 3 ensaios realizados para cada combinacao de niveis de fatores,

num total de 81 ensaios para cada extrato.

Tabela 27. Dados experimentais da investigagao do efeito da acidez (pH). tempo de estocagem
{t) e temperatura (T) na vaniagio da absorbancia dos extratos aquosos. Os sinais algébricos identificam o
nivel de cada fator como inferior (-), intermediario (0) e superior (+). Os valores de absorbancia foram

medidos em pH = 1 para todos 0s ensaios.

Niveis Absorbancia média de triplicatas + desvio da média
Extrato de Extrato de Extrato de Extrato de
Ensaio | pH T | t amora jabuticaba jambolao uva

{A =512 nmy) {i =512 nm) (» =517 nmj} (A =513 nm)
1 - - - 086003 1,036+ 0,002 | 0,899 0006 0,732 + 0,009
2 0 - - 0,487 0,003 | 0,526 £0,004 | 0,087 £0.003 0,360 + 0.001
3 - - 0,122 £0,003 | 0,170+ 0,001 | 0,030 =0,004 0,088 = 0,003
4 - 0 - 0,941 +0006 | 10400008 0,92 + 0,01 {3,698 + 0,001
5 0 10 - 0,51 £ 0,02 0,529+ 0,006 | 0,086 = 0,003 0,330 £ 0,002
6 + 10 - 0,117 £ 0,001 0,160 = 0,00t | 0.008 = 0,001 0.092 + (0,043
7 “ b+ - 0,99+ 0,01 1,058 + 0,004 = 0,967 + 0,007 0,762 + 0,004
8 g 1+ - 0,53 = 0,01 0,514 +0,002 | 0,089 0,002 0,366 + 0,001
9 S L 0,119+ 0,002 | 0,147 £ 0,001 | 0,008+ 0,001 0,08 0,02
10 - -0 0,87 £ 0.02 1,07 £ 0,02 0,85+ 0.02 0,759 £ 0,009
11 0 -1 0 0.448 + 0,002 | 0472+0,004 | 0062 0,004 0,384 + 0,002
12 + -0 0,144 £ 0004 | 0,169z 0001 | 0,027 = 0,002 0,104 + 0.002
13 - 010 0,952 + 0,002 1,060 + 0,003 | 0,967 = 0.007 0,790 £ 0.001
14 0, 0 0.461=0,008 | 0.502=0,008 | 0070=0,002 0,332 £ 0.005
15 0| 0O 0,092 = 0,006 0,29+ 0,03 0,026 = 0,001 0,102 = 0.001
16 -+ 0 0,968 = 0,001 1,13+ 0,02 1,04 £ 005 079002
17 0+ 0 0,103 £ 0,001 0,39+ 0.01 0,07 + 0,01 0,164 + 0,002
18 + 1 0 0,14 £ 0,03 0,27 £0.03 0,034 £ 0.003 0.106 + 0,002
19 - -+ 0,90 = 0,01 0,87 + 0.04 0,36 + 0,01 0,84 £ 0,01
20 o -+ 0,51 0,01 0,65 = 0,01 0,080 = 0,001 0,043 £ 0,062
21 + -0 0.130 £ 0,007 | 0,174+ 0,006 | 0,006 + 0,001 0,043 £ 0,005
22 - 0]+ 0,75+ 0,08 1,24 + 0,01 0,99 = 0,08 0.89 £ 0,02
23 0| + 0,366 + 0,004 | 071020002 | 0,078 =x0,002 $,360 + 0,001
24 + 10+ 0,15 £ 0,01 0,227 £0,0602 | 0.012 £ 0,001 0,079 = 0,001
25 CEE T B 0,94 - 0,03 1,12+ 0,61 1,09+ 0,02 0,593 £ 0.602
26 0 |+ + 0,143 £ 0,002 043002 0,018 + 0,001 ,168 = 0,006
27 + o+ ]+ 017 £ 0,03 0,150 + 0,601 | 0,046 = 0,004 0,251 = 0.0602
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Para estudar a interagao/efeito entre os principais fatores que afetam a
estabilidade das antocianinas em meic aquoso, recorreu-se ao uso de modelos
empiricos para a interpretagdo dos dados experimentais. O método para avaliar a
qualidade do ajuste do modelo foi a analise de variancia (ANOVA). A Tabela 28 traz os
resultados obtidos.

Tabela 28. Analise de variancia para o ajuste dos modelos linear, cubico & quadratico com os
dados da Tabela 27.

Fonte de
Modelo Extrato variacao Y SQ MQ Teste F Teste V
Regressdo | 3 2,93 -1a
Amora | Residuos | 23 | 3.20x10" | 80x10 " 6978 0.44
Total o6 | 305 | 1:40x10 (4.76)
Regressac | 3 3,54 a
Jabuticaba | Residuos | 23 | 2.20x10” | 18 ., 12448 0.29
Total 6 376 | 948x10 (4.76
LINEAR § '
Regressao 3 3,84 139° 27 09
Jambolao = Residuos 23 1.10 L A2b : 1.48
| o Soa | 480x10 (4.76)
Regresséo 3 1,94 1a
Uva Residuos | 23 | 3.40x10™ 6’23"1 g.z . 47‘7%4 0.48
Total 26 20y | 1901 (4.76)
Regressdo | 16 3,18 -1a
Amora | Residuos | 10 | 8.90x10? ; 20010 2242 0.78
Total 26 305 | 892x10 (3.86)
Regressao | 16 3,70 1a
Jabuticaba | Residuos | 10 | 5.80x107 | 220x10 ~ 1 39,78 0.51
: Total | 26 | 376 | 27810 (3.86)
cUBICO " :
Regressdo | 16 5,04 3 10x10°2° 587 12
Jamboldo | Residuos | 10 | 528x10° | an \ 0.067
Total 26 504 | 2281077 (386
Regressdo | 16 2,20 a
Uva Residuos 10 | 6,00x107 : 0.14 sp | 23,26 0.55
Total 26 | 208 | 289107 (380
Regressao 9 3,07 2a |
Amora Residuos | 17 | 1.90x10™ ?:?i} 8.3 b (331 '7077) 0.47
Total 26 325 ' ‘-
Regressao g 3.65 “1a
Jabuticaba | Residuos | 17 | 1.11x102 | $10x10 1 6297 0.27
: Total 26 376 | 09410 (3.77)
QUADRATICO _ '
Regressao 9 5,02 560x10°" 2 42105
Jambolao Residuos 17 2,31)(10'2 ’ ap ; 0.061
Total 26 504 | 13310 (3,77}
Regressao g 2,11 22
Uva Residuos | 17 | 1.70x10"  230x107 1 2499 0.48
Total 26 00y | 1.00<10 (3.77)

a. Média Quadratica da regressdo

b. Media Quadratica do residuo.
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Para a avaliagdo dos modelos foram calculados os valores de Fp.1y np dados

pela Equagdo 7 e comparados com os tabelados (Barros Neto ef al. 1996).

MG
F oot neos S Egquacéo 7
{p-13in-p} MQ;

onde: p = namerc de parametros do madeio,
n = namero de ensaios;
MQg = media quadratica da regreséoc
MQ, = média quadratica dos residucs

Para todos os extratos brutos os valores de F.qmp NO nivel de 95% de
confianca sao altamente significativos, ou seja, qualquer um dos modelos pode ser
usado para avaliar o efeito da interagéo entre os pardmetros estudados. Para decidir
qual modelo &€ mais adequado, foi feita uma comparagao dos valores da soma
quadratica dos residuos com os valores previstos (denominado nesta tese de teste V).
O teste V é fundamentado na diferenca entre valores medidos experimentalmente e 0s
previstos; portanto, quanto menor este valor, meihor sera a adequacao do modelo ao

sisterma de estudo.

Tanto para o extrato de amora quanto para o de uva, utilizando-se o teste Veo
teste F, concluiu-se que o modelo mais adequado para a analise dos dados € o linear,

cujas equacdes respectivas sdo dadas por:

Absorbancia =0,48 -0,40pH-3,1x10°T-4,0x 107t Equagédo 8
Absorbancia = 0.38-0,33pH 5,71x10°T 1,40 x10°t Equacdo 9

Pelos resultados do teste V obtidos para o extrato de jabuticaba, concluiu-se que
o modelo menos adequado é o cubico, pois apresenta um alto valor obtido na aplicacao
do teste V e um valor de F menor que os demais modelos. Apesar do modelo linear
apresentar um valor de F superior ao modelo quadratico, ele apresenta maior valor no
teste V, quando comparado com o modelo quadratico. Assim para decidir que modelo &
mais adequado aplicou-se um outro teste F (denominado nesta tese de teste F’) (Barros
Neto ef al. 1996) comparando a reducdoc na soma quadratica residual por unidade de

parametros adicionados a propria média quadratica do modelo contendo maior nurmerc
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de parametros. Se este valor nao for significativo, € porque nao € necessario aumentar

o0 numero de parametros. A relacdo de interesse € dada pela Equacao 10.

(SQ

Fi= : Equacdo 10
MQ,

quagiaics

-8Q

snear

¢ ]

f guadratica 7,

onde” SO jrear = SOMA guadratica residual do modelo linear,
SC quageatica = SOMa quadratica residual do modelo quadratico,
MO quadratica = Média quadratica residual do modelo quadratico e
d = a diferenca no ndmero de pardmetros dos dois modelos (nesse caso d = 10 -4 =6},

Utiizando os valores das Tabela 28, tem-se que 0 valor de F'5 € 2,78,
Comparando este resultado com ¢ valor tabelado no qual F'g47 = 4,45, no nivel de 95%
de confianga, concluiu-se que o modelo linear € melhor gue o quadratico, pois o valor
de F obtido n&o é significativo, ou seja, € menor que o tabelado. Assim, 0 modelo mais
adequado para a analise dos dados referentes ao extrato de jabuticaba & o linear, cuja

equacao e dada por:

Absorbancia=0,60-0,44pH-46x10°T- 28x107t Equacdo 11

Para o extrato de jambolao, os valores de F.1) (n.p S80 altamente significativos.
Entretanto, o valor superior para os modelos cubico e quadratico indica que estes
modelos explicam uma porcentagem de varidncia maior, quando comparado com o
modelo linear. Isto € esperado, uma vez que estes modelos usam mais parametros.
Pelos valores do teste V pode-se decidir que o modelo menos adeguado € o linear, pois
apresenta um alto valor pela aplicagac do teste V e um valor de F menor que os demais
modelos. Assim, para decidir qual destes modelos é mais adequado também foi
aplicado o teste F'. Utilizando os valores da Tabela 27, tem-se que o valor de g7, é
4 82. Comparando este resultado com Fg 17, que € 4,96, no nivel de 95% de confianga,
fol possivel concluir que o modelo quadratico & melhor que o cubico, pois o valor de F
obtido nio é significativo, ou seja, € menor que o tabelado. Assim, para a analise dos

dados referente ao extrato de jambolao a equagao € dada por:

A=17-0,85pH+4,3 1002 T + 77 10:% + 0,10pH2 - 25 10 T2 2.8 1008 2 1,08 PpHT -2,1 109 pHt+ 28105 Tt
Equacdo 12




5.8 L. Terci Aspectos Analiticos Resultados e discussdes g5

Pelos valores dos coeficientes estimados descritos nas Equagdes 8, 9, 11 e 12
& possivel observar que o aumento do pH, T e t influenciam negativamente no valor da
absorbancia, isto €, diminuem a sua intensidade. Sabendo. que a diminuigdo da
intensidade da absorbéncia estd relacionada com a degradacdo das antocianinas.
pode-se concluir que as antocianinas presentes nos extratos brutos das frutas sdo mais
estaveis a baixos valores de pH, T e {, tal como descrito em alguns trabalhos na
literatura, realizados com antocianinas purificadas (Cabrita ef al. 2000, Fossen et al.
1998).

Também foi possivel observar que o aumento da temperatura e do tempo de
estocagem influenciaram cerca de 6 e 8%, respectivamente, na degradacao das
antocianinas presentes no extrato de amora, enquanto que o aumento do pH exerce
uma influéncia de aproximadamente 83% na degradacao destes pigmentos. Para o
extrato de jabuticaba, a temperatura e o tempo de estocagem influenciam cerca de
0.8 % e 5 %, respectivamente na degradacio das antocianinas, enquanto que o pH
exerce uma influéncia de aproximadamente 73% na degradacao destes pigmentos.
Para os extratos de jamboldo e de uva, a temperatura e o tempo de estocagem
influenciam menos que 1% na degradacao das antocianinas, enquanto que o pH exerce
uma influéncia de aproximadamente 50 % e 87 % respectivamente, na degradacio
destes pigmentos.

A Iinfluéncia dos 3 fatores estudados pode ser visualizada nas superficies
apresentadas na Figura 30, onde € possivel perceber que somente ¢ pH afeta
significativamente a degradacio das antocianinas, de acordo com as condigdes e as
variaveis estudadas. Isto tambem foi observado nos estudos realizados pelos grupos de
Cabrita e colaboradores (2000) e por Abdel-Aal e Hucl (2003).

As superficies, que ilustram a influéncia dos parametros estudados obtidas para
0 exirato de amora, apresentadas na Figura 30, sao semelhantes para os demais
extratos. Assim, tomando-se o extrato de amaora como exemplo e considerando-se ¢ pH
constante, foi possivel observar a diminuicao da absorbancia em funcao do aumento do
tempo de estocagem. Observa-se também que o aumento da temperatura diminui a
intensidade da absorbancia num dado valor de pH. Entretanto, estas variagbes de
absorbancias nao sdo tao significativas quanto a diminuigédo da absorbancia em funcao

do aumento do pH. E adequado lembrar que outros fatores, tais como concentracio
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das antocianinas, luz, presenga de enzimas e composicdo da solucdo tampao, ndo

avaliados neste estudo, podem influenciar a estabilidade de extratos brutos de

antocianinas em meio aguocso.

(a) (b) (c)

Figura 30. Supertficies de resposta (absorbancia em 521 nm} para o extrato bruto de amora em
funcéo do pH e da temperatura. (a) t = 0 dia (apds 1h da extracao), (b) t = 30 dias e (c) t = 60 dias.

Exiratos alcodlicos

Durante a estocagem dos extratos alcodlico e aguoso das frutas, foi observado
visualmente que a degradacdo resultante da presenca de fungos efou coloragao
marrom & menor no extrato alcodlico quando comparado com 0 aquoso, nas mesmas
condigées de armazenamento. Para investigar a estabilidade dos extratos alcodlicos foi
feito um estudo, em meio acido (pH 1 a 2), considerando-se os fatores tempo e
temperatura de estocagem. Optou-se por estudar somente estes fatores devido a
grande influéncia do pH > 2 na degradacgao das antocianinas e também pela dificuldade
em medir pH de solugdes aicodlicas. Foram realizadas triplicatas de 9 ensaios,
seguindo o planejamento fatorial 3%, Os valores da Tabela 29 sdo médias e estimativas
dos desvios padrac dos 3 ensaios realizados para cada combinagdo de niveis de

fatores, num total de 27 ensaios para cada extrato.
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Tabela 29. Dados experimentais da determinacao de absorbancia para investigar o efeito tempo

de estocagem {t) e temperatura (T) na variacdo da absorbancia dos extratos aicodlicos.

) T t Extrato de Extra_to de Extrato de Extrato de
Ensaio ©C) | (dias) amota jabuticaba jamboldo uva _
{A=512nm) | {A =512 nm) {(A=517nm}  {A=513nm}
1 - 0,646 -G 003 | 081001 068002 07270007
2 - 0 0,64 =502 .82 =003 0,610 + G001 073+001
3 - + 067 +003 083003 ¢ 070003 0,70 = 0,01
4 0 - 0,66 + 002 0,82 = 0,03 0,64 =001 0,729 + 6,004
5 0 0 0647 +0009 | 080002 062=00 0,72 0,01
B 0 + 086+001 | 0797 {0005 0,74 +0.02 0.75 =001
7 + - 6,678 0009 08310003 0.69 + 6.01 0.73 - 0,01
8 + 0 0,64 + 001 0,82 + 0,03 0,667 = 0,006 | 0,743 £ 0,002
9 + + 0,68 + 0,01 080+ 0,02 0,66 + 0,02 0.763 + 0.004

Para estudar a interagaofefeito entre o0s principais fatores que afetam a
estabilidade das antocianinas em meio alcodlico, também se recorreu ao use de
modelos empiricos para a interpretacao dos dados experimentais. Em func&o do baixo
numero de pardmetros e por consequéncia, baixo numero de experimentos realizados,
a analise estatistica dos dados experimentais foi feita considerando-se apenas 0s
valores de F e de Press, {Predicted Residual Sum of Squares ou Soma dos Quadrados
dos Residuos Previstos). O valor de F testa a hipétese nula do modelo, cu seja: valores
grandes de F indicam que a variancia explicada pelo modelo & maior, isto €, o0 modelo &
estatisticamente significativo e ajusta satisfatoriamente ¢ conjunto de dados. Ja o valor
de Press indica como o modelo se ajusta acs dados experimentais; guanto menor o
valor, melhor & o ajuste. A Tabela 30 traz os resultados obtidos.

Para a escolha do melhor modelo para o extrato de amora, observou-se que ©
modelo linear é inadequado, devido a comparagéo dos valores de F e Press com os
para os modelos quadratico e cubico. Entretanto, para a escolha entre estes dois
modelos, além destes valores & foi necessario avaliar um outro pardmetro, ja que 0
modelo quadratico apresenta um melhor valor de Press, enquanto que o cubico
apresenta um melhor valor de F. Assim, para esta escolha deve ser levado em
consideracdo o numero de graus de liberdade (DF)} e quanto maior o DF, melhor € o
ajuste do modelo. O numero de graus de liberdade para ¢ modelo cubico € 7, enquanio
que para o quadratico € 3. Assim, o melhor modelo de ajuste para o extrato de
jabuticaba é o cubico. As Equagédes 13 a 16, que descrevem o modelo mais adequado

para cada extrato, estao descritas na Tabela 31.
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Tabela 30. Analise da variancia (ANOVA) para o ajuste dos modelos linear, cubico e quadratico.

Modelo Extrato v F Press Melhor modelo
linear é: 123 | 2.93x10°
AMORA clibico f: 5,56 8.07x10° Cubico
quadratico gZ 362 | 2,89x10°
linear éz 811x107 | 4,07x10°
JABUTICABA!| cubico ?b 7.20x107" 1 3,90x107 Quadratico
quadratico gi 1,59 2,82x10°
linear é: 3,40x10° | 2.40x107
JAMBOLAO : cibico —fb 7.8 5,10x10° Cubico
quadratico gb 166 | 540x10°
linear gb 2,35 | 3,88x10°
UVA clibico ;’} 3,.81x102| 7,61x107 Linear
quadréatico gZ 1,13 6,22x107
a. Regressao (modelo) b. Residuo

Tabela 31. Equactes dos modelos agjustados para os extratos alcodlicos das frutas.

Extratc Eqguagao

A=065+894x107t-875x107T +191x10°t7+ 1,72 x 10°1°-6,09 x 10" Tt + 524 x 10"

T + 7,23 x 107¢T? Equacao 13
jabuticaba A =081-508x10%t-3,67x10%T - 3,50x10°*- 1,51x10%T% 1.2 x10° (T Equacao 14
A=066-337x10"t-150x 10°T + 7,81 x 1072 + 1,19 x 10°T? + 1,85 x10™* {T - 2.33 x 10°®
T - 4,63 x 10°% T Equacdo 15
uva  A=073+ 450x10%% - 1,30 x 10°°T Equacao 16

amora

jambolado

Pelas equagbes descritas na Tabela 31, tal como nos extratos aquosos, o tempo
e temperatura de estocagem nao exercem influéncia significativa na degradacao das
antocianinas nas condicdes e variaveis estudadas.

Principalmente dois tipos de reagbes colorimétricas ndo enzimaticas ocorrem
durante a estocagem dos extratos contendo antocianinas: a coloracdo vermelha das
antocianinas € perdida e um pigmento de coloracdo marrom € desenvolvido

(Sondheirmer e Kertsz 1948). Embora a degradacdo das antocianinas nao seja
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significativa durante o periodo maximo de armazenamento proposto, a vida Gtil dos
extratos e limitada em funcd@o destas reagbes colorimétricas e da proliferacéo de
fungos.

Apoés 30 dias de armazenamento foi observada a presenca de fungos em todos
os extratos aquosos armazenados a temperatura ambiente e tamponados em pH 3 e 5.
Independentemente do valor do pH de tamponamento dos extratos, apos 60 dias todos
extratos armazenados a temperatura ambiente apresentavam fungos e coloragio
marrom ou amarela, resultante da decomposicao do extrato. Os extratos tamponados
em pH 3 e 5 e armazenados em geladeira apresentaram fungos apds 60 dias de
estocagem. Nao foi evidenciada presenca de fungos nem perda da coloragao dos
extratos armazenados em freezer doméstico. J& nos extratos alcodlicos, nao foi
evidenciada a presenga de fungos ou perda da ceoloragdc em nenhuma das condigdes
de armazenamento utilizadas pelo periodo de 60 dias. A degradac@o dos exiratos
brutos aquosos pela acdo de fungos & mais rapida, quando comparada com a
degradagao dos extratos alcodlicos correspondentes nas mesmas condigdes de
armazenamento.

A Tabela 32 traz o tempo de vida Util ou estabilidade dos extratos em fungéo do
aparecimento de fungos. Estes dados indicam que a degradacao das antocianinas é

mais rapida em temperaturas maiores e em meio aguoso.

Tabela 32. Estudo da durabilidade dos extratos em meio acido (pH<3).

Amora Jahuticaba | Jambolao |Uva
Extrato aquoso armazenado na geladeira 1 més 1 més 1 més 2 meses
Extrato aquoso armazenado no freezer 12 meses | 12 meses 12 meses | 12 meses
Extrato aquoso armazenado a Tay, 15 dias 15 dias 15 dias 1 més
Extrato alcodlico armazenado na geladeira | 12 meses | 12 meses 12 meses |12 meses
Extrato alcodlico armazenadao no freezer 12 meses | 12 meses 12 meses |12 meses
Extrato alcodlico armazenado a T, 12 meses | 12 meses 12 meses |12 meses

Com o objetive de aumentar o tempo de vida Gtil dos extratos aquosos, estudou-
se o efeito da adig&o de alguns conservantes, como acido citrico e formaldeido (formol).
A estabilidade dos extratos com os conservantes foi inicialmente acompanhada por
espectrofotometria na regido do visivel. A Figura 31 exemplifica os espectros obtidos

apés a preparacéo dos extratos de amora e jabuticaba
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2,5

extrato aquose + Acido cltrico 0.2 %
extrato aguose+ formol 0,2 %
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1.0

4.5

8.0+

38
25
20

1.5 -

Absorbiincia

1.8
0.5

0.6

extrato aguoso + aoide oittico 0.2 %
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Figura 31. Caracterizagio espectrofotométrica dos extratos aquosos de (@) amora ¢ (b)
jabuticaba sem e com a adicéio de conservantes,

Nos extratos aquosos e naqueles contendo acido citrico, observou-se que 0s
espectros de absor¢do apresentam o mesmo perfil. J4 nos extratos contendo formol
observaram-se alteracbes nos espectros de absorc8o. Além disso, foram observadas
alteragbes da coloracdo dos extratos e a propriedade de indicador de pH foi
prejudicada, pois se observou uma varia¢do pouco perceptivel da cor com o pH. Estes
séo alguns indicativos que as antocianinas reagem com formol, portanto este n&o pode
ser usado como conservante.

A adigio de acido citrico, em curto prazo (15 dias) ndo alterou as propriedades
dos extratos, porém também ndc melhorou a durabilidade. Desta forma, usar os
extratos alcodlicos ainda parece ser o mais recomendavel com bases nos presentes
resultados, quando se deseja uma maior durabilidade de extratos de antocianinas.

6.8. ReaclOes

6.8.1. Acido-base
6.8.1.1. Reacgdes de equilibrio quimico acido-base

A Figura 3 apresenta o esquema das principais transformagdes estruturais das
antocianinas causadas por variagbes de pH, acompanhadas da mudanga de coloragio.
Na literatura, existem algumas propostas de explicacdc do mecanismo das reacdes de
equilibrio quimico em fungdo do pH do meio em que as antocianinas se encontram.
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Algumas destas hipoteses consideram que o equilibrio quimico é reversivel, enquanto
outras apontam que, em meio muito alcalino, pH entre 13 e 14, ocorre a formacéo de
um chalcona, que leva a decomposicio da antocianina (Brouillard e Dubois 1977, Gross
1987).

Ao se elevar o pH dos extratos de frutas inicialmente acidificados até 13 e 14,
observou-se a formagdo de uma espécie amarela, provavelmente a pseudo-base
chalcona. Adicionando-se HCI nesta solucao até voltar ao meio acido, em torno de pH
1, a coloraggo vermelha do extrato foi recuperada. Assim, foi observado que os
mecanismos das reagbes de sistemas quimico em funcdo do pH envolvendo as
antocianinas extraidas das frutas estudadas sdo reversiveis sob determinadas
condigbes e tempo. Para os extratos dessas frutas, a reversibilidade das reacdes foi
observada por um periodo de até 8 h. Apos este periodo foi observada a formacao da
peseudo-base chalcona de modo irreversivel. Ja no caso dos extratos de uva e

jambolao ¢ sistema e reversivel mesmo apds um periodo de 72 h.

6.8.1.2. Caracterizagdo visual das antocianinas em fungdo do pH

Nas Figuras 32 a 35, que ilustram a variacio de cor dos extratos em funcéo do
pH, notam-se pequenas variagdes de cores e de intensidade na comparacéo entre os
extratos aquoso e alcodlico da mesma fruta e na comparacgao dos extratos obtidos com
as diferentes frutas estudadas. Este fato pode ser decorrente do fenémeno de auto-
associagdo das antocianinas presentes nos extratos. Este fendmeno é influenciado
pelas quantidades, tipos de antocianinas e interacdo com o solvente (Hoshiro et al.
1981). No caso da comparagéo entre extratos aquoso e alcoolico da mesma fruta, os
fatores mais significativos sao a quantidade de antocianinas presentes em cada extrato
e a interagdo com solvente, uma vez que os tipos de antocianinas extraidas sdo os
mesmos. O fendmeno de auto-associacdo pode também explicar os comportamentos
diferentes dos extratos de amora, jabuticaba, jamboldo e uva. Neste caso, os diferentes

tipos de antocianinas presentes exercem possivelmente uma grande influéncia.
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1 2 3 4 S & T B 95 10 11 1% 13

(@) b}
Figura 32. Escalas de pH obtidas com os exiratos de amora (a) aicodlico e {b) aquoso

1 2 3 4576 78 9 10 11 12 13 14 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 12 13 14

@ b}
Figura 33. Escalas de pH obtidas com os exiratos de jabuticaba {a) alcoolico e {b) aquoso.

Figura 34. Escalas de pH obtidas com os extratos de jambolo (a) alcodlico e (b) aquoso.

(@ b)
Figura 35. Escalas de pH obtidas com os extraios de uva (a) alcodlico e (b) aquoso.

Devido a significativa variagc8o de cor dos extratos das frutas em fungdo do pH,
considera-se que todos exiratos podem ser utilizados como indicador de pH,
diferenciando faixas estreitas.

A modificagdo de cor pode ser associada aos especiros de absorgdo dos
extratos em diferentes valores de pH, ou seja, com a modificacfo de Ama. As Figuras
36 a 39 apresentam os espectros obtidos em diferentes valores de pH para os extratos
aquosos e alcodlicos de amora, jabuticaba, jambolac e uva.
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Figura 37. Caracterizacio espectrofotométrica do extrato de jabuficaba (a) aquoso e (b)

alcodlico.
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Figura 38. Caracterizac&o especirofotomeétrica do extrato de jambolio (a) aquoso e (b) alcodlico.
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Figura 39. Caracterizacio especirofotométrica do extrato de uva (a) aquoso e (b) alcodlico.

Pelos espectros apresentados nas Figuras 36 a 39, foi possivel observar que as
caracteristicas espectrais sdo semelhantes para os todos 0s exiratos. Observou-se
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também que a variacdo do pH afeta a intensidade da cor das antocianinas. A
similaridade entre os espectros indica que todos estes extratos apresentam ¢ mesmo
tipo e distribuicao das formas em equilibrio. De um modo geral, em meio acido (pH 1-5)
a solugdo apresenta uma coloracao avermelhada, cuja maxima absorcao ocorre entre
512 e 520 nm, sendo que esta diminul a intensidade conforme o valor de pH aumenta.

Em pH 6-8, a coloragao predominante & violeta, sendo que a maxima absorcéo
ocorre entre 560 nm e 580 nm. Em pH 9-12, a coloragido predominante é a azul
esverdeada onde a maxima absorgdo ocorre entre 580 nm e 610 nm. Finalmente, em
pH mais elevado 13-14, aparece uma coloragao amarelada com forte absor¢ao abaixo
de 400 nm.

6.8.1.3. Determinacao do pK, aparente dos extratos

A importéncia da determinacao do pK, aparente esta relacionada a possibilidade
do uso de extratos brutos contendo antocianinas como indicadores acido-base.

A absorcéo de luz por uma substancia quimica depende de suas propriedades
fisico-quimicas, que estio estritamente relacionadas aos grupos funcionais presentes
na molécula. Estes grupos funcionais podem sofrer alteractes em fun¢ao do pH,
conforme a constante de equilibrio, ou seja, o pK, da substancia. Portanto, para a
caracterizacdo de substancias quimicas, a determinacao do valor do pK, € de grande
importancia.

Na literatura ha a descricdo de varios métodos para a determinag@o do pK,,
dentre os quais se destacam: titulacdo de solugdes supersaturadas; titulacdo em
mistura de solventes; determinacio espectroiotomeétrica pela avaliagdo de espectros de
UV-Vis e avaliacdo de dados de solubilidade. Os valores de pk, obtidos por estes
diferentes métodos sdo concordantes, entretanto trata-se de métodos utilizados para a
determinacado do pK, de substancias puras, com concentragdo conhecida (Sistovaris et.
al. 1991).

Os extratos de amora, jabuticaba, jamboldo e uva sdo misturas de substancias

cujas concentragdes sdo desconhecidas. No entanto, isto nao limita o uso destes

extratos como indicadores de pH.

PR S ——————
i
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Nos estudos com estes extratos, pode-se determinar os valores de pK; aparente
diretamente a partir da curva de titulagao, usando o método do “meio volume”. Desde
que ApH/AV seja pequeno na regidoc do “meio volume”, o valor de pKa aparente pode
ser determinado com exatidao (Jurg 1964).

Quando 50% de uma solugdo de um acido fraco HA é neutralizada com uma

base forte, tem-se que a concentracao de HA € igual a concentracdo de A"

Sendo
P %ﬂ Equacao 17
Fazendo a substituicao das concentragées, chega-se a:
K, ={H"] Equacao 18
ou pH=pk, Equacgao 19

Assim, os valores de pka aparente podem ser obtidos a partir do calculo da
primeira derivada das curvas de fitulagdo espectrofotométrica no ponto de 50% da
| titulacdo, onde pK, = pH (Flash 1994, Merkel ef. al. 1976). Para a determinagéo do pK,
aparenie, foram realizadas medidas de absorbancia na regiao do UV-Vis em funcao da
variacdo do pH, em meio acido (pH 1-7) e meio basico (pH 7-12). O mecanismo
simplificado das transformacdes estruturais das antocianinas em meio aquoso acido e

basico € apresentado na Figura 40.

OH
HO, 0 O OH
P H
OH

OAgucar

pH=1

(b}

Figura 40. Estruturas quimicas das antocianinas. (a) meio &cido (pH < 7} e (b) meio basico (pH >
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Na reac8o representada na Figura 40a ocorre a hidratacdo do cation flavilico
com a formag&o de grupo hemicetal, a pseudobase carbinol. A reagéo representada na
Figura 40b é caracterizada por um equilibrio tautomérico, com a formacdo da
pseudobase chalcona.

A Figura 41 exemplifica os espectros das antocianinas presentes nos exiratos
em meio acido, em funcdo do pH. Observou-se um decréscimo continuo da
absorbancia, em A =517 nm indicando ¢ desaparecimento da banda caracteristica do
cation flavilico com a formag&o da pseudcbase carbinol (incolor).

254 s B
3 8,7+
0,6-.- \x-
0.5 .’r'. pHa = 2,17 +/- 0,03
2,0 4 2 L
=) 24 3 A= 517 nm
b‘ 4,24 'g’
5 1,5 o "~
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: 132 8 T4 s TE T ee—pH 161
£ " oH ——— pH 2,01
2 1 cwne pH 2,57
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‘ e pH 7,09
0,0 -
¥ [ | ¥ [ E3 T T T T | u
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Figura 41. Espectros de absor¢do do extrato de jamboldo em meio &cido.

A variacdo de absorbancia em Amax de cada extrato permitiu construir um grafico
de absorbancia em fung&o do pH, do qual & possivel obter o valor do pk, aparente para
0 equilibrio representado no grafico inserido na Figura 41.

A pesquisa bibliografica realizada sobre determinagdo do pKa de antocianinas
indicou escassez de dados sobre este assunto. Foi encontrado somente um artigo, no
qual Sondheimer (1953) determinou o valor do pKa em meic acido para perlagonidina-
3-glicosideo purificada, obtendo um valor de 2, 98 + 0,06.
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A Figura 42 exemplifica os espectros de absor¢do das antocianinas presentes
no extrato de jamboldo em funcio do pH em meio ajcalino.
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Figura 42, Espectros de absor¢éo do extrato de jamboliio em meio bésico.

Na Figura 42 observa-se um grande aumento da absorcdo na regido do
ultravioleta, caracterizado pela formac&o da pseudobase chalcona. No caso do extrato
de jamboldo, a pseudobase chalcona apresenta coloragdo amarelo esverdeado, por
isso nota-se também um aumento na banda de absor¢do na regido do visivel, em torno
de 560-580 nm caracteristica desta coloragdo. Tal como a determinagdo do pK,
aparente em meio acido, a variacdo de absorbancia no comprimento de onda de
maxima absorc&o, permitiu construir um grafico de absorbancia em funcdo do pH
(inserido na Figura 42), do qual foi possivel obter o valor do pK, aparente para o
equilibrio descrito na Figura 40b.

Os valores de pK, aparentes obtidos para os extratos de amora, jabuticaba,

jambolao e uva estao listados na Tabela 32.
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Tabela 32. Valores do pka aparente dos extratos em meio aquoso.

Fonte sy {BIO)" PKascino PKapasico
amora 518 292002 | 822x005
. jabuticaba 512 3.05x007 | 825008
ambolao 517 217 +£0,03  10,03=x0,08
uva 515 3.01+004 904008

6.8.1.4. Papel indicador de pH

Papéis indicadores universais de pH s&o tiras de papel impregnadas com um ou
mais corantes indicadores acido-base que podem ser usados para a uma rapida
obtencdo de informacgio relacionada ao valor do pH de diversos tipos de amostras.

Os papéis indicadores de pH e acido-base sao largamente utilizados em
laboratorios industriais, de ensino e pesquisa. A facilidade do preparo de papel
indicador a partir dos extratos de amora, jabuticaba, jamboldo e uva e de papel de filtro,
aliada ao baixo custo estimulou a investigacéo da viabilidade do uso de papéis de filtro
impregnados com estes extratos como indicador de pH ou acido-base.

O papel indicador de pH obtido pelo recorte do papel de filtro resultante da
filtracao dos extratos apresentou viabilidade de uso, para distingao de meios acido,
neutro e basico, tornando-se vermelho, lilas e azul respectivamente. Seu uso pode ser
considerado uma opcao alternativa vidvel para substituicdo ao papel tornassol,
empregado para esta mesma finalidade.

Os papéis obtidos a partir do rapido mergulho nos extratos de amora, jabuticaba,

jamboldo ou uva apresentaram maior variagdo de cor, conforme descrito na Tabela 33.

Tabela 33. Variacgo da cor do papel de filtro impregnado com os extratos das frutas.

Extrato pH Cor Extrato pH Cor
1-2 rosa 1-2 rosa
3-6 filas ) i 3-8 lilas
Amora | /10 roxo Jabuticaba ' 7.12 roxo
11-12 roxo azulado 13 azul
13 azul 14 verde amarelado
14 verde amarelado 1-2 rosa
1-2 rosa 3 lilas rosado
3-8 lilas 4-8 filas
; 7-10 roxo Uva 7 litas azulado
Jambolao [ g roxo 8 azul acinzentado
11-12 roxo azulado 9-10 roxo azulado
13 azul 11-13 azul
14 verde amarelado 14 verde
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Apos o estudo da variagdo da cor destes papéis indicadores em funcao do pH,
mediu-se 0 pH de solugdes aquosas e produtos de limpeza com o papel de filtro
impregnado com os extratos, comparando-os com os obtidos por medidas realizadas
com papel indicador universal comercial Merck®. A Tabela 34 descreve os resultados
obtidos, os quais indicam que o papel indicador alternativo pode ser usado com

consideravel confiabilidade para medidas de faixa de pH em meio aquoso.

Tabela 34. Comparacao entre os resultados obtidos na determinacdo do pH utilizando o papei
indicador alternativo com ¢ papel indicador universal.

Solugio ?r?it::ri{:; Indicador Ir?dica:dor de | Indicador in_dicadof de |
comercial de amora | jabuticaba de uva jamboldo
NH; 0.1 mot.L™” 1 11-12 11-12 11-13 11-12
Kl 10% 7 7-10 7-12 6-7 3-8
NaOH 0,1 mol.L” 13 13 13 11-13 13
HCI1 0.1 mol.L™ 1 1-2 1-2 1 1-2
KCi 0,2 molL™ 6 3-6 3-6 6-7 3-6
Acido acético 0,1 mol L 3 3-6 3-6 3 3-6
Vinagre (rosado) 3 36 3-6 3 36
Desengordurante (amarelo) 12 11-12 7-12 11-13 12
Desengordurante {(azul) 11 11-12 7-12 11-12 12
Desinfetante (verde) 8 7-12 7-12 8 7-10
Desinfetante (lilas) 8 7-12 7-12 8 7-10
Desinfetante (amarelo) 8 7-12 7-12 2 7-10

A maioria dos papeis indicadores universais de pH é obtida a partir da
impregnacao de papéis apropriados com solugdes de indicadores sintéticos e secos
sob uma atmosfera inerte e condi¢des constantes (Erwin ef af. 1989).

De acordo com o procedimento usual para a obtencio de papel indicador de pH,
€ necessario comprar ou sintetizar todos os indicadores utilizados na impregnacao do
papel e controlar a etapa de secagem.

Em funcdo dos resultados satisfatdrios obtidos com os papéis de filtro
impregnados com os extratos de amora, jabuticaba, jambolac e uva, também foi
desenvolvido um papel indicador de pH universal utilizando todas as frutas.

Os papéis indicadores de pH universais obtidos apresentaram uma nitida
variacdo de cor em funcao do pH, que foi caracterizada de acordo com sistema de

cores Pantone Matching System®. A Figura 41, mostra a varia¢ao de cor em funcéo do
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pH dos quatro pigmentos (antocianinas extraidas das frutas) impregnados no papel de

filtro, bem como o codigo das cores do sistema Pantone Matching System®.

pH 1 2 3 4 5 8 7 8 g 110 11 12 13 14

H

Figura 43, Escala de pH oblida com o papel indicador de pH feito a partir dos extratos das
fruas. Alguns cédigos de cores Pantone®, tidas como primérias, ndo apresentam c6digos numéricos.

Como observado na Figura 43, a estreita faixa de pH apresenta um desempenho
comparével aos papéis indicadores de pH comerciais, istc levou a elaboragéo de um
relatorio técnico para pedido de patente - Anexo 2. E importante salientar que estes
papeéis sao estaveis por um periodo de 12 meses.

6.8.1.5. Uso dos extratos como indicador em volumetria de neutralizacdo

Volumetria de neutralizacdo ou volumetria acido-base é uma técnica de analise
quimica que se aplica & determinagio de substancias de caréter acido ou basico.
Fundamenta-se, de modo simplificado, na reagéo entre ions H" e OH™

H" + OH == H0 Equacdo 20
Uma das maneiras usadas para se detectar o ponto final das titulacGes &cido-
base envolve a variagdo de cor de algumas substancias chamadas indicadores, que
s&0 &cidos ou bases orgénicas fracas que apresentam coloractes diferentes para suas
formas acida ou forma basica, dependendo do pH da solucdo que os contém.
Como as antocianinas apresentam coloragdes diferentes em fungdo do pH do

meio em que se encontram, existe g possibilidade destes corantes asiuarem como
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indicadores em titulagbes &cido-base. A Tabela 35 apresenta as mudancas de cores
dos diferentes extratos, quando usados como indicadores em fitulagbes de acidos
monopréticos. A Figura 44 apresenta duas fotos, para ilustragéo.

Tabela 35. Coloracio inicial (1) e final (2) dos exiratos em titulacio acido-base.

Sistema Amora Jabuticaba Jamboldo Uva
1 1 k] 1
HCNaOH é‘:ﬁ% g;zs% vrg;a%z o 1
rosa
MU | e | o | e o
HAG/NaOH cri?zgzaa2 1 /a 1 amareIC)r((-;zv.ij:ergie:ad{:2 J:;aez 1
NaOH/HCI azul es;vo;geado 1 ﬁ?a? an::sr:%o1 azul e?(\;r:;:tzie;ado1
NaOH/HAGC azul e?\ézfageado | \:g;i; af?:;:%o | azul ef::;g!eado1
NHy/HCI azui esr\;t:;dzeado n/a amarelo rgzvégrdeado azul e?;sear(zieado

n/a: ndo se aplica. Os extratos de jabuticaba s&o inadequados como indicadores em sistemas
envolvendo acidos ou bases fracos.

(a) )

Figura 44. Mudancas de cores do extrato de jamboldo, guande usado como indicador em
volumetria de neutrafizac&o. Deterrninagio (a) de HCI com NaCOH e (b) de NaOH com HCI.

Para avaliar a adequacio dos exfratos de antocianinas para utilizagdo nas
titulagcdes, foram considerados os desvios entre os volumes dos pontos finais
detectados com o uso do extrato, com os indicadores convencionais e pelo método
potenciométrico. Os resultados obtidos na titulagdo dos diferentes sistemas acido-base
em presenca dos extratos de amora, jabuticaba, jamboléo e uva como indicadores em
comparagdoc com indicadores convencionais € com titulagbes potenciométricas séoc
apresentados na Tabela 36.
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Tabela 36. Comparac&o entre os resultados de detecgdo dos pontos finais em titulagdes acido-
base, utilizando-se os extratos das frutas, indicadores convencionais e potenciometria.

Extrato aguoso Extrato alcodlico

Sistema Erro relativo(%) Erro relativo{%)
Pel | PeElieE Pel | PeE  leE

HCI/NaOH 04 0.2 04 0.4 0.2 0.4

HCH NH, 06 2 1 0.5 1 1

Amora HAc/NaOH | 0.2 1 1 0,2 1 0.8
NaQHMHCI 0.2 0.3 0.5 0.2 0.4 0.2

NaOH/HAc | 0.3 1 0.7 04 1 0.6

NH;/HCI 0.4 1 0,7 04 1 0.5
Jabuticaba HCWNaOH 0.1 1 1 0.1 0.3 0.1
NaOH/HCI 0.1 09 1 01 07 a,5

HCYNaOH 0,2 0.3 0.1 0.3 0,2 0.1

HCH NH; 0,6 09 0.3 0,2 0.3 0.1

= HAc/NaQH | 0.2 02 0.1 0.8 0.5 o1

Jamboiao

NaQH/HCI 09 0.7 0.3 0.6 0,5 0.1

NaOH/HAc © 0.3 0.7 0.4 0.6 0.1 Q7

NH3/HCI g2 0.1 0.3 0.8 0.8 0.4

HCUNaCH 0.1 0.1 0.2 0.3 0.1 0.2

HCl NH; 03 0.2 0.3 0.1 0.2 0.3

Uva HAcMNaOH | 0,2 0,2 04 0.3 0.1 0.2
NaQH/HCH 0.8 0.4 04 0.3 0.2 0,1

NaQH/HAc | 0.9 04 06 0,6 0.2 0.4

NH4/HCI 02 | 04 06 0,8 0.2 0.8

* Média de 3 determinagdes.

Condicles: volume de acido titulado = 25,00 mL; bureta de 50 mL, todos os reagentes
utilizados em concentracées proximas a 0,1 mol.L™.

P = titulacao potenciométrica

| = titulacdo utilizando-se indicadores convencionais (fenolftaleina, vermelho de metila, efc)
E = titulacao utilizando-se 5 gotas dos extratos de fruta como indicadores

Para a discussao dos resultados descritos na Tabela 36, visando a avaliagdo da
adequacdo dos extratos antocidnicos como indicadores do ponto final de titulagdes
acido-base, faz-se necessario salientar alguns pontos:

1. Dados da literatura consideram aceitavel a variacdo de 0,1% entre os volumes
gastos em titulagéo (Skoog ef al. 1997). Entretanto, considerando a propagagao dos
erros inerentes a todas as demais etapas do procedimento, pode-se estimar que a
varia¢ao final dos resultados pode superar 0,1 %.

2. Parece haver um senso comum em aceitar variagdes de 0,1 % nos resultados
de triplicatas de titulagbes nas aulas experimentais de ensino superior. A literatura

consultada, porem, ndo documenta este aspecto.
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3. Segundo Couto e colaboradores (1998) que avaliaram a adequacio de
extratos de flores para a determinacao do ponto final de titulagées acido-base, para fins
didaticos pode-se aceitar um erro relativo de até 3%.

Nesta tese, o objetivo primordial do estudo da utilizacde de extratos
antocianicos em volumetria acido-base estava relacionado aoc seu uso em aulas
experimentais em diversos niveis, incluindo o ensino médio. Neste nivel de ensino, os
aspectos mais importantes estao relacionados as reactes quimicas, estequiometria de
reacdo e calculo de concentracbes, ndo sendo abordados aspectos anaiiticos, tais
como exatiddo e precisdo. Na tentativa de generalizar as conclusdes, foram
considerados extratos adequados para uso como indicador de ponto final de titulagdes
acido-base, aqueles que resultaram em erros relativos menores que 2% quando
comparados com os indicadores convencionais e/ou titulacdo potenciométrica.

De acordo com resultados descritos na Tabela 36, verificou-se que entre
titulagdes potenciométricas e visuais usando 0s extratos de amora, principalmente
quando se tém sistemas envolvendo acido ou base fraca, 0s erros relativos variam
entre 1 % e 2 %. Isto se deve & mudanca gradual de cor nas imediacbes do ponto de
equivaléncia, o que dificulta a visualizagdo do ponto final da titulacao. Entretanto,
apresentam erros relativos menores que 0,5 % na determinacdo do ponto final em
titulacdes acido-base que envolvam acidos efou bases fortes.

Os extratos de jabuticaba ndo sao recomendaveis para a determinacao do ponto
final da titulacdo em sistemas que envolvam acidos ou bases fracas, pois a mudanca de
cor € pouco perceptivel. Pelo fato da mudanca de cor ser muito gradual, os resultados
obtidos apresentam erros em torno de 3%, quando comparados aos resultados de
titulacdes potenciomeétricas ou visuais com indicadores convencionais.

O uso dos extratos de jambolao e de uva apresentou erros relativos menores que
1 % para todos os sistemas acido/base estudados.

Titulagbes potenciométricas fornecem resultados mais exatos e precisos, quando
comparadas com titulagcdes visuais. Em alguns casos verificou-se que o erro relativo
entre as titulagdes potenciometricas e as visuais, usando indicadores convencionais, foi
maior do que aquele obtido comparando-se as fitulacbes potenciométricas com as
visuais utilizando-se o extrato de uva, principalmente quando nos sistemas envolvendo

acido ou base fraca. Devido a facilidade de obtencao dos extratos das frutas estudadas,
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bem como a diferentes épocas de disponibilidade destas, 0 uso destes indicadores
podem ser favoraveis.

A utilizagBo destes exiratos pode representar uma alternativa viavel para
aplicagbes didaticas.

Também foram realizadas titulagbes espectrofotométricas com o objetivo de
acompanhar as variagbes de cor da solugdo, que esté relacionada as diferencas de
absorbancia em dados comprimentos de onda.

De acordo com a Lei de Beer, a absorbancia é diretamente proporcional a
concentracBo da espécie absorvente. Consequentemente, quando uma titulagio
envolve uma espécie absorvente, a representacdo da absorbancia num determinado
comprimento de onda fixo, em fungdo do volume adicionado da solugdo titulante,
consiste em duas retas inclinadas que se cortam no ponto final da titulagio (Skoog
1896). Entretanto, nas titulagbes realizadas ufilizando-se o0s extratos das frutas,
observou-se a presenca de 3 bandas absorventes, por isso os graficos da absorbancia
em funcdo do volume de titulante foram construidos em 3 comprimentos de onda,
conforme exemplificado na Figura 45. Foram escolhidos os comprimentos de onda de
360 nm, 520 nm e 620 nm, que s30 referentes 4 maxima absorcio das diferentes
bandas coloridas predominantes nos diferentes meios reacionais.
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; ] e ) =B 2 M
0,24 - ——— i G0 nm 0,20 ——4 = 620 nm
i 3 2520 M } /,,,/”
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Figura 45. Titulagao espectrofotométrica utilizande exirato de uva, (a) determinacio de HCI com
NaOH e (b) determinaco de NaOH com HCL
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Pelas curvas das titulagbes espectrofotométricas obtidas com os extratos das
frutas, verificou-se que o volume do ponto final da titulacdo independe do comprimento
de onda considerado. Entretanto, a Figura 45 indica que a titulacio espectrofotometrica
realizada em comprimentos de onda na faixa de 400 nm a 600 nm é mais adequada,
tendo em vista que valores superiores ndo apresentaram variacdo significativa de
absorbancia no decorrer da titulagédo, o que resulta em erros maiores.

Com extrato de uva, a coloragéo inicial da solugdo na titulagdo de base pela
adicdo de acido € azul esverdeada. Com a adigéo do titulante (acido), a solucdo vai
perdendo a colora¢ao até ficar praticamente incolor. Neste ponto, ocorre uma viragem
do indicador, correspondente ao minimo valor de absorbancia. Continuando a adigéo de
acido, a solugao adquire coloragéo rosa, por isso ¢s valores de absorbancia em 522 nm
aumentam novamente e este ponto é detectado como ponto final na titulagdo visual.
Ja no caso da titulacdo de acido pela adicao de uma base, a coloragéo inicial do titulado
& rosa e, conforme o titulante (base) é adicionado, a solugao vai descolorando até ficar
praticamente incolor. Neste ponto ocorre uma viragem do indicador, correspondente ao
minimo valor de absorbancia. Continuando a adigéo de titulante, ou seja, apds o volume
do ponto final da titulacdo, a solugdo adquire coloragdo azul esverdeada, por isso 0s
valores de absorbancia em 522 nm aumentam novamente e este ponto é detectado
como ponto final na titulacao visual. A Figura 45 ilustra essas mudancgas.

Com extratos de amora, jabuticaba e jamboldo, a titulacdo espectrofotométrica
apresentou o mesmo perfil, havendo apenas algumas variagdes nas cores dos
indicadores.

A utilizagdo dos indicadores naturais também foi avaliada num sistema
envolvendo acido poliprético. Teoricamente, as curvas de titulacdo destes acidos
deveriam apresentar nimeros de pontos de equivaléncia iguais ao numero de atomos
de hidrogénio. Enfretanto, na pratica, este fato n&o & sempre observado devido aos
baixos valores de constantes de ionizagdo, que levam a uma mudanca muito suave de
pH nas proximidades dos pontos de equivaléncia.

Titulagbes visuais de acidos poliproticos, como de acido fosforico, requerem
cuidados especiais, pois, usualmente, envolvem o uso de mais de um indicador acido-

base para identificar o ponto final da titulago, além da adicédo de eletrélitos.
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Visando testar a aplicabilidade das antocianinas como indicador para titulacéo de
acidos poliproticos, foram realizadas titulagGes visuais e espectrofotométricas para
determinacéo de acido fosfarico.

Para avaliar a adequacao dos extratos na determinacio de acido fosférico, foram
realizadas titulagbes visuais na presenca dos extratos come indicador, em comparacao
com o método de titulagdo convencional, utilizando-se alaranjado de metila e
timolftaleina (Baccan et al 2001), e com titulagdo potenciométrica. Os resultados
obtidos, descritos na Tabela 37, indicam que o uso dos extratos de amora, jamboldo e
uva apresentam erros relativos menores que 4% quando comparados com a titulagao
potenciomeétrica na determinacao do primeiro ponto de equivaléncia e erros inferiores a
1% na determinacao do segundo ponto de equivaléncia. Foram obtidos valores de erros
relativos semelhantes na comparagéo com os resuitados obtidos enfre a titulacéo
convencional e a potenciométrica. Neste contexto, pode-se considerar que estes
extratos servem como indicadores dos pontos finais de titulacées de acido poliprético,

como o acido fosférico.

Tabela 37. [Resultados de deteccio do primeiro e segundo ponto de eguivaléncia na

determinacaa de acido fosfarico.

1 . Volume® Erro relativo | Erro relativo |
Extrato | Volume (mlL)} (mL)* do 12 PE (%) | do 22 PE (%)
agquoso 11,89+ 0,02 2390004 1 0.4
Amora —
alcodlico 11,85+ 0,04 23852002 1 06
. aguoso 11,73+002 23,97 £0,02 2 0,3
Jamboiao e
alcodlico 11,55+ 0,04 24 00+0,04 4 02
Uva aquoso 12,152 0,04 2390002 1 06
alcodlico 12,10+ 004 24.00+004 1 0,2
titulagao convencional | -—-- 11,60 % 0,02 2410 £ 0,04 4 0,2
titulagdo potenciométrica — 11,99 £ 0,01 24042002 1 ——— | e

1. Média de 3 determinacdes do primeiro ponto de equivaléncia.

2. Media de 3 determinag¢oes do segundo ponio de equivaléncia.

* Condicdes: volume de acido titulado = 25,00 mL; bureta de 50 ml, todos os reagentes utilizades em
concentracées proximas a 0,1 mol.L™: extrato: 5 gotas.

Obs. Os exiratos de jabuticaba n&o apresentaram resultados satisfatorios para a deteccao do ponto final
da titulacao do primeiro ponto de equivaléncia,

Na titulagdo espectrofotométrica utilizando-se uma solugdo padrdo de NaOH
0,1042 mol L™, solugao de HsPO4 0,05 mol L', extratos de amora, jambolao e de uva,
observou-se uma variagéo de absorbancia pronunciada entre o primeiro e o segundo
ponto de equivaléncia, confirmando a possibilidade do uso destes extratos para a

determinagdo do primeiro e do segundo ponio de equivaléncia do acido fosforico de
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uma maneira simplificada, quando comparada com a titulag&o convencionai. A Figura

46 exemplifica o perfil desta titulacao.
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Figura 46. Titulago espectrofotométrica para determinacao de H;PQ; com NaOH em 517 nm.
(a) Extrato de jambolao aquoso. (b) Extrato de jambolao alcodlico.

Pela Figura 46 também é possivel observar que o volume do primeiro e do
segundo pontos de equivaléncia estdo proximos dos valores calculados teoricamente:
12,00 mL e 24,00 mL.

Com os exiratos de amora, a coloragao inicial do titulado era vermetha, mudando
para rosa no primeiro ponio de equivaléncia e para cinza no segundo ponto de
equivaléncia. Com os extratos de jambolao, a coloragao inicial do titulado era vermelha,
mudando para incolor no primeiro ponto de equivaléncia e para verde-amarelado no
segundo ponto de equivaléncia, indicando o téermino da titulagdo. Ja no caso dos
extratos de uva, a coloracao inicial do titulando também era vermelha, mudando para
rosa primeiro ponto de equivaléncia e depois para azul esverdeado no segundo ponto

de equivaléncia.

6.8.2. Reagdes de oxido-redugéo

A presencga do ion oxdnio positivo proximo a posicdo C; torna as antocianinas

susceptliveis a ataques nuclecfilicos. A oxidacao das ligagdes duplas pode descolorir as
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antocianinas, causando a clivagem do anel nas posigcdes C, ou C. (Berke ef. a/. 1998,
Brouillard e Chahine 71980, Sondheimer e Kertsz 1952).

As antocianinas reagem com hidrogéniossulfito de sodio sendo reduzidas e
perdendo a coloracdo, conforme descrito na Figura 47 (Berké et al. 1998). Esta reacao
representa a adicao do anion ao carbono C;, no anel em que se ocaliza o cation
flavilico, ou seja, o anel formado pelo oxigénio. Neste caso, a perda da cor esia
relacionada ao fato do anel perder uma ligagao dupla pela formacgao do novo composto

com o bissulfito de sédio, diminuindo a capacidade cromdfora (Berké et. al. 1998).

OH OH

NEHSOS HO

‘ 7~ OGlicosideo i > “OGlicosidec
OH oq H SOsNa

Figura 47. Esquema da reacio de dxido-reducdo entre uma antocianina genérica ¢ bissuifito de

sodio.

No presente trabalho, foi proposta a reagdo das antocianinas presentes nos
extratos de jambolao com cloro livre utilizando-se os mesmos principios da reagao de
oxido-reducio descrita anteriormente.

Para a caracterizagdo visual e espectrofotométrica da reacao de cloro livre com
os extratos de jamboldo, em um tubo de ensaio, foram adicionados 5 mL de uma
solucao de NaClO 0,55 g L e 500 pL do extrato alcoolico ou aquoso. Apos a adigao
do extrato o valor de pH deveria permanecer constante (pH = 10) e a solu¢do deveria
adquirir uma coloracao verde. Entretanto, obteve-se uma solugao de coloragdo amarela
quase incolor e o valor de pH caiu para 6. Adicionando-se NaOH ou HCI na solugao
resultante no tubo de ensaio, as reacgdes caracteristicas das antocianinas em meio
aquoso deixaram de ser notadas.

A Figura 48 apresenta os espectros da solucdo resultante da mistura de cloro
livie com extrato de jamboldc e o espectro esperado de uma solugdo de pH 10

contendo o extrato.
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Pelos resultados obtidos nos testes visuais e na caracterizacao
espectrofotometrica, pode-se propor a ocorréncia de uma reacdo entre as antocianinas
presentes no extrate de jamboldo com o cloro livre. Este fato & evidenciado pela

auséncia das absorgdes referentes as antocianinas em pH 10.

2.0
254

P ¢lore livre + extrato de jambolde

P e Selugdo tampéo pH 10 + extrato de jamboléac
20

Absorbancia

¥ T T T T ¥ 7 T T T ¥
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Figura 48. Espectros da solucao resultante da mistura de cloro livre com o extrato de jambolao e
de uma solugdo de pH 10 contendo o extrato de jamboldo.

Os testes visuais indicaram também que a reacdo ocorrida deveria ter destruido
as antocianinas de modo irreversivel, uma vez que a propriedade de mudanca de cor
das antocianinas em funcao do pH deixou de ser notada.

Tendo em vista os resultados obtidos, foi proposto o desenvolvimento de um
método analitico para a determinagéo de cloro livre em produtos bactericidas de uso
domestico - agua sanitaria e dicloroisocianurato de sédio - utilizando-se extratos de
jambolao.

Agua sanitaria é uma solugdo aquosa de hipoclorito de sédio, hidréxido de sédio
e agua. Esta solugdo é preparada pela injegao de gas cloro a uma solucédo de hidréxido
de sodio, gerando NaClO (Vogt el al. 1985, Clapper et. al. 1979), sendo que “cloro
ativo” € a quantidade de “cloro livre” produzido pela acidificacdo desta solucao (Siss
1985).

Dicloroisocianurato de soédio - Figura 49 - é preparado pela reagdo de acido

hipocloroso e aminas, amidas, iminas ou imidas, gerando “cloro livre” quando dissolvido
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em agua (Dychdala 1991). Tabietes de dicloroisocianurato de sédio podem ser usados
para a esterilizacdo e desinfecgdo de dgua potavel, vegetais e agua de piscina
(Dychdala 1991, Odlaug e Pflug 1976, Blatchley 1994).
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Figura 49. Férmula estrutural do dicloroisocianurato de sodio.

Usualmente, titulagbes colorimétricas e iodométricas sdo utilizadas para a
determinac&o de hipoclorito como “cloro livre” (Taras ef al. 1971, Tian e Dasgupta

2000). Em meio acido, hipoclorito atua como um agente oxidante:
OCl + 21+ 2H" ~ I, + Cl +H,0O Equagdo 21

Na presenca de excesso de iodeto, o ion triodeto (I3°), que apresenta um maximo
de absorcado em 370 nm, é formado e pode ser medido por técnicas
espectrofotometricas. A desvantagem do método iodométrico é a facil oxidagao
aerdbica dos ions iodeto em solugdes fortemente acidas. Contudo isto pode ser evitado
se a solugao nao for estocada e o acido for adicionado in situ (Taras et. al. 1971, Tian e
Dasgupta 2000).

Tian e Dasgupta (2000) descreveram um método para a determinacgéo de cloro
livre em efluentes industriais cloro-alcali por injecao em fluxo, baseado na descoloracao
do alaranjado de metila, um indicador acido-base.

Nesta tese, & proposta a descoloragdo das antocianinas presentes no extrato de
jambolao para a determinagao de cloro livre.

Os experimentos foram realizados em meio acido (pH 1) para garantir a
presenca das antocianinas na forma de cation flavilico e tambem a geracéo de cloro
livre. Foi observado que a descoloragdo das antocianinas é influenciada pela
quantidade de cloro livie presente na solugéo. As solugBes passam de vermelho a

incolor, em fungéo da concentracao de cloro livre - Figura 50.
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Figura 80. Escala colorimétrica para a detenninac8o visual de cloro livre. Concentragéo nos
tubos de ensaic (Mg LY: (1) 0 (2) 14 - 28 (3) 41 - 55 (4) 69 — 82 and (5) > 96.

Apos estes estudos preliminares foram realizadas medidas espectrofotometricas,
com o objetivo de investigar o estabelecimento de um método espectrofotometrico e um
método visual para a determinac&o de cloro livie com a utilizagdo de extratos de
jambolao.

No desenvolvimento do método especirofotométrico, os resultados obtidos,
indicaram uma relacio linear entre as concentragdes de antocianinas e de cloro livre.

A proposta foi testada para determinacdo de cloro livre em produtos de limpeza
com um procedimento de andlise bastante simples. A analise de cloro livre em agua
sanitaria é realizada com o objetivo de avaliar seu poder de desinfecgo.

Os resultados das andlises de produtos de limpeza indicaram a possibilidade da
utilizacdo do procedimento utilizando-se comparagdo visual para experimentos
didaticos para o ensino médio, técnico efou superior. No ensino superior, em aulas de
Quimica Analitica Instrumental, existe a possibilidade de realizar experimentos para a
verificacdo da Lei de Beer e para a determinacio de cloro livre através de medidas
espectrofotométricas.

Para a determinacdo espectrofotométrica de cloro livre, a curva analitica da
Figura 51 foi construida utilizando-se uma solug&o padréo de cloro livre 55 mg L™




5. B. L Terci Aspectos Analiticos Resultados e discussoes 123

3.0

}’!

2.5

2.0+ C

18

1.0+

Absorbancia (518 nm)
M
v{Ii

05+

L1

00 e l — -
¢.00 Q.01 062 0,63 9,04 Q.05

C @Lh

Cioro bvre

Figura 51. Curva analitica para a determinacdo de cloro livre em amostras de higienizadores.
AbsOrbancia sieam = 2,77 - 51,2 Cuor iwe: Coeficiente de correlacéo linear: -0,9991.

Para a determinagéo visual utilizou-se a escala colorimétrica ilustrada na Figura
50, embora, um outro modo para a determinagao colorimétrica possa ser feito usando a
escala de cores Pantone®’, como mostrado na Tabela 38.

Tabela 38. Determinac&o da concentragéo de cloro livie em amostras de higienizadores usando
a escala Pantone®.

Concentragiio (mg L) Namero da cor d:He:cala Pantone®
0 213
14 — 28 212
41 -~55 210
69 — 82 217
> 96 incolor

Os resultados mostrados na Tabela 39 indicaram a viabilidade do uso da
determinacédo espectrofotométrica e visual de cloro livre em produtos bactericidas
usando uma interessante reacdo com extrato de jamboldo. Observou-se também que o
erro relativo para a determinacao de cloro livre nos tabletes de dicloroisocianurato de
sodio foi maior que aqueles obtidos para as solugdes de hipoclorito de sédio, quando
comparado com o método padrdo. Contudo, o resultado obtido pelo método proposto

apresentou um valor mais proximo ao rotulado pelo fabricante. E possivel que a matriz

“ A escala de cores Pantone® pode ser obtida a partir de programas computacionais como o Corel
Draw® ou pode ser adquirido um guia Pantone® em lojas especializadas.
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organica da amostra possa causar interferéncia nas analises pelo método padrao, ja

que € indicado especificamente para solugdes de hipoclorito de sodio.

Tabela 39. Resultados da determinacio da concentragdo de cloro livre em amosiras comerciais

: Método Meétodo Erro relativo” |
Amostra Fabricante Espectrofotométrico Visual ASTM D2022 (%) :
agua sanitaria (A) 120-25gL | (225+03)gL’ 21-31gL | 2234gL" 07
agua sanitaria (B) | 20 —24 g L. (207 +03)gL” 21-31gl’ | 2094gL’ 1
dicloroisocianurato
de sodio 300 mg (304 = 2y mg 249 ~374mg 317 mg 4

*Comparacac entre 0 método espectrofotomeétrico € 0 metodo ASTM.

Os metodos desenvolvidos sdo simples, usam poucos reagentes, apresentam
baixo custo e sao rapidos, quando comparados com analises volumétricas. Devido a
estas caracteristicas favoraveis, pode-se recomendar a utilizacédc destes métodos em
escolas que nao possuem sofisticada infra-estrutura laboratorial para o ensino de
diversos conceitos quimicos fundamentais, dentre os quais se destacam: equilibrio
quimico, solugdo tamp&o, analises quantitativa e reagdes de branqueamento. Trata-se
de uma boa opcao de tentativa de contextualizagdo experimental, pelo uso de
compostos naturais e amostras comerciais. Além disso, representam opcdes
interessantes para o desenvolvimento de habilidades laboratoriais como preparc de
solugdes e procedimentos de extragao/separagao.

Foram estudadas algumas figuras de mérito, visando comparar os resultados
obtidos com a utilizagao do extrato bruto e do extrato purificado de jambolac para a
determinagdo de cloro livie em produtos higienizadores. Os valores obtidos estao
descritos na Tabela 40, o qual indica os valores das principais caracteristicas para a
avaliacdo do método mais adequada para a obtencao dos resultados analiticos
desejados. A seguir descreve-se cada uma destas caracteristicas que foram estudadas
e usadas para a comparag¢ao dos métodos desenvolvidos: (ICH 1994, ICH 1996)

» Sensibilidade: o método € considerado sensivel quando uma pequena
mudanga na concentragdo ou quantidade do analito” causa uma grande mudanga no
sinal analitico. E definida como o coeficiente angular da curva analitica.

« Limite de detecgdo. € a menor quantidade de um analito em uma amostra que

pode ser detectada e calculada, mas nac necessariamente quantificada com exatidao.

* Analito: nesta tese é definido como substancia a ser analisada, ou seja, a espécie de interesse.



D.B. L Terci Aspectos Analiticos Resuliados e discussdes 125

Ha varias maneiras para calcular o limite de deteccdo. Nesta tese, foi calculado pela
estimativa do desvio padrio, resultante das medidas de 12 amostras tidas como
branco {sem cloro fivre). Assim, LD = 10xs, onde LD = limite de detecgdo e s =
estimativa do desvio padrio do branco.

* Limite de quantificagdo: é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser quantitativamente determinada com precisdo e exatiddo adequadas. Foi
calculado utilizando-se a seguinte expressio: LQ = 3xLD, onde LQ = limite de
quantificagéo e LD = limite de deteccao.

* Precisdo (repetibilidade): expressa a concordancia dos resultados analiticos,
cujas medidas tenham sido feitas exatamente do mesmo modo. Foram feitas O
determinagbes, ou seja, andlise em triplicata de 3 amostras com concentragoes
diferentes conhecidas. As concentracdes foram escolhidas em 3 niveis da faixa linear:
inferior, intermediario e superior. Foi calculada pela expressao: %P = (100xs)/M, onde
P = precisé@o, s = estimativa do desvio padrao de 3 replicatas e M = valor médio da
concentracao de 3 replicatas.

* Precisdo intermediaria: expressa a concordancia dos resultados analiticos,
cujas medidas tenham sido feitas num mesmo laboratorio, entretanto em dias diferentes
e utilizando equipamentos, materiais e reagentes diferentes. Foi calculada utilizando a
mesma expressao da precisdo (repetibilidade). Nesta tese, a precisao intermediaria
substituiu o conceito de reprodutibilidade, ja que este é muito complicado de ser
realizado, pois envolve a disponibilidade de diferentes laboratérios para a realizacio
das analises.

- Exatiddo: expressa a concordancia entre o valor de concentraciao medido e o
seu valor tido como verdadeiro, em fungao da diferenca entre esses valores, expressa
pelo erro relativo. Quanto melhor a exatidao, menor o erro relativo (%E,) que foi
calculado a partir dos resultados de andlise pelo método padrao, Castu, (ASTM D2022)
e do metodo proposto Creisdo propeste. PEla seguinte equacio: %E:= (Castm - Cmetodo
proposto!  Castm) X 100; onde Cretodo propeste € 2@ determinacdo da concentracdo das
amostras pelo método proposto e Casmm € a determinacio da concentracéo da amostra
pelo método padrao da ASTM.

» A faixa linear de um procedimento analitico € o intervalo entre a menor

concentragcdo na qual a medida quantitativa pode ser feita com precisao e exatidao
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adequada até a concentracdo na qual a curva analitica perde a linearidade. O limite
inferior geralmente também ¢é considerado como o limite de quantificacdo.

» A linearidade de um método analitico € a sua caracteristica de fornecer, dentro
de uma dada faixa, resultados que s&o diretamente proporcionais a concentracao do

analito na amostra.

Tabela 40. Parametros de validacio para 0 método proposto (ICH 1996).

Extrato bruto Extrato purificado

Sensibilidade 75107 58107
Limite de deteccdo /mg L™ 0,50 0,31
Limite de quantificacao / mg L’ 1.5 0,94

Precisdo (repetibilidade)
-1
197mg L 3% 3%
493 mglL o 59

6,90 mg L™ 2% %

' 3% 0.07%

Q -

Preciséo intermediaria Tdia  22dia  3%dia  1%dia  29dia  3°dia
1,97 mg L 3% 17%  13% 3% 3% 2%
493mg L 2% 2% 2% 2% 2% 3%
6,90mg L 007% 1% 3% 2% 2% 1%

Exatidao E, (%) E (%)
Amostra A 0.8 0.7
Amostra B 2 1
Amostra C 4 4
Linearidade 0,9969 0,9987

Faixa linear / mg L™ 15a80 094a80

Com relagcdo a sensibilidade, faixa linear e a linearidade, ambos os extratos
apresentaram comportamentos semelhantes. Os limites de deteccao e de determinacéo
obtidos para o extrato bruto foram mais altos que os obtidos com o extrato purificado.
Entretanto, as amostras aos quais os métodos se aplicam apresentam concentraces
superiores a estes limites, o que torna irrelevante a utilizagdo destes valores para a
escolha do tipo de extrato mais adequado. Com relacdo a precisdo (repetibilidade) e
precisao intermediaria foi possivel observar que com a diminuicdo da concentracéo de
cloro livre na amostra, o extrato bruto apresenta menor precisao, quando comparado ao
extrato purificado. Assim, a escolha do tipo de extrato a ser utilizado depende da faixa

de concentragdo da amostra e da precisdo desejada.
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CAPITULO 7

CONCLUSOES
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As analises termogravimeétricas indicaram gque a extracao das antocianinas
utilizando agua/aquecimento pode ser realizada até 60 °C, sem a degradacao destes
pigmentos.

A extragado das antocianinas das especies vegetais Vifis vinifera (uva) e
Syzygium cuminii (jambolao), Morus nigra (amora) e Myrciaria cauliflora (jabuticaba)
pode ser feita de uma maneira simples utilizando etanol ou agua. O extrato aquoso
pode ser obtido pela maceragao e aguecimento numa proporcao 1/3 fruta ou
casca/agua (m/V) entre 50 °C e 60 °C por 30 min e o exirato alcoolico pela imersac
em etanol por 24 h de mistura numa proporcao 1/3 fruta ou cascalagua (m/V). De
modo geral, para cada 3 g de fruta e/ou casca obtém-se 9 mL de extrato com
concentracao de antocianinas variando em torno de 10% entre diferentes extracdes.

Com relagdo aos estudos de identificacdo, ulilizando a cromatografia em
papel observou-se a presen¢a de cianidina-3-glicosidec e cianidina-3-rutinose nos
extratos de amora e cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e peonidina-3-
glicosidec nos extratos de jabuticaba. Estes resultados foram confirmados por
HPLC. Ja para os extratos de uva e jambolao, a identificacao foi feita utilizando-se
apenas HPLC, uma vez que a cromatografia em papel mostrou-se invidvel. As
antocianinas identificadas nos exiratos de uva foram delfinidina-3-glicosideo,
petunidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo, e no extrato jambolao peonidina-3-
glicosideo, cianidina-3-glicosideo e cianidina-3,5-diglicosideo.

Pelos estudos comparativos dos trés principais métodos de quantificacac das
antocianinas totais (métodos de Petri, de Sondheimer e do pH diferencial} foi
possivel constatar que todos sao reprodutiveis e apresentam boa precisao.
Entretanio, os métodos fundamentados nas medidas da diferenga das absorbancias
em diferentes valores de pH sao mais acessiveis devido ao custo consideravelmente
menaor, quando comparado ac meétodo proposto por Pefri. Comparando-se 0s
métodos fundamentados nas medidas da diferenga das absorbancias - Sondheimer
e do pH diferencial - o metodo do pH diferencial € mais simples e rapido, pois nao
necessita da construcio de uma curva analitica tal como requerido no método de
Sondheimer. A concentragao media de antocianinas, em myg antocianina/G de fruta, ObtIda
pelo método mais destacado na literatura, o do pH diferencial. desenvolvido por
Fuleki e Francis, foi de 291 + 3 para o extrato de amora, 314 = 8 no extrato de
jabuticaba 386 t 6 para o extrato de jamboldo e 227 = 6 para o extrato de uva. A

purificacdo dos extratos utilizando a extragdc em fase solida com cartucho C18
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mostrou-se adequada, pois € possivel obter um extrato livre de acucares, acidos
organicos e outros compostos fendlicos diferentes das antocianinas. Os métodos
empregados para a avaliagdo da pureza do extrato, tais como, cromatografia em
papei, espectrofotometria UV-Vis, HPLC e testes quimicos foram apropriados.

Com relagao & estabilidade das antocianinas nos extratos brutos aquosos ou
alcodlicos, concluiu-se que estes pigmentos s30 mais estaveis a baixos valores de
pH. temperatura e tempo de estocagem, sendc que 0s extratos alcodlicos
apresentam estabilidade maior que os aquosos. Também foi possivel observar que a
temperatura e o tempo de estocagem influenciam menos que 10% na degradacao
das antocianinas, enguanto que ¢ pH exerce uma influéncia acima de 80%.

Com relagdo aos estudos das reacbes acido-base envolvendo antocianinas
foi possivel constatar que os extratos antocilnicos apresentaram potenciafidade para
atuarem:

- coma indicadores visuais para a determinacéo de pontos finais em titulacées
acido-base, jJa que os pontos de viragem observados apresentam erros iguais ou
inferiores a 2% quando comparados com efros obtidos com a titulacdo
potenciométrica e erros iguais ou inferiores a 1%, gquando comparados com uso de
indicadores convencionais. Os extratos de amora, jamboldao e uva podem ser
utilizados nos varios sistemas de titulagbes acido-base: acido forte/base forte, acido
forte/base fraca, acido fraco/base forte. Entretanto os extratos de jabuticaba
apresentam resultados satisfatérios somente quando empregados em sistemas
acido forte/base forte e vice-versa;

- na determinacgao do pH de solucdes aquosas e produtos de uso doméstico
utilizando-se os extratos em solugao efou papéis de filtro deles impregnados:

A reacdo de oOxido-redugao das antocianinas com cloro livre, evidenciada pela
mudanca de coloracdo, pela variacdo do pH do meio reacional e por analises
espectrofotometrica (UV-Vis), foi utilizada para a gquantificagao de cloro livre em
amostras de higienizadores. Os resultados obtidos pelo método espectrofotométrico
desenvolvido apresentaram concordancia com os obtidos pelo método padrdo da
ASTM, possuindo erros inferiores a 1% na determinacao de cloro livre em agua

sanitaria.
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PARTE 2

APLICACOES DIDATICAS

“Ninguém é tdo grande que nao possa aprender,
nem tao pequeno que ndo possa ensinar.”

Autor desconhecido
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CAPITULO 8

INTRODUCAO




D.8. L Terci Aspectos Didalicos Introducac 135

8.1. Indicadores

O termo indicador (do latim: indicare) significa “revelador” e pode ser utilizado
para a obtenc¢ao de informagbes quimicas no decorrer de uma reagao {Rancke-Madsen
1972). Reagentes indicadores s&o substancias capazes de mudar a cor de um sistema
quimico no qual estdo dissolvidas, em funcdo de diversos fatores, tais como pH,
potencial eletrico, complexacdo com ions metalicos e adsorcdo em sdlidos. Os
reagentes indicadores sio freqlientemente usados para detectar o ponto final de
titulagbes. S&o também utlizados em analises qualitativas, semiquantitativas e
quantitativas, particularmente de ions inorganicos (CRC Handbook 1971, Erwin et al.
1989).

Os indicadores que s&o adicionados diretamente a solugdo sao chamados de
indicadores intermos. A concentragdo de um indicador interno deve ser muito menor
quando comparada com a concentracdo da substancia que esta sendo analisada. Os
indicadores que sdo usados fora do sistema observado sio chamados de indicadores
externos, que incluem os papéis indicadores (Erwin ef al. 1989).

De acordo com o mecanismo responsavel pela mudancga de cor ou tipos de
titulagdes para as quais sdo aplicados, os indicadores podem ser classificados em
diversos grupos. Alguns exemplos que podem ser citados s3o:

* indicadores de oxido-reducdo: podem sofrer oxidagdo ou redugio, respondem
as mudangas de potencial elétrico para alteragéo de sua coloragéo nas proximidades
do ponto de equivaléncia em volumetria de Oxido-reducao.

* indicadores metalocrémicos: sdo agentes complexantes que, ao reagirem com
ions metalicos, tém suas coloracdes modificadas e servem para indicar o ponto final de
titulagdes de complexacao.

* indicadores de adsorgdo: normalmente sdo corantes aniénicos que sao atraidos
pelas particulas carregadas positivamente produzidas imediatamente apos o ponto de
equivaléncia em volumetria de precipitacdo. A adsorgdo do corante carregado
negativamente na superficie do precipitado carregado positivamente muda a cor original
do corante. Esta cor indica o ponto final da titulacao.

+ Indicadores acido-base sdo substancias organicas fracamente acidas

(indicadores acidos) ou fracamente basicas (indicadores basicos), que apresentam
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cores diferentes para suas formas protonada ou desprotonada, em solugdo. Isto
significa que mudam de cor em funcdo do pH (Baccan et al. 2001, Banyai 1972).
Proximo ao ponto de equivaléncia de uma titulacdo acido-base, este indicadores
exibem uma mudanga de cor quando neuiralizados por uma base ou por um acido
(Harris 2001, Sandell e West 1969, Terra 2004). Os indicadores de pH apresentam
diversas formas, portanto diversas cores e sao utilizados para diferenciar valores de pH
numa escala de pH.

Nesta tese, foi estudada a propriedade das antocianinas atuarem como
indicadores  acido-base e também como indicadores de pH, em funcdo do

comportamento destes pigmentos em solugdes aquosas.

8.2. Aspectos histoéricos

Historicamente, os indicadores &cido-base constituem a classe mais antiga dos
indicadores conhecidos (Rancke-Madsen 1972).

Na década de 1630, Angelo Sala usou algumas espécies
vegetais para identificar substancias acidas (Walden 1952). Trés
décadas mais tarde, Robert Boyle, descreveu em seu livro “Experiments

Upon Colors™ o uso de indicadores naturais extraidos a parttir de

violetas, rosas, tornassol, pau-brasil, snowdrops’, primroses* e

cochineal®. Estes indicadores eram utilizados na forma de solugéo ou = AnéeESa‘
impregnados em papel branco (Oesper 1964). (1576 - 1637)

Boyle observou que, em meio acido, alguns dos extratos de
plantas estudados tornavam-se vermelho e verde ou azul em meio
alcalino, porém nao fez nenhuma elucidacdo sobre quais substancias

eram responsaveis por estas mudancas de cores. Também observou

que extratos obtidos a partir de flores brancas e amarelas néo

O ~ . Robert Boyle
apresentavam nenhuma variagéo de cor em funcao da acidez ou (1627 ~1691)

basicidade do meio (Mebane e Rybolt 1985, Rancke-Madsen 1972).
Vale ressaltar que nesta época, ainda nao existiam os conceitos de pH, acidos e

bases. Entretanto, Boyle sugeriu a primeira definicdo para acido: “Acido é qualquer

" Espécies encontradas na América do Norte, Asia e Europa.
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substancia que torma vermelho os extratos de plantas”. E importante ressaltar que esta
afirmagéo esta relacionada com as espécies estudadas por Boyle.

A partir de Boyle, publicactes sobre o uso de extratos de plantas como indicador
tornaram-se frequentes. Os extratos mais utilizados nesta eépoca eram os de violeta e
de Heliotropium Tricoccum, chamado em inglés de fitmus e em francés de fournesol
(Rancke-Madsen 1972), de onde vem nosso tornassol.

Durante o seéculo 18, notou-se que os’ indicadores de diferentes fontes nao
apresentavam as mesmas mudancas de cor. Em 1775, Bergman escreveu que extratos
de plantas azuis eram mais sensiveis aos 4cidos, ou seja, apresentavam uma variagao
gradual de cor, que servia para diferenciar acidos fortes e fracos. Por exemplo, acido
nitrico tornava o extratc vermelho, ja o vinagre ndo. E quando se trabalhava com
extrato de tornassol esta mudancga gradual de cor ndo era observada {Oesper 1964).

Em 1767, W. Lewis, usou pela primeira vez extratos de plantas para a
determinacéo do ponto final em titulagbes acido-base. Antes disso, a Unica aplicacao
dos extratos obtidos a partir de diversas espécies de plantas era para a analise
qualitativa de aguas minerais mencionada por Boyle, lorden e duClos (Lewis 1767,
Jensen 1980, Rheinboldt 1945).

Do ponto de vista industrial, a primeira utilizacao de indicadores ocorreu em
1782. Guyton Morveau precisava demonstrar a neutralizacdo do acido nitrico na
fabricagéo de nitrato de potassio e nitrato de sodio. Para isto, utilizou papel impregnado
com extrato de pau-brasil (Oesper 1964).

Somente entre 1913 e 1922, Willstatter e Robinson observaram que as
antocianinas eram os pigmentos responsaveis pela coloragdo de diversas flores e que a
cor dos extratos dessas flores variava em funcéo da acidez ou basicidade do meio. As
antocianinas possuiam coloragac avermelhada em meio acido, violeta em meio neutro
e azul em condigdes alcalinas (lkan 1969, Brouillard e Dubois 1977). Este estudo
explicou as mudancas de cores de extratos vegetais observadas por Boyle.

Por aproximadamente 100 anos (1767 a 1877), os quimicos usaram extratos de
plantas, particularmente violeta e tornassol, em titulagao acido-base. No entanto, em
alguns casos a mudanca de cor nao era muito perceptivel e as solucdes indicadoras

apresentavam baixa durabilidade. Muitas sugestdes foram propostas para melhorar

estas limitacoes. Em 1806, Mohr recomendou que a solugéo de AgCl em NH.OH pora
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ser utilizada na determinacao de acidos inorgénicos. Esta teoria estava fundamentada
no fato do AgCl formar um complexo, Ag(NH4).", quando colocado em meio amoniacal
(Baccan et al.1991). Com a adicao de acido, deixa de haver NH para complexar ions
Ag’. o que levaria & precipitagdo do AgCl, indicando o ponto final da titulagao. Contudo,
n&o foi encontrado relato na literatura consultada que ateste a utilizacao deste indicador
(Oesper 1964).

Em 1875, Weiske propds que a solugao de cloreto de ferro (ill)-acido salicilico
pudesse ser utilizada como indicador dcido-base. Em solugdo neutra, o salicilato de
ferro (Ill} apresenta coloragdo violeta, porém é descorada na presenca de acidos
inorganicos (Weiske 1875). Contudo, assim como a proposta de Mohr, também nzo foi
utilizada.

O primeiro indicador sintético obtido com sucesso foi a fenolftaleina, sendo
desenvolvido por Luck em 1877 (Luck 1877). Logo apés, em 1878, Lunge propds o uso
do alaranjado de metila (Lunge 1878, Oesper 1964, Mebane e Rybolt 1985).

No inicio do século 20, Szily e Friedenthak, propuseram o uso de indicadores
para a determinacao colorimétrica de pH, antes disso s6 eram usados em titulacées
(Szily 1904, Friedenthak 1904, Oesper 1964).

Por varios seculos, os quimicos utilizaram os indicadores acido-base naturais e,
posteriormente, indicadores sintéticos sem se preocuparem com 0s mecanismos
responsaveis pelas mudancgas de cores. Entretanto, o aumento do uso
de indicadores e as diferengas de comportamento apresentadas por
eles levaram ao desenvolvimento da teoria dos indicadores.

A primeira tentativa da explicacdo do funcionamento de

indicadores acido-base foi proposta por Wilhelm Ostwald em 1894 |

(Oesper 1964, Erwin et al. 1989). De acordo com Ostwald as mudancas :

de cores em fungdo do pH sao devidas a dissociacdo ibnica das Wilhelm Ostwald

. . . - 1932
moléculas dos indicadores, que podem atuar como doador ou receptor (1853 -1332)

de prétons:
Hind = H' +Ind’ Equacdo 22

onde: Hind representa o indicador na forma acida de coloracao A;

ind” o indicador na forma basica de coloracio B.
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Os espectros de absorcao das formas Hind e Ind” sdo diferentes. Se a lei do
balanco de massa é aplicada na Equagcdo 22 e os coeficientes de atividade

negligenciados, tem-se:

Ka = W Equaga"o 23
[Hind]
ou
ind”]

—log[H 1=-logK, +lo [ E o 24

glH-] gn, g[HIn d] quacdo

[ind™] a
H=pK, +lo E, 25

P pA, + g[HInd} quagao

onde Ks € a constante de dissociacao do indicador e pK, é a funcao logaritmica

negativa na base 10.

De acordo com a Equag¢do 25, a razdo [Hind}[Ind] é uma funcado do pH.
Consequentemente, a cor de um indicador em solucao depende do pH.
Quando a concentrag&o de ambas as formas do indicador séo iguais, a Equagdo
25 pode ser simpiificada:
pH = pK, Equacdo 26

Indicadores que s@o capazes de trocar mais que um préton e possuem varios
valores de pK. correspondentes, sendo que as equagdes descritas anteriormente
devem ser ajustadas apropriadamente. Embora, a teoria de Ostwald estabeleca uma
boa explicagdo do comportamento dos indicadores, ela & aparentemente incompleta,
pois esta teoria considera que a mudanga de cor dos indicadores esta relacionada
apenas com a ionizagdo destas substancias, nfo levando em consideraciao os
rearranjos intramoleculares que podem resultar desta ionizacdo. Isto levou ao
desenvolvimento da teoria cromofora, proposta por Hantzsch em 1907, que explica a
mudanca de cor dos indicadores em termos da mudanca da estrutura das moléculas
organicas (Banyai 1972, Oesper 1964, Hantzsch 1907).

Segundo a teoria croméfora, a cor das substancias esta relacionada a presenca

de certos grupos de atomos ou de ligagbes duplas presentes na molécula denominados
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de grupos cromoforos. As principais classes de grupos cromoforas estdo ilustradas na

Figura 52.
¢
—N=0 —CH=N— —C=0 >C=0<

Figura 52. Principais grupos cromoforos enconirados em moléculas organicas.

Na teoria croméfora, os indicadores compreendem o equilibrio de duas formas
tautoméricas, distintamente coradas, sendo que a mudanga de coloracao destas
substancias ocorre em fungao da formacgéo ou desaparecimento do grupo croméforo.
No caso do p-nitrofenol, por exemplo, as formas tautdmeras estao descritas na Figura
53.

Pseudo acido Forma ionogénica
incalor amarela

Figura 53. Formas tautomeéricas do p-nitrofenol.

Conseqlentemente, a variagdo do pH causa na&o somente mudancgas no
equilibrio de ionizacdo do indicador acido ou basico, mas tambem um rearranjo
intramolecular. A forma incolor, fambem chamada de pseudo-acido ou pseudo-base,
muda para uma forma acida ou basica colorida, chamada de forma ionogénica acida ou
basica.

A teoria de Hantzsch permite uma melhor explicagdo do mecanismo de mudanga
de cor dos indicadores que a de Ostwald, mas apresenta como desvantagem a perda
da possibilidade de discussdes quantitativas. Em 1938, Kolthoff, propés a unido destas
teorias para eliminar esta limitagao.

De acordo com Kolthoff, indicadores acido-base sao acidos ou bases fracas, nas

quais a forma ionogénica possui estrutura e, portanto, cor diferente da pseudo-forma.
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No caso de um indicador acido, a mudanga de cor é regulamentada pelo
equilibrio entre a forma ionogénica acida (HA) e a forma pseudo-acida (PA), seguida da
dissociacao eletrolitica da forma acida, conforme descritas nas equacdes seguintes.

Do equilibrio:

PA = HA Equacdo 27
tem-se a constante de equilibrio do pseudo-acido, K

<o A

= (PA] Equacao 28

Considerando-se a ionizacao da forma acida dada por:

HA =H" + A Equacdo 29

chega-se a constante de ionizagio da forma acida, K.

a = ‘__“[H{;_lEQV] Equacdo 30

Substituindo-se a Equacao 28 na Equacgao 30 tem-se:

a % Egquacédo 31

Com os devidos rearranjos chega-se & constante de ionizagdo aparente do
indicador acido K;:

K, = HIAl =K K’ Equacgédo 32
[PA]

Desta forma, a concentragdo de H' é dada por:
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=k oA
A

onde: K, representa a constante de ionizacdo aparente do indicador acido.

Equacao 33

[A] representa a concentracao da forma ionizada,

Entado, a mudanga de cor do indicador € associada a concentracao de ions H,
em concordancia com a teoria de Ostwald. A diferenca € simplesmente que Ki é a
constante de ionizagdo aparente do processo e seu valor é igual ao produto da
constanie de ionizacao real e a constante do equilibrio pseudo-acido.

Qs valores de pK, e pK, sdo obtidos pelo valor de pH onde ocorre a mudanga de
cor do indicador. A mudanga de cor de um indicador geralmente se estende por uma
faixa de pH. Esta faixa é chamada de regido de fransigdo ou intervalo de fransigdo e e
definida por pK; + 1. Nesta regiao as cores das varias formas do indicador coexistem.

Os mecanismos das mudangas de cores das principais classes de indicadores
de pH convencionais, que incluem os corantes azo, nitrofendis, ftaleinas e
sulfonaftaleinas sao claramente explicados tanto pela teoria de Ostwald, como pela
teoria cromoéfora. No entanto, os mecanismos de mudancas de cores dos indicadores
naturais obtidos a partir da extracao de antocianinas de especies vegetais sdo bem

mais complexos e ainda sao objetos de estudos.

8.3. Experimentacio no ensino de Quimica

As perspectivas de trabalho pedagoégico que podem ser desenvolvidas com a
utilizagdo de extratos de frutas contendo antocianinas em atividades didaticas
representam uma importante ferramenta para fortalecer a articulagéo da teoria com a
pratica. Isto €& bastante desejavel por favorecer o sucesso do processo de
ensino/aprendizagem, o que nem sempre € tarefa trivial, principaimente quando o tema
€ a Quimica.

A contextualizagdo do ensino é fundamental para que a aprendizagem seja
efetiva e isto fica bem claro na esséncia dos Parametros Curriculares Nacionais (PCN's)
nos guais se preconiza que “a concepcdo curricular seja transdisciplinar e matricial, de
forma que as marcas das linguagens, das ciéncias, das tecnologias e, ainda, dos

conhecimentos historicos, sociolégicos e filosoficos, como conhecimentos que permitem
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uma leitura critica do mundo, estejam presentes em todos os momentos da pratica
escolar’ (Parametros Curriculares Nacionais 2001).

Os PCN’'s representam a proposta para o Ensino Médio, fundamentada nos
criterios estabelecidos pela Lei de Diretrizes e Bases da Educacac Nacional, LDB/96
(Lei 9.394/96) e regulamentados pela Camara de Educacdo Basica do Conseiho
Nacional de Educagao (Parecer n® 15/98, aprovado em 01/06/98, Resolucao CEB/CNE
n® 03/98), com uma ampla discuss&o sobre temas multidisciplinares e interdisciplinares.
Os assuntos devem ser propostos e tratados de uma maneira global, articulando-se
competéncias e habilidades que serdo desenvolvidas em cada disciplina e nos
conjuntos das disciplinas, em cada area e no conjunto das areas (Parametros
Curriculares Nacionais 2001).

Com relag@o ao ensino de Quimica, além de temas interdisciplinares, os PCN's
enfatizam a exploracdo de conceitos quimicos a partir do cotidiano dos alunos. Além
disso, destaca-se que a experimentacdo na escola média tem funcdo pedagégica e
desenvolve habilidades cognitivas, tais como controle de varidveis, traducdo da
informacao de uma forma de comunicagdo para outra (graficos, tabelas e equagdes
quimicas), elaboracéo de estratégia para resolugdo de problemas, tomada de decis&o
baseada em analises de dados e valores, respeito as idélas dos colegas e colaboracéo
no trabalho coletivo (Parametros Curriculares Nacionais 2001).

Os PCN's também trazem uma sugestdo de abordagem didatica para os
conteudos de Quimica, tendo como ponto de partida a apresentacdo de fatos
concretos, observaveis e mensuraveis, ou seja, a exploracao de aspectos qualitativos,
Ja que os conceitos que o aluno traz para a sala de aula advém principalmente de sua
leitura do mundo macroscoépico. Apos o estudo dos fatos macroscopicos, inicia-se a
construgdo de modelos microscopicos e matematicos, abordande os aspectos
guantitativos.

Com relac@o ao Ensino Superior, os principios das Diretrizes Curriculares para
os Cursos de Graduagao também preconizam fortalecer a articulacao da teoria com a
pratica.

De acordo com os principais pontos abordados pelos PCN’s e pelos principios

das Diretrizes Curriculares para os Cursos de Graduacao em Quimica, a proposta
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didatica inserida neste projeto, que consiste na elaboragio de experimentos utilizando
extratos vegetais, € plenamente pertinente.

Além de a experimentacdo no ensino ser recomendada na legislacao
educacional vigente no Brasil, experimentos bem planejados podem proporcionar
importantes oportunidades para os alunos vivenciarem situagdes de investigagao, o que
contribui favoravelmente para o processo de construcido do conhecimento (Beliran e
Ciscato 1991, Moreira 1981).

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas visando uma analise critica sobre o
papel da experimentacao no ensino de Quimica. Schnetzler e Aragao (1995) relataram
que aulas experimentais constituem um espaco constante de investigacdo que leva a
uma continua reflexdo e revisdo sobre o trabalho dos professores e o aprendizado dos
alunos. Hodson (1993) afirmou que o ensino de disciplinas cientificas deve ocorrer
principalmente pela realizacao de experimentos.

Recentemente, no | Encontro Paulista de Pesquisadores de Ensinc de Quimica ~
EPPEQ, realizado no Instituto de Quimica da UNICAMP em 17 e 18 de setembro de
2004, a experimentacdo no ensino de Quimica foi um tema amplamente discutido,
tomando por base o texto “The laboratory in science education: foundations for
thetwenty-first century” (Hofstein e Lunetta 2004). Nestas discussodes, foi constatado
que € necessario o estudo de alternativas metodoldgicas experimentais para a melhoria
do ensino fundamental e médio. Além disso, & preciso inserir a experimentacio na
formacéo inicial do professor de Quimica, para que ele possa compreender o papel
fundamental da experimentagao no ensino de Quimica.

Entretanto, na pratica atual, a opinido dos educadores sobre o uso de aulas
experimentais no Ensino Fundamental estd dividida principalmente por limitagoes
relacionadas com a infra-estrutura das escolas e a formacao dos professores. Dados
que evidenciam estes aspectos foram obtidos em diversas ocasides de interacdo com
professores que lecionam Quimica no Ensino Médio, quando a autora desta tese atuou
na coordenacao de atividades experimentais em diversos eventos relacionados ao
ensino de Quimica: |, I, Il e IV SIMPEQ, 12 Forum de Professores de Quimica do
Ensino Médio e | EPPEQ.

Aspectos como seguranca, material necessario, tempo de execugdo e um bom

roteiro s&o aspectos importantes para a criagdo de uma atividade experimental didatica
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adequada e eficiente. Isto exige trabalho adicional do professor, que muitas vezes nio
possue tempo habil para a elaboragio destas auias.

Outro aspecto que contribui significativamente para que aulas experimentais no
sejam realizadas freglientemente no Ensino Médio esta relacionado a infra-estrutura da
maioria das escolas puiblicas, que poucas vezes é adequada.

Visando amenizar estas limitacbes e considerando os principais pontos
abordados pelos PCN's e pelos principios das Diretrizes Curriculares para os Cursos de
Graduacao em Quimica, os estudos inseridos neste projeto envolveram o
desenvolvimento de experimentos alternativos tendo como principais caracteristicas a

simplicidade e o baixo custo.

8.4. Uso de extratos antocianicos naturais no ensino de Quimica

O uso de espécies vegetais contendo antocianinas em aulas experimentais
apresenta potencialidade didatica para o ensino de importantes conceitos e
procedimentos da Quimica Analitica, Quimica Organica e Fisico-Quimica.

Varios autores tém aproveitado a propriedade de mudanca de cor das
antocianinas em funcao do pH para aplicagdes no ensino de Quimica.

Em 1978, Forster desenvolveu um dos primeiros experimentos, voltado para o
ensino de Quimica no nivel fundamental, envolvendo 0 uso de extratos de plantas
contendo antocianinas. O experimento consistiu do uso de extrato de repolho roxo para
medidas de pH (Forster 1978).

Mebane e Rybolt (1985) relataram o uso de diversos extratos vegetais, entre
eles, macé, repolho roxo, cebola roxa, cereja, péssego, tomate, péra, rabanete e nabo
para a construcdo de escalas de cores em fungao do pH.

Na Universidade de Nebraska, Curtright e outros (1994 e 1996), propuseram o
uso de extratos de uva, morango, cebola roxa, cranberry, raspberry e blueberry (murtilo)
para a demonstragdo de importantes conceitos quimicos, tais como, absorgéo de luz
por compostos orgéanicos, equilibrio quimico e pK,. Eles também utilizou alguns destes

extratos para a ilustracao da tecnica de cromatografia em papel.
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Kanda e colaboradores (1995) relataram o uso de fejjao preto, uva, cebola roxa,
azaléia e outros vegetais tipicos do Japéo, para a demonstracao da reversibilidade de
equilibrio quimico para alunos do ensine fundamental.

No Brasil, alguns estudos nesta area também tém sido desenvolvidos. Extratos
de varias flores e de feijdo preto foram utilizados em aula, para a determinacao do
ponto final em flitulagdes de neutralizagdo na Universidade Federal de Sao Carlos
(Couto et al. 1998, Soares e Cavalheiro 2001), enquanto que o extrato de maria-preta
foi utilizado para a demonstracdo da Lei de Beer e da reversibilidade de equiiibrio
quimico (Ramos et al. 2000).

Extratos de repolho roxo foram aplicados em atividades educacionais para
determinar a acidez de diversas substancias de uso doméstico e num estudo tedrico
dos principios responsaveis pelas mudancas de cores (GEPEC 1995, Gouveia-Matos
1999).

Diversos trabalhos também foram apresentados em congressos cientificos
nacionais, abordando o uso de extratos vegetais contendo antocianinas para o ensing
de Quimica, tanto no nivel médio como no superior (Teixeira ef al. 1995, Ramos 2000,
Calafati ef al. 1988, Rossi e Pinheiro 1999, Soares et al. 2000, Bernardino et al. 2000,
Lopes et al. 2001, Lopes e Rossi 2001).

Extratos naturais contendo antocianinas também podem ser utilizados no Ensino
Superior quando, a partir de topicos fundamentais, busca-se o aprofundamento
conceitual e a abordagem de topicos mais elaborados em atividades experimentais
propostas com maior sofisticacdo. Neste caso, podem ser estudados temas envolvendo
equilibrio quimico, indicadores de pH, determinagdo do ponto final de titulagGes,
verificacdo da Lei de Lambert—Beer e espectros de absor¢do molecular, além de
aspectos relacionados ao processo de extracao e separagéo do composto de interesse.
No decorrer das atividades experimentais realizadas nesta tese, foi observado que
extratos antocianicos também podem ser utilizados para ilustrar, em termaos qualitativos,

a Lei de Fick. Isto esta descrito detalhadamente no capitulo 10.
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Capitulo 9

OBJETIVOS
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Com relagdo aos aspectos didaticos, este trabalho foi realizado visando

desenvolver as seguintes propostas:

- revisao bibliografica dos aspectos historicos dos indicadores acido-base:

- aplicacao de experimentos utilizando extratos de antocianinas, em diferentes niveis

de ensino: Médio, Técnico em Quimica e Superior em Quimica;

- avaliagdo do potencial didatico dos experimentos, consultando a opiniac de

professores e alunos participantes das aulas de aplicacao;

- avaliagdo do potencial didatico de experimentos, utilizando antocianinas para a
abordagem de conceitos de equilibrio-quimico, acido-base e pH através de um trabalho
de pesquisa de opinido, consultando professores de Ensino Médio de Campinas e

regiao.

" Foram utilizados extratos aquosos ou aicoolicos obtidos pelos procedimentos descriios no capitulo 5
desta tese. Os experimentos realizados foram fundamentados nas reacbes de eguilibrio-quimico das
antocianinas em meio aquoso,
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CAPITULO 10

DESENVOLVIMENTO
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Os experimentos descritos no topico “Avaliacdo da propriedade acido-base das
antocianinas” do Capitulo 5 foram aplicados nos diferentes niveis de ensino: Médio,
Teécnico e Superior em Quimica, visando um estudo dos aspecios didaticos inseridos
nestas atividades. A escolha das frutas utilizadas nestas aulas experimentais foi feita de
acordo com a facilidade de obtencao das mesmas.

Este trabaiho foi dividido em 3 frentes de estudos: uma relacionada ao Ensino
Teécnico em Quimica, outra ao Ensino Médio e outra ao Ensino Superior em Quimica.
Esta divisdo pareceu adequada, pois 0s conceitos envolvidos e os conhecimentos
prévios dos alunos de cada frente eram distintos e foram abordados de formas
diferentes.

Os experimentos foram avaliados pelos alunos e pelos professores envolividos.

10.1. Aplicagdo dos experimentos nos diferentes niveis de ensino

Para a verificagdo da validade do trabalho realizado, em todas as aulas
experimentais realizadas nos diferentes niveis de ensino, os alunos foram submetidos a

testes e questionarios para criticas e sugestdes ao trabalho.

10.1.1. Ensino Técnico

As atividades foram desenvolvidas no 12 semestre de 2000 na Escola Técnica
Estadual Conselheiro Antdnio Prado (ETECAP), situada & avenida Cénego Anténio
Roccato s/n, Jardim Santa Monica - Campinas-SP. Foram testadas duas abordagens
distintas, com turmas e professores diferentes.

A primeira abordagem foi aplicada de maneira tradicional. lnicialmente, os
alunos participaram de uma aula tebrica sobre o conceito de deslocamento e
reversibilidade de equilibrio quimico e a complementacao dos estudos sobre titulacéo
acido-base; depois, realizaram a aula experimental. A aplicacdo desta abordagem foi
feita com 12 alunos do 4° ano (Ultimo ano) do Curso Técnico em Quimica, abrangendo
2 aulas de 50 min. A duracgéo total da atividade, incluindo aula tedrica, aula pratica e

avaliacao, foi de aproximadamente 2.5 h, divididas em 2 dias de aula, conforme descrito

a seguir:
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12 dia (aula ledrica): envolveu a definicdo dos conceitos fundamentais
relacionados a reversibilidade e deslocamento de equilibric guimico e a revisao dos
conceitos sobre titulacdo acido-base. Foram apresentadas as reactes de equilibrio
guimico das antocianinas em meio aquoso e discutiu-se a extracdo destes pigmentos a
partir de frutas. Esta aula foi realizada na véspera da pratica e durou cerca de 30 min.

22 dia (aula pratica): no laboratério, utilizando cascas de uva, os alunos
extrairam as antocianinas com agua e aquecimento, caracterizaram visuaimente as
diferentes colorag¢bes apresentadas pelo extrato nos diferentes pHs e construiram uma
escala de cores em funcdo do pH, dando énfase as reagdes de deslocamento de
equilibrio quimico envolvidas. A seguir, utilizaram o extrato de uva como indicador
acido-base para a determinacdo da concentracao de uma amaostra sintética de HCL Os
resultados obtidos foram comparados com os obtidos com o uso de fenolftaleina. Todas
as etapas do procedimento foram discutidas na aula tedrica. Para a realizacdo dos
experimentos, os alunos foram divididos em 6 duplas e os experimentos foram
realizados em duplicata. O experimento durou cerca de 2 h. Apds o experimento, os

alunos responderam um questionario de avaliagao - Quadro 1.

Quadro 1. Questionario de avaliacio - Ensing Técnico Abordagem Tradicional.

1. Defina volumetria de neutralizacao.

2. O que € um indicador acido-base? Por que ele € utilizado na volumetria de neutralizaco?
3. Vocé sabia que € possivel extrair indicadores acido-hase de vegetais?

4. Na sua opinido, o uso de extrato de uva como indicador acido-base & vidvel? Ha perspectiva de aplicacdes |
analiticas para o indicador de extrato de uva? Justifique. ;
. A figura abaixo mostra o equilibrio quimice da antocianina, uma substancia presente no extrato de uva que age
como indicador acido-base. Explique, com base no equilibrio mostrado, como ocorre a mudanga de cor da
antocianinag em fungéo do pH.
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6. Na sua opinido, experimentos como o do indicador acido-base de extrato de uva deveriam ser incorporados nas
praticas comuns do laboratdrio de ensino? Por que?
7. Durante o experimento com o extrato de uva vocé teve curiosidade de saber mais sobre indicaderes de origem
natural e suas aplicacdes? !
8. O experimento com ¢ exirato de uva ajudou a entender melhor a teoria da titulacae acido-base? Justifique.

E importante ressaltar que ambas as aulas foram ministradas pela autora deste

projeto, tendo o acompanhamento da professora Raquel Tassara Nogueira.
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A segunda abordagem, “nao tradicional”, tratou do tema equilibro guimico e
indicadores naturais de pH. Neste caso, o método aplicado envolveu a apresentacao de
um problema (questionamento), seguido pela resposta a este problema e um posterior
experimento como meio de se confirmar ou ilustrar a resposta obtida.

A apiicacac desta abordagem foi feita com 38 alunos do 22 anc do Curso
Técnico em Quimica, abrangendo 3 aulas de 50 min, sendo destinados cerca de 30 min
para cada aula tedrica e 2 h para a aula pratica, conforme descrito a seguir:

12 dia (aula teérica): foi feita uma introdugao sobre os métodos de determinaco
de pH e uma proposta de uma pesquisa bibliografica sobre o assunto. Os alunos
tiveram que pesquisar um método para a determinag¢ao do pH de uma solucao sem
utilizar um indicador comercial ou um pHmetro.

2° dia (aula prética): antes do inicio da aula pratica, foi feito um debate sobre os
meétodos pesquisados para entdo se constatar a existéncia dos indicadores naturais.
Em seguida, no laboratorio, os alunos obtiveram e caracterizaram visualmente as
diferentes coloragdes apresentadas pelos indicadores naturais isolados da casca da
uva e da amora nos diferentes valores de pH: construindo uma escala de cores em
fungéo do pH. Para a realizagio desta etapa, foi entregue aos alunos o procedimento
descrito no Quadro 2. Os professores apenas supervisionaram as atividades, visando
contribuir para o desenvolvimento da autoconfianga e da capacidade dos alunos para
tomarem decisoes.

32 dia (aula tedrica): diante da confirmacgao da atuagio do indicador, os alunos
deveriam constatar o deslocamento e a reversibilidade do equilibrio quimico pela
variagdo da coloragdo do indicador, de acordo com o pH do meio. Entao, conceitos de
equilibrio quimico deveriam ser aprofundados com base nos resultados obtidos.

O experimento foi realizado com a colaboracao do professor Marco Antonio
Torres Cezario e da aluna de iniciagdo cientifica, e estudante do curso de Quimica da
UNICAMP, Juliana Terra.
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Quadro 2. Material distribuido aos atunos do Ensino Técnico para o experimento.

Matenais

28 tubos de ensaio, Suporte para os tubos, Béguer de
250 ml, Béquer de 100 mi., Pipetas Paster, Proveta
graduada de 10 mL, Funil de vidro, Papel analitico (de
filtro), Solugtes tampdes, Solugdo de HCI 0,01 moli,
Solucdo de NaQOH 0.2 molfl., Agua destilada e Amora.

Roteiro

Etapa I: Obtencao do Indicador: em solucio € papel

1} Amasse slgumas amoras em um recipiente para a
obtencdo do suco.

2} Escorra o suco para um béquer e descarte as frutas.

3) Bilua o suco na proporcdo de 1:3 suco / agua
destilada.

Questao 1. Qual a coloracio adquirida pela solucao
resultante?

4) Recorte um papel de filiro limpo em 14 tiras e
merguthe-as, RAPIDAMENTE, no extrato. Deixe-as
secando a temperatura ambiente.

Etapa I Obtencdo da escala de pH em funcdo da
mudanca de cor da solucao contendo o indicadar

1) Numere 14 tubos de ensaio (de 1 a 14}

2) No tubo 1 adicione 5 mb da saolugdo tampéo de pH = 1;
no tubg 2, 5 mL da sofugdo tampéo de pH = 2 e assim
sucessivamente.

Questao 2: Visivelmente & possivel identificar qual ¢ a
solucao mais acida e qual & a mais basica? Em termos
de pH, como se diferencia uma substancia acida de uma
basica?

3) Adicione 3 gotas do exirato obtido na Etapa | em cada
fubo de ensaio. Anote 0 que vocé observou apds 10
segundos da adicdo do extrato.

Questao 3: E possivel criar uma escaia de pH em funcdo
da coloracdo da solucdc? Se sim, monte esta escala na
forma de Tabela.

Questdn 4: O que &€ e como atua um indicador éc%do—?
base? O extrato de amora pode ser considerado um |
indicador deste tipo? :

Etapa Ill; Obtencdo da escala de pH em funclo da
mudanca de cor do papel indicador

1) Repita os Hens 1 e 2 da Etapa L.

2) Merguthe as tiras de papel de filtro impregnadas com o
extrato nas solugdes tampdes de diferentes valores de
pH, e anote as observacoes feitas na forma de Tabela |

Questdo 5: E possivel utilizar o papel impregnado com o
extrato de amora comao papel indicador de pH? Por que?
Questdo 6. Vocé sabia da possibilidade de se extrair
indicadores acido-base de vegetais, ores e frutas? Vocé |
tem conhecimento de outras espécies das quais pode se
extrair indicadores? Quais?
Questdo 7: Quais as possiveis aplicacfes que vocé
sugere para o extrato de amora e quais as vantagens de
usa-lo como indicador?

Etapa IV: Verificacio da mudanca de cor pela adicdo de
base ou acido

1)Em um béquer adicione 1 mbL do exirate de amora. Em |
seguida, acrescente 10 mL da solucdo de HCI Q.01M.
Eleve o pH da solugdo através da adicdo de uma solucéo .
de NaGH até a obtencdo de uma coloragdo proxima a'
obtida para o tubo 14 da Etapa II. Adicienando mais HCL
diminua novamente o pH da solucdo e ancte as suas .
observacoes.

Questdo 8 O que vocé pode afimar a respeito da
reversibilidade do equilibrio quimice envolvido no sistema |
observado? |

Questio 9 Vocé sabe dizer porqué o extrato de amora .
adquire diferentes coloragbes conforme o pH do meio?

10.1.2. Ensino Médio

No Ensino Medio, foi aplicado um metodo que se iniciou por um experimento

socbre o qual foi feito um questionamento para que. os alunos obtivessem,

posteriormente, uma resposta. Desta forma, apds realizarem o experimento, os alunos

propuseram questdoes que achavam

procurarem as respostas.

importantes,

sendo entdo estimulados a
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A aplicacao dos experimentos foi realizada com 38 alunos do 22 ano do Ensino
Médio na ETECAP e com 40 alunos do segundo ano da Escola Estadual Professor
Anibal de Freitas (EEPAF), situada na Rua 1° de margo n2 38, no bairro Guanabara em
Campinas — SP.

Devido ao pequeno enfoque experimental nas aulas de Quimica do Ensino
Medio, a abordagem do trabalho foi feita de forma um pouco diferente daquelas
propostas para 0 curso técnico. Em ambas escolas, aplicou-se um guestionario de

avaliacao geral, Quadro 3, antes das aulas experimentais.

Quadro 3. Questionario aplicado aos alunos do Ensino Médio antes da realizacao do

experimento.

1) Como € possivel detectar a modificacdo de um material?

2) Como é possivel constatar a modificacio de um material em contate com outro?
3) Como estas modificacdes podem ser explicadas?

4) Estas modificagbes sao “definitivas™?

5) O que ha em comum entre o vinagre, o suco de limdo e o meio estomacal (inferior do estdmago)?

[s}]

} O que ha em comum entre a soda caustica, a banana verde e ¢ leite de magnésia?
7} O que difere os materiais da questdo 5 e os da questio 6?
8) O que vocé sabe sobre pH?

Na EEPAF, devido a impossibilidade do uso do laboratério, o experimento foi
realizado de forma demonstrativa na propria sala de aula. Os materiais necessarios
(extratos indicadores de pH e solugdes) para a aula demonstrativa foram preparados
pela aluna de iniciag¢éo cientifica Juliana Terra e organizados em forma de um “kit" de

demonstragao. As atividades realizadas estao descritas a seguir.

1¢ dia (aula demonstrativa): fol feita uma demonstracdo para se verificar a
eficiéncia dos indicadores naturais. Os alunos foram organizados num circulo, na
propria sala de aula, de modo que todos pudessem visualizar a atividade. Durante a
demonstracdo, os alunos observaram as diferentes coloragbes apresentadas pelos

indicadores naturais em diferentes solugdes. Em seguida foram questionados guanto ao

motivo da mudanc¢a de cor das solugdes.
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Hal

2

defini¢oes

dia (aula teorica/demonstrativa): nesta aula foi feita uma exposicao das

e dos conceitos fundamentais relacionados a diferenciacao das substancias

em classes (acida, basica e neutra), pH e metodos de determinacado de pH. Em

seguida, foram apresentados aos alunos os indicadores sintéticos normalmente

utiizados em analises quimicas, como a fenolftaleina. Foi proposta a determinagéo do

pH de alguns produtos facilmente encontrados em uma residéncia, como vinagre,

amaciante de roupas, alvejante, leite de magnésia.

Os procedimentos utilizados nas
Quadro 4.

aulas demonstrativas estio descritos no

Quadro 4. Procedimento uiilizado para a demonstracdo do experimenio aos atlunos do Ensino

Medio da EEPAF

Mafleriais

Copos plasticos transparentes, conta gotas, papel de
filtro, solugdes de HCI, solucdes de NaOH, agua, amora,
sabonete, vinagre, leite de magnésia e suce de iimao

Raoteiro
Obs: Como a andlise sera feita apenas gualitativamente,
o volume dos reagentes sera aproximado € determinado

de forma visual.

Etapa |: Verficacdo da _mudanca de cor da solucdo
conforme o meio usando ¢ extrate de amora

1) Numere 7 copos plasticos (de 1 a 7).

2) No copo 1, adicione 3 ml. da solugdo A. No copo 2,
adicione 3 mlL da soluc&o B e assim sucessivamente, até
que no copo 7 haja 3 mL da solugdo G.

3) Adicione 3 gotas do extrato de amora em cada copo.

Questao 1: O que aconteceu com a cor do extrato apds a

adicdo das diferentes solugdes?
Questio 2: Como vocé explicaria tal mudanca?

Etapa li; Verificacdo da mudanca de cor pela adicao de

Queside 3. G que vocé pode afirmar a respeito dasé
mudangas do sistema observade? Estas modificacdes

sa0 “definitivas”™?

Questiio 4: E possivel criar uma escala que relacione o :

meio acido ou basico em funcfo da coloracdo da
solucio? De maneira geral, como esta escala varia?

Etapa Hli: Obtencao e teste do extrato de amora

1) Amasse algumas amoras em um recipiente para a
obtencao do suco.

2) Escorra o suco para um outro copo e descarie as:

frutas.
3) Dilua o suco na proporcdo de 1:3 suco / agua.
4} Recorte um papel de filtro iimpo em 6 tiras e merguihe-

as, RAPIDAMENTE, no extrato de amora obtido. Deixe-

as secando a temperatura ambiente.
5} Numere 6 copos limpos (de 1 a 6).
6) Em copos diferentes adicione 3 mL de: vinagre (Copo
1), leite de magnésia (copo 2}, suco de limao {copo 3},

sabonete (copo 4), da solugdo desconhecida H (copo &) &

da solugdo desconhecida | (copo 6).
7} Mergulhe uma tira de papet de filtro impregnada com ©
extrato em cada uma das solugdes.

Questdo 5. O que aconteceu com a coloracio do papel i

base ou acido

1) Em um copo plastico adicione 1mL do exirato de
amora. Em seguida, acrescente 3 ml de suco de lim&o.
Adicione solucdo de NaOH estoque ate a obtengdo de
uma coloragio esverdeada. Adicione mais suco de limao.

de filtro impregnado com ¢ extrato de amora, quando este

foi adicionado a cada uma das solugdes acima?

Questao 6: Vocé acha que € possivel relacionar a cor |
apresentada pelo papel e a acidez do meio? Se sim.

como vocé classificaria as solucdes desconhecidas H e 17

32 dia (aula tedrica): neste dia, diante da confirmagao da atuacéo do indicador,

alguns conceitos abordados nas aulas anteriores foram aprofundados.
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Na ETECAP, os alunos do Ensino Médio puderam usar o laboratério para a
realizagcdo dos experimentos, como descrito a sequir:

1° dia (aula pratica). no laboratério, neste dia, foi realizada uma experiéncia
para se verificar a atuagdo dos indicadores naturais. Os alunos obtiveram e
caracterizaram visualmente as diferentes coloragbes apresentadas pelos indicadores

naturais nos diferentes pHs, utilizando o procedimento descrito no Quadro 5. Em

seguida, foram questionados quanto ao motivo da mudanga de cor das solugdes.

Nos demais dias de aula, foi aplicada a mesma proposta da EEPAF.

Estes experimentos foram realizados com a colaboracdo da professora

responsavel pela disciplina de Quimica da EEPAF, Aloisia Laura Moretto, e na ETECAP

com o professor Marco Antonio Torres Cezério da ETECAP e a estudante Juliana Terra.

Quadro 5. Material distribuido aos alunos do Ensino Médio da ETECAP para o experimento.

i Materais

13 tubos de ensaio, suporte para os tubos, béquer de 250
mL, béquer de 100 mb. pipetas Pasteur, proveta
graduada de 10 mL, funil de vidro, papel analitico {de
filtro}, chapa de aquecimento (ou bico de Bunsen),
solugdes de HCL solugdes de NaOH. agua destilada,
uva, leite, vinagre, sahonste e suco de limio.

Roteiro

Etapa [: Verificacdo da mudanca de cor da solucdo
conforme o meio usando o extrato de uva

1) Numere 7 tubos de ensaio (de 1 a 7).

2) No tubo 1, adicione 5 mL da solugio A. No tubo 2.
adicione 5 mL da soluciio B e assim sucessivamente, até
que no tubo 7 haja 5 mi da solucio G.

3} Adicione 5 gotas do extrato de uva em cada tubo de
ensaio. Anote 0 que vocé observou, 10 segundos depois
da adicdo do extrato.

Questdo 1. O que aconteceu com a cor do extrato com a
adicdo das diferentes solugdes?

Questdo 2: Como vacé explicaria tal mudanga?

Etapa I Verificacdo da mudanca de cor pela adicdo de
base ou acido

1) Em um béquer adicione 1mL do extrato de uva. Em
seguida, acrescente 10 mL da solucio de HCI estoque.
Adicione solucdo de NaGH estoque até a obtencéo de
uma coloracio proxima & do tubo 7 na Etapa |. Adicione
mais HCl e anote as suas observacdes.

Questda 3: O que vocé pode afimmar a respeito das
mudancas do sistema observado? Estas modificagdes
| 8o “definitivas"?

Questdo 4. E possivel criar uma escala que relacione o
meio acido ou basico em fungdo da coloragdo da
solucdo? De maneira geral, como esta escala varia?
Etapa [II: Obtencdo e teste do extrato de uva
1) Agueca cascas de uva em agua em uma proporgao |
aproximada de 1:3 casca/agua (m/V) por 20 minutos.
Cuidado para néo deixar ferver, mantenha a temperatura
por volta de 60 °C. Acima de 70 °C pode haver
decomposicio das antocianinas, substancias presentes '
na casca da fruta que séo responsaveis por sua |
coloragdo.
2) Espere a solucdo esfriar um pouco e entac filre erm um
papel de fitro (coador de café). Conserve o extrato
(filtrado) em um frasco.
3} Recorte um papel de filtro limpo em 6 tiras e merguthe- |
as, RAPIDAMENTE, no extrato de uva obtido. Deixe-as |
secando a temperatura ambiente. ;
4) Numere 6 tubos de ensaio (de 1 a 6).
5) Em tubos de ensaio diferentes adicione 3 mlL de: |
vinagre (tubo 1}, sabonete (tubo 2), leite (tubo 3}, suco de
limdo (tubo 4), da soluclio desconhecida H (lubo 5) e da
solugio desconhecida ! {tubo 6).

6) Merguthe uma tira de papel de filtro impregnada com o |
extrato em cada uma das solucdes.

Questdo 5 O que aconteceu com a coloragdo do papel
de filtro impregnado com o exirato de uva. quando este |
foi adicionado a cada uma das solucdes acima?

Questdo 6: Vocé acha que é possivel relacionar a cor
apresentada pelo papel e a acidez do meio? Se sim.
como vocé classificaria as solucdes desconhecidas H e 17 |
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10.1.3. Ensino Superior

A aplicacéo dos experimentos foi realizada durante uma aula pratica da disciplina

de Quimica Geral Experimental (QG 109) no 1° semestre de 2003 com 73 alunos

ingressantes no curso de Quimica da UNICAMP, em Campinas-SP.

O experimento foi intitulado “Exfracdo de corantes e o conceito da cor’ e

abordou os seguintes aspectos: extra¢do da antocianina, efeito do pH na cor do extrato

e obtencao dos espectros de absorcdo nas regides acida e basica. A duragao total do

experimento, incluindo exposigéo tedrica e realizagao das atividades experimentais foi

de aproximadamente 4 h. A fruta utilizada no desenvolvimento destes experimentos foi

o jamboldo. Previamente & aula, um questionério prévio (Quadro 6) de avaliacao foi

entregue aos alunos e o roteiro experimental foi disponibilizado no site da disciplina

(http://pcserver.igm.unicamp.br/%7Emgo/cursos/qg109/) - Quadro 7.

Quadro 6. Questionario prévio de avaliacdo dos conhecimentos gerais dos alunos.

| Prezado estudante de QG109.
Solicitamos sua colaboragdo para
um estudo que faz parte de um
trabalho de doutorado do 1Q-
UNICAMP. Basta responder o
questionario abaixo que envolve
aspectos qgue serdo abordados em
um experimento de QG109, do dia
12 de rmaio. O questionarioc é
anénimo e nao tem nenhuma
relaggo com a avaliagio da
disciplina.

Por favor, envie suas resposias
antes de realizar o experimento.
Muito obrigadal

Doutoranda Daniela B. Lopes Terci
Profa. Dra Adriana Vitorino Rossi

1. Para que servem as aulas de
taboratorio de Quimica?

a. Nao sei avaliar,

b. Para seguir roteiros e escrever
relatorios.

b. Para ilustrar e exemplificar a teoria.
d. Para aprender conceitos e
procedimentos da Quimica,

2. O que vocé acha do usc de
materiais naturais em aulas
laboratorio?

a. interessante.

b. Inadequado.

¢. Indiferente.

3. Para a realizacdo de uma aula
experimental vocé acha que:

a. Ndo tem condicbes de avaliar o
que & necessario.

b. Nao ¢ necessaric material e
equipamentos especificos para uma
aula experimental.

c. Um laboratorio deve possuir os

materiais e equipamentos
fundamentais.
d. Um laboratorioc deve possuir

reagentes e equipamenios caros €
modemos.

4. Visualmente & possivel identificar
se uma solucio € acida ou basica?

a. Ndo sei avaliar.

b. Nio é possivel
identificacao visual,

c. Sim, pele uso de indicadores de
pH.

d. Sim, pela diferenca de cor das
solughes acidas e basicas.

fazer esta

5. Em termos de pH, como se
diferencia uma substancia acida de
uma zalcalina?

a. Para substancias acidas, pH > 7.
Para substancias alcalinas, pH < 7.

b. Para substéncias acidas, pH < 7.
Para substancias alcalinas, pk > 7,

c. N3o sei avaliar.

5. I possivel criar uma escala de pH
em fung,éo da coloragao da solugdo? |
a. Nao sei avaliar. |
b Nao, pois a cor de uma solugdo néo |
depende do seu pH e sim de Sua
estrutura.

¢ Sim, uliizando-se

diferentes i
solucdes coloridas. 1

d Sim, utiizando-se indicadores de .

pH e solugdes de pHs conhecidos.

7. E possivel detectar visualmente

situacdes de equitibric quimico ?

a. Ndo sei avaliar.

b Nao, pois equilibrio quimico esta
relacionado apenas com calcul 0S|
matematicos.

¢ Sim, se & reaglo
mudancas aigum aspecto visual.

d. Sim e isto é valido para quaiquer |

reacao.

8. A cor dos materiais refaciona-se |

com sua interacdo com a luz?

a. Nzo, nio fago idéia do que &

responsavel pela cor dos materiais.

b. Nio a cor dos materigis ndo e

resultado de sua interacac com a luz.
c. Sim, a cor de um material é dada
peia luz refletida por esse materiat.

d. Sim, a cor de um material & dada

pela luz absorvida por esse material.

envolver 5
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Quadro 7. Procedimento disponibilizado previamente & aula experimental.

A EXTRACAO DO CORANTE

Pese um béquer de 50 mL limpo e seco. Retire a polpa
do jamboldo com a ajuda de uma espatula. Descarte a
semente e cologue a polpa no bequer de 50 mL Amasse
a polpa com a ponta de uma bagueta de forma a
fragmentada o maximo possivel e pese novamente o
bequer, determinandop a massa de polpa.

A extragdo do corante da polpa do jambol3o sera feila
através de sua imerséo em etanol comercial 99,3°. Utilize
um volume de etanol correspondente a trés vezes a
massa de polpa de jamboldo que foi pesada.

Adicione ¢ volume de etanol calculado sobre a polpa, no
bequer de 50 mL e aqueca a mistura na chapa de
aquecimente até cerca de 50 °C. Mantenha a mistura
nesta temperatura por cerca de 40 min, sob agitacio
magnética. Use um termdmetro para conirolar a
ternperatura e torme cuidado para que a temperatura nido
passe de 50 °C.

Apds os 40 min de aquecimento, fitre a solucdo em um
funil analitico e recolha o filtrado em um erlenmeyer de
125 mL.

B. EFEITO DO pH NA COR DO EXTRATO

Com o auxilio de uma proveta de 10 mL, adicione,
separadamente, 5 mL de cada uma das 5 solugdes
tampéo (pH 2, 5, 7, 9 e 11) em 5 tubos de ensaio. Em
seguida, adicione a cada um dos tubos 1,0 mL do extrato
filtrado de jambolao.

Agite 0s tubos para homogeneizar as solucdes e anote a
cor obtida em cada um dos tubos.

Em um outro tubo de ensaio, coloque 2,0 mL de agua
destilada e mega o pH da agua com uma tira de papel de
pH. Em seguida adicione 10-12 gotas do extrato de
iamboldo e compare a cor obtida com as cores obtidas
nos tubos, nos cinco pHs diferentes. E possivel identificar
a faixa de pH da agua destilada usando o extrato como
indicador?

Repita o item acima adicicnande 5 -7 gotas do produto de
limpeza VEJA, aos 2 mL de agua destilada. E possivel
concluir se o produtc de limpeza €& &cido ou basico,
usando o extrato de jambolao como indicador?

Repita o item 3, usando vinagre no lugar da agua
destilada. E possivel determinar o pH aproximado do
vinagre, usando 0 exirato como indicador? Compare com
¢ pH medido com um papel de pH.

Obs.: Ancte a compasicio indicada no rotulo do produto
de limpeza.

C. OBTENCAQ DO ESPECTRO DE ABSORCAQ DO
EXTRATO DE JAMBOLAO

Todos os grupos deverdo obter o espectro de absorcio |
das sclugdes nos pH 2 e 11. Cada grupo davera obter
também o espectro de uma solugo em um pH -
intermediario de acordo com a tabela abaixo: :

Para obter o espectro, preencha a cubeta com a solugso :
até % de seu volume, usando uma pipeta de Pasteur. !
Inicialmente, acerte o zero do instrumento usando uma |
cubeta com agua destilada. Em seguida.insira a cubeta
contendo a solucdo no espectrofotdmetrc e mega o valor
da absorbancia na faixa de 400 a 700 nm, fazendo |
leituras de 20 nm em 20 nm. -

Obs.: Para obter o espectro da solucie em pH 2, dilua
previamente esta solu¢do 3 metade de sua conceniracao,
misturando 1.5 mb_do extratc com 1.5 mL de solucio

tampdc pH 2.

RELATORIO

Descreva as variacdes de cor dos extratos nos véarios pH |
usados e discuta esta variagdo com base na p{otonac;ao
ot desprotonagao da molécula de antocianina, :

Desenhe o0s espectros obtidos na folha de papel
milimetrado fornecida. Compare a posicio dos maximos
das bandas de absorgio nos extremos de pH (2 e 10}
com ¢ espectro obtido no pH intermediario e comente a! '
diferenca entre eles em funcdo do pH, com base na

discussio do item acima.

ldentifique os maximos de absorgd0 nos espectros |
obtidos e associe a posigBo destes maximos com as |
cores observadas, usande o conceito de cor!
complementar.

Com base nas informagdes contidas no rotulo do produte
de limpeza usado, escreva a reacdo quimica principal,
responsavel pelo pH observado neste produto.
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No inicio da aula, o professor responsavel pela atividade, Dr. Marcelo Gazarolli
de Oliveira, fez uma apresentagdo sobre o uso das antocianinas como indicador natural
acido-base, apresentando as reacdes de equilibrio gquimico e as diferentes formas
coloridas destes pigmentos em funcdo do pH. Esta apresentagao foi feita em paralelo
como o uso de um indicador convencional e largamente utilizado, a fenolftaleina. A
sequir, utilizando-se as antocianinas como exemplo, foi introduzido o conceito de cor,
dando énfase aos espectros de absorg¢éo e ao funcionamento de um espectrofotémetro.
Posteriormente, os alunos realizaram as atividades experimentais tais como descritas
no Quadro 7.

Ao término da aula experimental os alunos responderam a um outro questionario

de avaliacdo - Quadro 8.

10.2. Avaliacdo dos experimentos por professores

Além da avaliacado especifica de cada professor, que aceitou colaborar com
este estudo permitindo que esta proposta didatica fosse aplicada em suas auias,
também foi realizado um estudo de avaliagdo dos experimentos somente com
professores que atuam em diferentes niveis de ensino.

Este estudo foi feito pela autora desta tese, durante o 1l Simpésio de
Profissionais do Ensino de Quimica (SIMPEQ)", realizado no Instituto de Quimica da
UNICAMP em 9 e 10 de novembro de 2002. A atividade completa, incluindo uma
introducdo prévia, parte pratica e avaliagao, durou 90 min. Os experimentos
desenvolvidos utilizando-se extratos de frutas contendo antocianinas foram avaliados
por 38 professores do Ensino Médio, dos quais 3 também ministram aulas no Ensino
Superior.

No inicio da apresentacéo, foram discutidos alguns estudos sobre o uso de
extratos naturais contendo antocianinas no Ensino Medio. Depois, os professores

realizaram as atividades experimentais indicadas no Quadro 9. Apés a atividade, os

" Trata-se de um evento destinado principalmente a professores do Ensino Meédio da regido de Campinas.
E organizado, desde 2000, com a colaboracao de docentes e estudantes do Instituto de Quimica da
UNICAMP, sob a coordenacao da Profa. Dra. Adriana Vitorino Rosst.
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professores responderam a um questionario (Quadro 10), para se verificar a validade

da proposta experimental.

Quadro 8. Questionaric aplicade apés a aula pratica.

Prezado estudante de QG109.

Novamente solicitamos sua colaboracao para
um estudo que faz parte de uma trabalho de
doutorado do [IQ-UNICAMP. Basta responder o
questionario  abaixo que envolve aspectos
relacionados com o experimento de QG109, do dia 12
de maio. O questionario & andnimo e nao tem
nenhum vinculo com a avaliagdo da disciplina.

Muito obrigadal

Doutoranda Daniela Brotto Lopes Terci
Profa. Dra Adriana Vitorino Rossi

1. Sabre indicadores naturais:

a. Vocé nao sabia da existéncia.

b. Vocé sabia da existéncia, mas nao sabia como exirai-
los.

c. Vocé sabia da existéncia e sabia como extrai-los.

d. Vocé sabia da existéncia e sabia como extrai-ios, mas
nio sabia de suas aplicagdes.

2. Na sua opiniao, o uso de extrato de jamboldo como
indicador de pH & viavel?

a. N3o sei avaliar.

b. Nao, pois a coloracdo da solugao nao traz informacoes
sobre pH.

c. Sim, pois apresenta variacdes de cor em fungdo da
acidez do meio.

3. Por que o extrato de jamboldo muda de cor conforme o
pH do meio?

a. Nao ¢ possivel responder ja que o pH ndo € afetado
pela cor das substancias.

b. Isto acontece porque em pH diferentes ocorrem
reacdes quimicas irreversiveis, que destroem a estrutura
das substancias do extrato de jambolao.

c. Isto acontece porque substancias do extrato de
jamboldo participam de equilibrios que envolvem
modificacGes estruturais em diferentes pHs e diferentes
estruturas apresentam colorago diferente.

4. E possivel determinar o pH de solugbes coloridas
usando indicadores visuais?

a. Nao sei avaliar.

b. Nao, pois a cor da solugdo interfere na coloracaoe final
da solugdo apos a adicdo do indicador de pH.

¢. Sim, pois a cor da solucdc varia com a adicdo de
indicadores de pH.

5. Os espectros do exirato de jambolao obtidos em meio |
acido e meio basico sdo diferentes?

a. Néo sei avahar.

k. N&o, pois a coloragdo do extrato de jambolio ndo
influéncia no espectro de absorcéo.

¢. Sim, pois ¢ exirato de jamboldo apresenta coloracao
diferente em meio basico e acido.

6. Experimentos como este, realizado com produtos |
naturais, deveriam ser incorporados nas aulas de
laboratorio de ensino de graduacaoe? :
a. Nao sei avaliar. :
b. Nao, pois ndo contribui para 0 aprendizade da Quimica |
em termo cientificos.

indiferente

¢. Sim, pois sdo inferessantes.

d. Sim, pois utilizam mateniais simples e do conhecimento
do aluno e isto facilita a organizacéo da aula e esttmula
os alunos. '

7. O uso de produtos naturais em experimentos é:
a. Inadequado.
b. Pouco ilustrativo € pouco interessante.
c. Menos ilustrativo que os experimentos convencionais.

d. Indiferente.

e. Muito ilustrativo e inferessante.

8. Vocé acha que este experimento pode ser adaptado
para ser usado em outras disciplinas da Quimica?

a. Nao, pois € inadequado para o ensino de aspectos |
cientificos.

b. Ndc, é adequado apenas para as abordagens de
conceitos de Quimica Geral.

¢. Sim, pois envolve aspectos da Quimica Orgénica.
Quimica Analitica e Fisico-Quimica.

9. Pensando em aulas praticas de Quimica no Ensmo
Médio:

a. Nao & preciso ter aula de laboratdrio no Ensino Medio. |
b. Os experimentos de graduacdo ndo podem ser

aproveitados

c. Qs experimentos de graduacdc podem serf
aproveitados diretamente.
d. Os experimentos de graduacdo podem ser:

aproveitados com adaptacies.
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Quadro 9. Atividades experimentais realizadas pelos professores.

H Extratos naturais: estudo de equilibrio quimico e
determinacio de pH

Danieia Brotto Lopes Terci
Instituto de Quimica — UNICAMP
dblopes@igm.unicamp.br

infroducdo
As antocianinas - Figura 1 - s8o os principais pigmentos
naturais responsaveis pela coloracdo avermelhada de
flores ¢ frutos. Estes compostos apresentam 3
propriedade de indicader acido-base e sdo facimente
extraidos com solventes polares, tais como &gua e

etanol. .
/'\YOH
P g Figura 1. Estrutura fundamental
o das antocianinas,

oh

A diversidade dos conceitos envolvidos no estudo destas
espécies, desde os procedimentos de extragio até a
explicacdo da mudanga de cor dos exratos vegetais,
representa a integracac de conceitos e procedimentos
das varias areas da Quimica. Isto justifica o crescente
interesse na elaboraco de atividades didaticas
experimentais com estes compostos, visando a aplicacao
pedagodgica para o ensino de Quimica.

Parte experimental

1. Obtencado de solugdes indicadoras de pH

Estas solucdes podem ser obtidas por dois
procedimentos  diferentes. Para a  escolha do
procedimento devem ser levados em consideracdo
aspectos como, disponibilidade de materiais e reagentes
e tempo disponivel.

Procedimento 1. Imergir cascas de fruta em etanol na
proporc@o 1.3 (m/V) e deixar em repouso por 24 horas, a
temperatura ambiente. Materiais: béquer, espatulas,
alcool comercial, funil, papel de filtro.

Procedimento 2. Aguecer cascas de fruta em &gua na
proporcao 1:3 (m/V) por 30 min,, a 60 °C. Materiais:
béquer, espatulas, termdémetro, funil, papel de filtro.

Apos a realizacBo dos procedimentos 1 ou 2, filirar o
extrato e, assim a solucdo indicadora estara pronta.

2. Obtencao de papel indicador acido-base i
Deixar secar o papel de filtro utilizado na filtracio dos |
extratos no procedimento de oblencio de solughes
indicadoras. Recortar estes papéis em tiras de ~ 0,3 » 4.0,
cm. Observar e anotar a coloracdo dos papéis de fitro |
impregnados com 0s extratos apés & imersdo das tiras:
em solucdes basicas e acidas.

3. Construg@o de uma escala de pH utilizando o extrato
natural :
Preparar solucbes tampao com pHs variando de 1 a 14,
Em tubos de ensaio adicionar 3 mbL {~60 gotas} da
solucdo tampao e 1 ml (~20 gotas} do extrato natural.
Observar e anotar a coloragdo resultante apds 30
segundos.

4. Determinacao do pH de produtos de uso domeéstice :
Em tubos de ensaio adicionar 3 mL (~60 gotas; de:
solughes de uso doméstico (produtos de limpeza. !
vinagre, leite de magnésia, etc) e 1 mi { ~20 gotas) do
extrato natural. Observar e anotar a coloracdo resultante
apos 30 segundos.

5. Determinacdo da acidez e/ou basicidade de produtos
de uso doméstico
Com o auxilic de uma pipeta Pasteur ou conta-gotas, |
pingar uma gota da solugdo a ser testada sobre ¢ papel
indicador de pH. Observar a coloracio resultante.

6. Estudo de reversibilidade de equilibrio quimico
Preparar uma solucdo de pH 1, com acido cloridrico.
Adicionar 20 mL desta solugdo e 1 mL de extrato em um
béquer. Elevar o pH da solugdo até 14, acrescentande-se
solucdes de NaQOH e KOH, com um conta-gotas. Ao obter
pH 14, acrescentar HCl para baixar o pH da solucdo
novamente para 1. O procedimento de abaixar e elevar o |
pH de uma mesma solugic contendo a extrato pode ser |
repetido por varias vezes, para a demonstracido do.!
conceito de reversibilidade de equilibrio guimico.
Referéncias

1. Terci, 1. B, L; Rossi, A, V.; Quim. Nova 2002, 25(4),
684-688.

2. Terci, D. B. L; Rossi, A. V.; Chagas, A P. Livro de
Resumos da 24° RA SBQ20C1, vol. 1, ED 57.

Quadro 10. Questiondrio de avaliagdo dos professcres participantes das atividades

experimentais.

Instituicao de Ensino: ()} publica () particular (

{ )sim( )ndo Comente.

) outros:
1._Na sua opinido, atividades experimentais sdo importantes para o ensino/aprendizagem da Quimica?

2. O uso de extratos naturais apresenta aplicacbes didaticas? Se sim, quais os conceitos quimicos gque podem

ser trabalthados? () sim{ ) ndo Comente,

3. Considerando a infra-estrutura da escola onde vocé trabatha, as atividades experimentais realizadas aqui,

utilizando extratos naturais, podem ser aplicadas?
( )sim{ )ndc Comenie.

4. As propostas dos Parametros Curriculares Nacionais para o Ensino Médio (PCNEM), além da ampla
discussdo sobre temas inter e transdisciplinares, enfatizam a abeordagem dos conceitos quimicos de forma
contextualizada. Na sua opinido, as atividades didaticas com extratos naturais estao de acordo com as propostas
dos PCNEM?7 { )sim( )ndoc Comente,
Comentarios efou sugestbes:
Os resuitados desta avaliagio serdo disponibilizados na homepage do | SIMPEQ.
Sua opinido é muito importante!

hitp://gpquae igm.unicamp.br/simpeq.htm
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CAPITULO 11

RESULTADOS E DISCUSSAO
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11.1. Aplicacdo dos experimentos nos diferentes niveis de ensino

-

11.1.1. Ensino Técnico

Com a aplicac&o dos experimentos realizados na forma tradicional, pretendeu-se
complementar a teoria sobre titulagdes acido-base e explorar o conceito de equilibrio
quimico em uma abordagem qualitativa, que propicia maior compreensao de aspectos
relevantes associados a reagdes quimicas. Tratou-se de uma proposta diferente das
abordagens comumente encontradas nos livros didaticos, geralmente aplicadas na sala
de aula, as quais tendem a enfatizar os aspectos quantitativos (matematicos)
relacionados a este conceito.

Os resultados obtidos pelos alunos visando a determinagéo da concentragao de
HCI numa solugdo aguosa, bem como as mudangas de cores das solucdes em
diferentes valores de pH, foram anotados em um quadro no laboratério, para que todos
os alunos, individualmente, pudessem analisa-los e responder ao questionario de
avaliagao descrito no Quadro 6 do capitulo 10.

Com uma aula tedrica introdutdria sobre o funcionamento e uso de indicadores
acido-base e uma aula pratica, visando a concretizacao dos conceitos, os alunos
avaliaram os experimentos realizados pelo preenchimento do questionario citado
anteriormente. Os comentarios da seqUéncia resultaram da leitura das respostas dos
alunos ao questionario e da observagdo de seus comportamentos durante as aulas
tecdricas e praticas.

Na aula tedrica, discutiu-se sobre indicadores explorando-se o conceito de
equilibrio quimico, que é fundamental para a compreensido do funcionamento do
indicador de pH. Acrescentou-se como exemplo, além dos indicadores convencionais,
tais como fenolftaleina e vermelho de metila, entre outros, o uso de indicadores obtidos
a partir de flores e frutos que contém antocianinas em sua composicdo. Foi observado
um grande questionamento dos alunos, quando se citou a possibilidade de obtengdo de
indicadores a partir de vegetais em relacéo a facilidade de obtencado, custo e interesse
sobre a real funcionalidade destes extratos como indicadores e como isto aconteceria.
Durante a aula, apresentou-se a formula estrutural genérica da antocianina, bem como

os equilibrios quimicos envolvidos nas mudancas de cores da solucdo na qual ela se

enconira.
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Na primeira etapa da aula pratica, que consistiu da obtencao do extrato de uva,
observou-se um grande interesse dos alunos por estarem “produzindo” o indicador a
ser utilizado nas titulacbes e ndo apenas estarem usando um reagente "pronto”. Alguns
alunos tiveram a iniciativa de levar outros vegetais (maca vermelha e tomate) para
realizar testes a parte. Nenhum aluno conhecia a possibilidade de extrair indicador
acido-base de um vegetal e nem sabia explicar porque um indicador mudava de cor no
decorrer de uma titulacao.

Na segunda etapa da aula pratica, que envolveu o estudo da mudanga da cor da
solucdo contendo o extrato de uva em funcao do pH do meio, observou-se grande
interesse dos alunos em comparar as cores das solugbes obtidas com as cores
descritas na Figura 3 (pagina 9), que representa os equilibrios quimicos das
antocianinas em fungdo do pH. Apds o experimento, os alunos conseguiram explicar o
funcionamento de um indicador acido-base.

Na ultima etapa da aula, que consistiu na utilizagdo do exirato de uva como
indicador acido-base para a determinacao da concentragdo de uma amostra sintética
de HCI, os alunos concluiram que & possivel utilizar o extrato de uva como indicador
acido-base, porque nio houve diferenca entre os resulfados da determinacao utilizando

fenolftaleina ou extrato de uva, como apresentado na Tabela 42.

Tabela 42. Resultados obtidos nos experimentos de determinagdo da concentragao de HCI de
uma amostra sintética utilizando fenolftaleina ou extrato de uva como indicadores,

Grupo Concentragao média, . Concentragido media, . | Erro relativo / %

uso de fenolftaleina/mol L uso de extrato de uva /mol L

1 0,1042 0.1050 0,8
2 0,1050 0,1042 0,8
3 0,1050 0,1045 0.5
4 0,1050 0,1048 0,2
5 0,1045 0,1048 0.3
6 0,1050 0,1048 0.2

No primeiro dia da aplicag&o dos experimentos realizados numa abordagem nao
tradicional, o professor responsavel reviu com os alunos alguns conceitos envolvendo
pH e métodos para sua determinagdo. Em seguida, o professor sugeriu aos alunos uma
pesquisa sobre a existéncia de produtos naturais que atuassem como indicador;

estipulando um prazo de 15 dias para que a mesma fosse concluida.
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Decorridos os 15 dias, um debate sobre a atuacao dos indicadores naturais foi
realizado, em sala de aula, entre os alunos e a entdo graduanda Juliana Terra. Em
seguida, com base no procedimento proposto - Quadro 1 - os alunos, divididos em
trios, obtiveram, no laboratério, o indicador natural a partir de amora e verificaram a
atuagao do extrato como indicador acido-base em solucdo e impregnado em papel de
filtro. Tambem foi feito o estudo da mudanga de cor da solugdo contendo o extrato
indicador em fungdo do pH do meio, numa tentativa de ilustragdo do deslocamento do
equilibrio quimico. Durante a realizacao do experimento, foram feitas algumas questdes
aos alunos - Quadro 1 - visando estimular sua atencio para os resultados que estavam
sendo obtidos.

No dltimo dia, foram necessarios cerca de 40 min numa aula tedrica sobre alguns
conceitos envolvidos no experimento, como equilibrio quimico, indicadores acido-base
e pH, além de uma discussdo sobre a utilizagdo dos indicadores.

Pela observacido do comportamento dos alunos nas aulas tedricas e praticas e
segundo seus proprios comentarios, foi possivel fazer algumas constatacdes.

Como o trabalho foi realizado durante o horario de aula do professor Cezario, foi
necessario adequa-lo de acordo com sua metodologia de frabalho. No primeiro dia de
aula, por exemplo, quando se iniciou a aplicacédo do trabalho, a sugestdo da pesquisa
foi feita pelo proprio professor. A idéia inicial era que os alunos pesquisassem um
método para a determinacdo do pH de uma solucdo sem utilizar um indicador comercial
ou um pHmetro e, entdo, como resultado da pesquisa, descobrissem a existéncia dos
indicadores naturais. Porém, o professor propds aos alunos uma pesquisa relacionada
a existéncia de produtos naturais que atuam como indicador de pH. Ou seja, o método
que deveria ser aplicado no Ensino Técnico e que constituia na apresentacido de um
problema (questionamento), seguida pela resposta a este problema e um posterior
experimento como meio de se confirmar ou ilustrar a resposta obtida nao foi totaimente
cumprido, uma vez que o professor revelou de inicio a resposta do problema.

Com relagéo a parte experimental, foi verificado que os estudantes ja possuiam
um conhecimento sobre a atuacao de algumas espécies vegetais como indicador, mas

desconheciam esta propriedade na amora. Alguns alunos levaram outros vegetais que

julgavam apresentar esta propriedade, como berinjela, jabuticaba e algumas flores.
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Num primeirc momento, os alunos se mostraram interessados em “produzir” seu
proprio indicador. Entretanto, as mudancgas de cor do exirato de amora n&o ocorrem de
forma brusca, mas de forma gradual, muitas vezes €& impossivel ao clhc humano
diferenciar a coloracdo em dois pHs muito préximos. Esta constatacac fez com que
muitos alunos questionassem a adequacado do uso do extratc de amora como indicador
de pH, chegando alguns ate a negar esta adequagao.

O que mais atraiu a atenc¢ao dos alunos foi verificar a reversibilidade do equilibrio
quimico estabelecido. A medida que solugdo de NaOH era adicionada ao extrato,
observava-se uma alteracéo de cor do vermelho até amarelo. Neste ponto, a adicdo da
solugac de HCI propiciava o retorno da cor vermetho inicial. Esta variagao de cor
instigou os alunos a tentarem responder o que estava ocorrendo, com base em seus
conhecimentos prévios de equilibrio quimico.

Apos a realizagdo da atividade, foi solicitado ao professor Cezario que
respondesse um questionario de avaliagdo sobre a aplicagao didatica dos indicadores
naturais, Quadro 11. Segundo ele, os resultados seriam mais satisfatorios com outra
abordagem, pois, “no ensino técnico, a pesquisa ndo é um fator tdo relevante’.
O professor também citou a dificuldade de obter as solugbes tampao para ©

experimento.

10.1.2. Ensino Medio

Antes da realizacao do experimento, foi solicitado que os alunos respondessem
um questionario — Quadro 2 - visando investigar seus conceitos sobre acido, base,
reacfes guimicas e pH.

Os procedimentos adotados na aplicagéo do projeto precisaram ser adequados a
infra-estrutura de cada escola. Na ETECAP, o experimento proposto foi realizado pelos
proprios alunos, em laboratorio, utilizando as vidrarias disponiveis e as solugdes
fornecidas. Na EEPAF, apesar da existéncia de um laboratorio quimico bem equipado
mas nac utilizado para fins didaticos, o experimenio foi realizado de forma
demonstrativa. A entdo graduanda Juliana Terra realizou o experimento e os alunos

“atuaram” como espectadores. Esta situagao foi imposta pela propria diregéo da escola
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que maniém o laboratédrio fechado, com receio de roubo e depredacdo por parte dos

alunos.

Quadro 11. Questionario respondido pelo professor.

Qual a impeortancia  para vocé, das  atividades

Qs resultados  obftidos  com a  agtividade  foram

experimentais  no  processo ensinofaprendizagem  de

satisfatorios? Quais mudancas deveriam ser feitas para

Quimica?

‘Toda atividade qgue possibilte a complementacdo da
teoria ou vice-versa € de suma importancia no processo
de aprendizagem pois possibilita uma maior integracdo
de conceitos e possibilita ainda uma maior vivéncia com
situacbes reais além de estimular a pesquisa e ©
desenvolvimento de habilidades motoras e raciocinio
iogico-formal.

0 uso de indicadores naturais apresenia. na sua opinido,

gue se obtivesse melhores resultados?

Sim, principalmente para os aluncs do Ensino Médio.
Eventuais modificacbes com respeito ac experimento
aplicade para 0s alunos do Ensino Técnico devem estar
relacionadas & abordagem aplicada pois ela envolveu um
certo grau de dificuldade, |4 que, para a mesma, foi
necessario uma pesquisa bibliografica e discussao prévia
a respeito do procedimento.

aplicacoes didaticas? Fm gque vocé baseou a sua

Como vocé caracteriza o interesse e a motivacio dos |
alunos na realizacio da atividade? i

resposta?
Sim. A viabilidade da utilizac80 dos indicadores naturais,

na minha concepgao, pode ser estendida a pelo menos
trés situacbes:

- a questdo econdmica e a dificuldade, principalmente
para algumas escolas da rede estadual & municipal de
ensing, no sentido de conseguir-se os indicadores
tradicionais de custo geralmente elevada.

- a produgaofextracio destes indicadores ndo restringe a
pratica experimental apenas na utilizacdo dos mesmos
mas tambeém a propra extracio pode funcionar como
uma aula pratica para conhecimento de um processc
fisico-quimico de separacdo, © significado do termo
tingimento, corante, etc.

- a sua utilizacdo propriamente difa nos processecs
acido/base e também confeccdo de outras escalas de
pH, bem como sua facilidade de manuseio.

Quais os topicos de Quimica que vocé poderia abordar
com a realizac8o da atividade apresentada?

Equilibric idnico A/B, Produto idnico da agua. Extracdo
com solvente, Técnicas de separagdo ({filtragdo),
Ressonancia e fungdes organicas (quando possivel) e
Aspectos bioldgicos relacionados com Boténica

Em termos do Ensino Médio o interesse se mostrou muito
maior devide aoe fato dos mesmos estarem aprendendo
na teoria a grande maiora dos tdpicos abordados, fato
que no Ensino Técnico talvez tenha se mostrado um
pouco menos desafiador, devidoe ao proprio estagio em
que os alunos se encontram. !

Cite os ponios problematicos da proposta.

Talvez para escolas que nag possuam uma minima
infraestrutura a implantacao da metodologia
provavelmente poderia ser comprometida no que tange a
confecgao dos tampdes e consequentemente da escala
de pH, em nivel do Ensino Médio. No case do Ensino
Técnico observamos que a proposta envolvendo um
maior desafio para os alunos talvez fuja um pouco da
propria proposta do modelo das bases tecnologicas em
que o Ensino Técnico esta fundamentado e ¢ estimulo &
pesquisa normalmente n&o ocorre.

Considerando todos os aspectos envolvidos. vocé:
pretende introduzir a afividade com indicadares naturais |
em suas aulas? Explique.

Sim, particularmente no  Ensino Médio onde a3
receptividade para com o experimento bem como sua
organizacao e sequenciamento s3o bastante didaticos.

QOutra diferenca relevante entre os métodos aplicados nestas escolas foi o

material utilizado. Na ETECAP, o indicador foi obtido a partir da casca da uva e foram

utilizadas vidrarias de laboratorio, de uso freqliente dos alunos, como proveta e

erlenmeyer. Por outro lado, na EEPAF, utilizou-se amora como fonte de obtengao do

indicador, além de terem sido usados materiais alternativos como copos plasticos,

frascos de vidro e conta-gotas no lugar do material de laboratdrio.

Em ambas as escolas, dois dias de aulas foram suficientes para a realizagdo das

atividades, sendo, para a ETECAP, o equivalente a aproximadamente 100 min e para a

EEPAF cerca de 90 min, uma vez que nesta escola o experimento foi demonstrativo.
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O primeiro dia consistiu na verificagdo da propriedade de indicador de pH dos
extratos obtidos a partir das frutas (amora ou uva), tanto na forma de solugdc como
impregnado em papel de filtro. Os alunos tambéem verificaram a mudanca de cor do
indicador pela adicao de base ou acido (variagdc do pH do meio), constatando a
reversibilidade e o deslocamento do equilibric quimico. Para estimular o interesse dos
alunos, alguns produtos de uso domeéstico, como vinagre, limao, leite e sabonete foram
“analisados” a partir do papel impregnado com o indicador para mostrar uma forma de
determinag¢do de pH. O procedimento experimental realizado pelos alunos da ETECAP
esta no Quadro 3, enquanto o procedimenio para os alunos da EEPAF esta no
Quadro 8. Durante o experimento, os alunos responderam um questionario, incluido
nos referidos procedimentos experimentais que foram distribuidos.

No segundo dia de aula, foi feita uma exposi¢do das definicbes e conceitos
fundamentais relacionados a classificagdo das substancias em acidas, basicas e
neutras, pH e métodos para sua determinagdo. Também foram introduzidos aiguns
topicos de equilibrio quimico para posteriormente realizar-se um debate sobre a
utilizacdo didatica dos indicadores naturais.

Antes da realizagdo do experimento, os alunos responderam a um questionario
para se investigar quais eram seus conceitos sobre acido, base, reagbes quimicas e
pH, Quadro 2. Considerou-se necessaria esta investiga¢éo para saber se os alunos
tinham os conceitos fundamentais para o entendimento do experimento a ser realizado.

Os alunos de todas as turmas de Ensino Médio envolvidas no projeto (cerca de
40 alunos por turma) mostraram, de maneira geral, ter algum conhecimento prévio
sobre acidos e bases e as possiveis formas de identificar a ocorréncia de reagbes
quimicas, Figura 54. Porém, estes alunos mostraram desconhecer o significado de pH.
Assim, tomou-se o cuidado de introduzir os conceitos de pH e apresentar informagses
sobre indicadores acido-base na aula tedrica.

Os procedimentos adotados em cada escola de Ensino Medio foram diferentes
em virtude da infra-estrutura disponivel. As observacgoes feitas durante a realizagao das
aulas tedricas e praticas e os comentarios dos proprios alunos serao expostas
separadamente por escola.

Na EEPAF, durante toda a exposicdo do experimento, os alunos se mostraram

atentos e interessados, o que, segundo a professora Moretto, foi um comportamento
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muito diferente do comum, para aquelas turmas. A utitizac&o de substancias e materiais

conhecidos na atividade experimental gerou muito interesse.

ETECAP EEPAF 50
40 - e
= 7o
as 4 T :
Eseny = 60 4
o e o
] = EEEET o .|
g 25 o [ g %
= ¥ ] 2z e pa— PO
@ * ?///é//}:_t ®
T 18 / : ©
s o
= o4 // SERSEeY = gl
5 a5 v "_“_: 04
] ; i o
. SEEN. i ¢ :
Corhecimento dos alunos sobre pH  Conhecimento dos alunos sobre acido e base

existente
E=== inexistente
&5 parcial

Figura 54. Conhecimentos prévios dos estudantes sobre alguns temas relacionados com a

proposta didatica.

Ao verificarem que a solucdo de NaOH proporcionou ao extrato de amora uma
coloragdo diferente daquela observada com o suco de limao, os alunos comecaram a
indagar sobre as solugdes incolores desconhecidas que foram usadas, conciuindo que
algumas eram acidas e outras basicas.

A demonstragdo da variagdo da coloragdo do meio contendo o extrato pela
adigao de base ou acido e a constatacéo de que as mudanc¢as nao eram definitivas foi o
que mais estimulou a curiosidade dos alunos.

Com a demonstracdo experimental, o aprendizado e o interesse sobre pH e
metodos para determina-lo, assim como os conceitos fundamentais sobre equilibrio
quimico, introduzidos na aula tedrica, foram alcangados. Isto foi comprovado,
posteriormente, em um debate entre os alunos e a entdo graduanda Juliana Terra que
acompanhou as atividades na escola, além dos trabalhos dos alunos solicitados pela
professora Moretto.

O debate sobre a utilizagZo didatica dos indicadores naturais revelou que oS
alunos gostariam que mais atividades experimentais lhes fossem apresentadas, pois,
segundo eles, estas atividades servem para esclarecer muitos conceitos estudados

apenas de forma tedrica, com os livros didaticos.
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Segundo as respostas da professora Moretto ao questionario de avaliagio da

atividade, Quadro 12, a proposta desenvolvida foi “um excelente método para atrair a

atengdo dos alunos para a Quimica, disciplina geralmente “detestada” pelos alunos, e

introduzir de uma maneira mais interessante diversos conceifos, principalmente os

relacionados ao equilibrio quimico”. As turmas envolvidas, segundo a professora, s&o

formadas por alunos, em geral, desinteressados e com sérios problemas de

comportamento. A atividade permitiu o estabelecimento de um melhor relacionamento

entre o professor e os estudantes, facilitando o processo ensino/aprendizagem. A

professora aprovou a proposta e aplicou-a em outras escolas onde lecionava.

Quadro 12. Questionario respondido pela professora.

Qual a importancia, para voce, das  atividades

Os resuliados  obtidos  com &  atividade foram‘

experimentais  no_ processo ensinofaprendizagem  de
Quimica?

Em essencial, o contalo com situacdes experimentais
torna a aula muito mais interessante, desperta a
curiosidade dos alunos, instiga 0s mesmos a formularem
hipoteses sobre os fatos observados; € um processo
mais dindmico, os alunos participam mais.

0 uso de indicadores naturais apresenta, na sua opinido,
aplicactes didaticas? Em que vocé baseou a sua
resposta?

Sim, conceitos de acidez e basicidade, de equilibrio
quimico s$8o0 trabalhados de uma maneira mais
agradavel. Um grupo de alunos apds a realizacdo das
atividades em sala “reproduziram o experimento” usando
0 suco de repolho roxe e uma aluna tentou fazer com a
agua de beterraba, mas o resultado nac foi tao
satisfatorio como o repoiho.

Quais os topicos de Quimica que vocé poderia abordar
com a realizacdo da atividade apresentada?
Completando a questdo acima, medidas de pH das
solucdes (as quais foram feitas por comparacdo entre o
papel indicador universal e o suco de amora).

satisfatérios? Quais mudancas deveriam ser feitas para
que se obtivesse melhores resultados?

Acredite que sim, mas seria melhor responder esta
questdo dagqui a algum tempo., para avaliara a’
assimifacdo e compreensdo dos  conceitos;  seria
interessante que os alunos pudessem realizar a atividade
Como vocé caracteriza o inferesse ¢ & motivac8o dos |
alunos na realizacio da atividade?
Através dos questionamentos do fipo: "o gue aconiece se
misturar X com Y, qual € o carater da mistura? Pode usar
outras coisas, da para saber se o pH do sabonete dove &
neutro?”

Cite os pontos problematicos da proposta.

Considerando _todos o©s  aspectos envoividos, vocé
pretende introduzir a atividade com_indicadores naturais
em suas aulas? Explique.

Sim, & um expermento simples. n&o oferece perigo aos
alunos, pode ser realizado no proprio espacgo da sala de
aula.

Os alunos do Ensino Médio da ETECAP, no decorrer de toda a realizagéo do

experimento, demonstraram grande interesse pela atividade e fizeram diversas

perguntas que acharam pertinentes. Na primeira etapa do experimento, eles ficaram

‘maravilhados” com as coloragbes que as solugdes, inicialmente incolores, foram

obtendo ao se adicionar o extrato de uva. Entdo, queriam saber que solucdes incolores

eram aquelas e o que as fazia mudar de cor.
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Ao verificarem que a adigdo de HCI ao extrato de uva propiciou uma coloragao
avermelhada e a adicdo de NaOH gerou uma coloracao verde-amarelada, os proprios
alunos concluiram que as solugdes incolores eram acidas ou basicas, conforme a cor
que o extrato adquiriu em contato com elas.

A constatacao de que a modificacdo das cores ndo era definitiva foi alvo de
maior curiosidade por parte dos alunos, gue queriam saber o porqué e até quando isto
ocorria.

Ao preparem seus proprios extratos e verificarem as modificacdes das cores com
materiais “comuns” como leite, sabonefe e vinagre, os alunos discutiram entre si a
causa de tal mudanca.

Diante de tanto interesse na parte experimental, € de se imaginar que o mesmo
ocorreu na parte teorica, quando as duvidas (ou parte delas) foram solucionadas.

Um pequenoc numero de alunos manifestou achar mais interessante haver uma
aula teorica antes da experimental para explicagdes do que ocorreria no laboratorio.
Esta colocacao gerou um certo debate entre os alunos que acharam que nao saber o
que estava ocorrendo 0s estimulava a procurar explicagdes para o que observavam.
Para estes alunos, sé foi possivel fazer esta afirmag@o porque o procedimento
fornecido estava claro, facilitando sua execucgao.

Para o professor Cezario, a atividade aplicada no Ensino Médio obteve um
resultado muito bom, devido aos alunos estarem aprendendo na teoria a maiona dos

topicos abordados.

11.1.3. Ensino Superior

Este estudo visou a avaliagdo geral que os alunos possuem em relaggo a aulas
experimentais, além da avaliacao especifica da proposta desta tese, que consiste na
utilizag@o de extratos antocidnicos em experimentos didaticos.

Embora 73 alunos tenham participado da aula experimental, somente 86%
colaboraram voluntariamente respondendo a um questionario de avaliagdo prévio,
envolvendo questdes conceituais sobre pH, equilibrio quimico e cor, alem de algumas

questdes sobre aulas de laboratdrio, 62% responderam ao questionario de avaliacao

apos a realizagao da aula experimental.
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Com relagao a funcionalidade das aulas de laboratdrio, € interessante notar que
54% dos alunos responderam que estas aulas servem para aprender conceitos e
procedimentos da Quimica. Entretanto, um porcentual bastante significativo, 43%,
respondeu que as aulas de laboratério servem para exemplificar e Hlustrar a teonia. Isto
reflete a caracteristica indutivo-positivista comum em muitas instituicées de ensino, que
coloca a teoria num patamar de valorizagao elevado e a pratica como mera aplicagdo
da teoria (Chalmers 1993, Rosa 2002). Esta posicéo impede que os alunos percebam
que as teorias surgiram das observagdes e néo o contrario. Este comportamento cria a
idéia de que a experimentacdo/observacdo serve apenas para ilustrar uma teoria
previamente estabelecida e desvinculada da pratica.

Com relagdo ao uso de materiais naturais em aulas de laboratorio, foi constatado
que 83% dos alunos acham interessante, 16% indiferente e apenas 1% acham
inadequados. E importante ressaltar que o uso destes materiais ndo € habitual nos
experimentos de graduacgao realizados no IQ-UNICAMP.

Quanto a realizacao de uma aula experimental 89% dos alunos responderam
que € necessario ter um laboratério com materiais e equipamentos fundamentais, 8%
afirmaram que é necessario ter reagentes e equipamentos ¢caros € modernos e, apenas
2% concluiram que ndo & necessario material e equipamentos especificos para aulas
experimentais.

Pela avaliacdo das questbes referentes aos conceitos prévios dos alunos,
relacionados aos assuntos a serem trabalhados na aula experimental, constatou-se que
97% dos alunos sabiam diferenciar substincias acidas e basicas em termos de pH
3% nao responderam ou nao souberam avaliar. Um total de 82% dos alunos,
apresentavam a nogao de como criar uma escala de pH em fungao da cor. Entretanto,
13% nao conseguiram relacionar pH em fungdo da cor e 5% n&o se manifestaram ou
nio souberam avaliar.

Com relacao a situagbes de reagdes envolvendo equilibrio quimico, 10%
afirmaram que estas reacdes estdo relacionadas apenas a calculos matematicos, 6%
responderam que € possivel detectar visualmente qualquer situagao de equilibrio e 8%
nao souberam avaliar. Estas respostas eram esperadas e podem ser justificadas pelo
fato de que a maioria dos professores utiliza somente livios didaticos e aulas

expositivas no ensino de Quimica, em particular para a abordagem do tema equilibrio
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quimico, considerando somente os aspectos quantitativos, incluindo férmulas e
equagdes e desprezando os aspectos quimicos qualitativos. Apesar das dificuldades
encontradas por alunos e também professores, na compreensao deste assunto, 76%
dos alunos responderam que € possivel detectar situagbes de equilibric quimico, se a
reacao envolver mudancas de cores.

A relagao entre a cor apresentada por um material e interagdo com a luz € um
assunto no qual 79% dos alunos demonstraram conhecimento adequado. Entretanto,
14% dos alunos apresentaram confusao enfre os conceitos de luz refletida e luz
absorvida e sua relagdo com a cor do material. Os demais alunos, 7%, nao souberam
relacionar a cor dos materiais € a interagdo com a luz.

De modc geral, o experimento realizado teve por objetivos a introdugio de
alguns conceitos quimicos relacionados a pH, absorgao e reflexao da luz e sua relagéo
com a cor dos materiais, além da realizagdo de procedimentos laboratoriais comuns,
como a extragéo e a utilizagédo de equipamento para medidas de absorcao de luz. Vale
ressaitar que, nesta aula, os alunos, pela primeira vez no curso, manipularam um
instrumento eletrnico para medida quimica. Pela realizacdo dos experimentos
esperava-se que algumas imprecisdes sobre os conceitos quimicos envolvidos nesta
atividade, detectadas na avaliacdo do questionario previamente respondido pelos
alunos, fossem eliminadas.

Na primeira etapa do roteiro experimental, que consistiu da extracdo da
antocianina, foram destacados os cuidados experimentais a serem seguidos,
principalmente para o controle da temperatura. As indagacg&es dos alunos sobre a razao
para o controle da temperatura foram evidenciadas e os esclarecimentos foram feitos
no decorrer da aula. Alguns grupos, que nao tomaram este devido cuidado, puderam
constatar experimentalmente que em temperaturas superiores a 60°C ocorre a
degradacdo das antocianinas, evidenciada pelo aparecimento de uma coloracao
marrom. Isto gerou a discussao sobre a estabilidade de compostos organicos naturais
em fun¢ao da temperatura.

Na segunda etapa da aula, os alunos construiram um escala de pH utilizando
solugbes tampéo e o extrato de jambolaoc obtido. De acordo com as respostas dadas

pelos alunos ao questionario do Quadro 8, aplicado apés a aula pratica, para 95% dos

estudantes era possivel utilizar o extrato de jamboldo como indicador de pH, visando a
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determinagdo do pH de solugbes aquosas. Entretanto, somente 24% dos alunos
notaram o fato de que medidas de pH de solugbes coloridas utilizando indicadores
visuais ndo sao confiaveis, pois a cor da solugao interfere na coloragao final da solucéo.
Assim, este fato deveria ser melhor discutido na aula. Além de confimar a
aplicabilidade de extratos naturais como indicador de pH, esta atividade pode ter
contribuido para aqueles alunos que nao sabiam construir uma escala de pH em funcéo
das diferentes cores que um indicador acido-base pode apresentar. Com relagéo ao
previc conhecimento de indicadores de pH naturais, apenas 16% dos alunos
desconheciam sua existéncia, entretanto dos gque ja tinham alguns conhecimentos
sobres indicadores naturais, 60% n&o sabia como obté-los.

No decorrer da etapa de extragédo das antocianinas do jamboldo, um grupo de
alunos obteve um extrato “diferente” dos demais, cuja coloragdo era vermelho. Esta
coloragao € caracteristica de solugdes de pH entre 1 e 2. Ao adicionar lentamente este
extrato “acido” sobre um tubo de ensaio contendo solugdo basica (tampao pH 12) foi
observado um gradiente de concentracdo de H', evidenciada pelas diferentes cores
apresentadas pelas antocianinas. Este acontecimento chamou atencao dos alunos e do
professor responsavel, que aproveitou o experimento “desenvolvido” pelo grupo para
explicar o conceito de difusao de liquidos, numa abordagem qualitativa.

Posteriormente a aula, este experimento foi refeito, utilizando-se algumas gotas
de HCI 0,1 mol L', na etapa de extracao das antocianinas. Foi possivel concluir que o
simples experimento, utilizando extratos de frutas contendo antocianinas, também serve
para a demonstragdo do conceito de difusao. Além disso, foi possivel observar as
variages de cores das antocianinas devido ao gradiente de pH formado, isto é, de

concentracado de ions hidrogénio conforme a Figura 55.
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Figura 55. Experimento sobre conceito difusdo de liquidos utilizando-se extrato de {1) jamboldo,
(2} uva, (3} jabuticaba e {4) amora.

Neste contexto, este experimento pode ser utilizado para a demonstracdo do
conceito de difuséo de liquidos, enfatizando tratar-se de um processo pelo qual
espécies, ions ou moléculas, migram a partir de um meio mais concentrado para um
meio mais diiuido. A razéo da migragio ou da difusdo é proporcional & diferenca da
concentracéo entre as regides, bem como do coeficiente de difusdo de cada espécie. O
termo difusao é utilizado para o entendimento de muitas técnicas analiticas, como, por
exemplo cromatografia, eletrogravimetria, coulometria e voltametria. Isso reforca a
relevancia da compreensao deste conceito.

Esta atividade gerou um trabalho intitulado Abordagem qualitativa do conceito
difusdo de fiquidos com o uso de extratos de frutas, que foi apresentado no 1 Encontro
Paulista de Pesquisa em Ensino de Quimica (http://gpquae.igm.unicamp.br/, acessada
em 26/10/2004; Terci ef al. 2004).

Na terceira etapa da aula, que consistiu na obtenc&o dos espectros de absorcdo
do extrato de jambolo em meios &cido e bésico, 95% dos alunos perceberam que
solugbes de coloragéo diferentes (vermelha e azul) apresentavam espectros diferentes,
ou seja, interagiam de forma diferente com a luz. Pelos experimentos, foi possivel
estabelecer o conceito de cor complementar, diferenciar os conceitos de cor absorvida
e cor refletida e esclarecer sobre a cor dos materiais.

Com relacdo aos experimentos realizados, 95% dos alunos afirmaram que
experimentos com produtos naturais deveriam ser incorporados as aulas de laboratério.

Deste total, 33% justificaram a resposta pelo fato de serem experimentos interessantes,
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enquanto que 67% justificaram pela utilizagdo de materiais simples e do conhecimento
do aluno, o que estimula e facilita a organizagéo da aula. 87% dos alunos acharam que
o experimento foi muito ilustrativo e interessante, 5% consideram o experimento
indiferente, outros 5% acharam o experimento pouco ilustrativo e interessante e 3% dos
alunos consideraram o experimento inadequado. 82% indicaram que o experimenio
realizado pode ser adaptado para a abordagem de outros aspectos relacionados a
Quimica Orgéanica, Analitica ou Fisico-Quimica, enquanto que 13% apontaram que o
experimento € adequado apenas para ilustrar conceifos de Quimica Geral e 5%
ressaltaram gue este tipo de experimento ndo é adequado para 0 ensino de conceitos
cientificos.

Com relacao ao uso deste experimento em aulas praticas de Quimica no Ensino
Médio 80% afirmaram que o experimento pode ser reaproveitado, com algumas
adaptac¢des, 10% apontaram que ndo € preciso ter aula préatica no ensino medio, 5%
disseram que o experimento pode ser reaproveitado integralmente e 5% afirmaram que

n&o podem ser aproveitados.

11.1.4. Consideragles sobre as instituicbes de ensino e professores

Em virtude das modificagdes impostas pela legislacdo educacional vigente, a
partir de 1998 a ETECAP passou a oferecer o Ensino Médio, além dos cursos técnicos
de Quimica e Bioquimica. Com inimeros servigos prestados a comunidade local e
industrial, esta escola conta com 17 laboratérios, um laboratério piloto trabalhando em
escala semi-industrial, um fluxo diario de 1300 pessoas, entre docentes, funcionarios e
alunos, além de mais de 3000 profissionais formados e atuantes no mercado de
trabalho.

A professora Raquel Tassara Nogueira é formada em Quimica pela UNICAMP,
tem mestrado em Quimica Organica e no periodo da realizagdo deste projeto
desenvolvia seu projeto de doutorado nesta mesma érea, ja concluido, no 1Q-
UNICAMP. Neste periodo, também lecionava a disciplina de Quimica Analitica
Quantitativa para o Ensino Téchico na ETECAP.

O professor Marcos Antbnio Torres Cezario é formado em Quimica pela
UNICAMP, tem mestrado em Quimica Inorgénica pela UNICAMP e leciona Quimica
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Analitica para o Ensino Técnico de Quimica e Bioguimica, e Quimica para o Ensino
Medio da ETECAP. Desde o principic o professor mostrou-se entusiasmado e deu total
apoio para a aplicagido do projeto em algumas de suas turmas. Porém, apds a
realizacdo das atividades experimentais, o interesse elou a disponibilidade de
colaboragéo do professor diminuiram. Isto foi notado pela dificuidade de obtencio das
respostas do questionario e dos outros dados relacionados com o trabalho, necessarios
para a elaboracao deste relatério.

A Escola Estadual Professor Anibal de Freitas (EEPAF) possui salas de
computagio e laboratério de ensino de Quimica e Fisica, equipados para fins didaticos,
mas que, por decisao da direcdo da escola, que teme roubos e depredagGes por parte
dos alunos, nao sao usados. Esta escola j& foi considerada escola padrao na década
de 90, mas suas condigbes atuais sdo decadentes.

Durante a aplicacao deste projeto, foram observadas cenas problematicas para
qualquer ambiente escolar, como um principio de incéndio numa sala de aula
provocado por alunos que atearam fogo num cesto de lixo. Os problemas de
comportamento por parte dos alunos tém, como conseqiiéncia, as atitudes drasticas
tomadas pela diregcdo da escola, como o fechamento dos laboratérios de ensino.

A professora Aloisia Laura Moretto é graduada em Quimica pela UNICAMP, tem
mestrado e doutorado em Quimica Analitica pela UNICAMP e leciona Quimica para
algumas turmas das diferentes séries do Ensino Médio da EEPAF, além de outras
escolas, inclusive de nivel superior. Apesar de n&io mostrar muita confianga no interesse
dos alunos pelo projeto a ser aplicado, a professora deu total apoio para a realizagéo do
mesmo. Apés a conclusdo do projeto, a professora ndao s6 mudou de opinido como
voltou a confiar na eficiéncia da experimentagdo para o sucesso do processo
ensino/aprendizagem.

A UNICAMP é uma autarquia, autdnoma em politica educacional, mas
subordinada ao Governo do Estado de Séo Paulo no que se refere a sua manutengao
para operaggo. Possui um complexo de ensino e pesquisa implantado numa area de
quase 3 milhdes de m?, repleto de edificios, parques e gramados. Dentro deste universo
situa-se o Instituto de Quimica, que ja formou mais de 1300 bacharéis e onde mais de
1300 teses de mestrado e doutorado ja foram defendidas.

(http:/fwww.igm.unicamp.br/apresent.htmi acessada em 03/11/2004)
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O professor doutor Marcelo Ganzarolli de Oliveira é formado em Bachareiado em
Quimica Tecnologica pela UNICAMP, tem mestrado em Quimica e doutorado em
Ciéncias, ambos pela UNICAMP e Pés-doutorado pela Universidade Southampton —
Inglaterra. E livre docente desta instituicdo, atuando no Instituto de Quimica no
Departamento de Fisico-Quimica.

Apds ter tomado conhecimenio deste trabalho, pelo artigo publicado na revista
Quimica Nova, o professor mostrou-se interessado e apoiou a inser¢do de aiguns
experimentos desenvolvidos no decorrer deste projetc no programa da disciplina

Quimica Geral Experimental, no primeiro periodo letivo de 2003.

11.2. Avaliagcédo dos experimentos por professores

Os professores participantes desta avaliagdo trabalham em instituicbes publicas
efou particulares pertencentes as Diretorias de Ensino de Campinas Regides Leste e
Oeste. A Figura 56 apresentia a distribuicdo destes professores em fungao do tipo de

instituicdo em que trabatham.
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Figura 56. Distribuicao dos professores em func¢éo do tipo de instituicio de trabalho.
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Previamente as atividades experimentais, foram feitos alguns comentarios sobre
estudos que tém sido desenvolvidos no Ensino Médio com a utilizacdo de extratos
naturais contendo antocianinas (Terci e Rossi 2002, Ramos 2000, Soares e Cavalheiro
2001).

Posteriormente, os professores realizaram as atividades experimentais descritas
no Quadro 9, sendo que os itens 1 e 2 foram realizados de forma demonstrativa pela
autora desta tese e os demais foram feitos pelos professores. Ao término das
atividades, os professores responderam um questionario de avaliagéo - Quadro 10.

Apos a leitura dos questionarios respondidos, foi possivel verificar que todos os
professores consideram que as atividades experimentais sio importantes para o
processo ensino/aprendizagem de Quimica, porque este tipo de atividade possui
diversas caracteristicas favoraveis a este processo, como, por exempio:

- facilita a compreenséo e assimilacio de conceitos;

- desperta efou estimula o interesse do aluno;

~ induz o aluno a obter suas préprias conclusbes;

- contribui para uma aprendizagem significativa.

Todos os professores também afirmaram que o uso de extratos naturais
contendo antocianinas apresenta aplicagbes didaticas validas e reconheceram que
diversos conceitos quimicos podem ser abordados de maneira mais atrativa.

Dentre os conceitos quimicos abordados no Ensino Médio, os professores
citaram que o uso destes extratos pode servir para o ensino de separacao de misturas,
equilibrio quimico (reversibilidade e deslocamento), conceito acido-base, reagbes de
neutralizagéo, preparo de solugdes, indicadores e volumetria.

Alem destes tbpicos, de acordo com a opinido dos professores que também
atuam no Ensino Superior, estes extratos naturais também podem ser usados para o
ensino de cromatografia e processos de extracio de compostos organicos.

Considerando-se a infra-estrutura das escolas em que trabalham, para 97% dos
professores a aplicagéo deste tipo de experimento & possivel, sendo que, deste total,
13% ja aplicaram experimentos similares utilizando outras espécies vegetais, tais como
repolho roxo, feijao preto, azaléia e berinjela. Segundo a opinido destes professores,
estas atividades podem se adequar a infra-estrutura da maioria das escolas, pois

envolvem o uso materiais de facil acesso, ndo necessitam de recursos laboratoriais tais
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como reagentes e equipamentos sofisticados. Além disso, as vidrarias e papéis de filtro
gue sdo utilizados no decorrer do experimento podem ser substituidos por materiais
alternativos domésticos como copos e coadores descartaveis de café. Além disso,
também foram enfatizados a simplicidade, o baixo custo e a possibilidade de aplicagdo
do experimento na propria sala de aula, de modo demonstrativo.

Um total de 894 % dos professores apresentam opinido favoravel quanto a
adequacdo do uso de extratos naturais as propostas do PCNEM. Notou-se que a
maioria considerou que os experimentos estdo adequados porque utilizam materiais do
cotidiano do aluno, sé@o contextualizados e podem ser inseridos como um tema inter e
transdisciplinar.

De modo geral, os comentarios efou sugestdes dos professores com relagéo aos
experimentos foram muito positivos. Foram enfatizadas as principais caracteristicas
desta proposia experimental, ressaliando a simplicidade e a viabilidade de sua
aplicacdo. Além disso, um dos aspectos mais atratives, segundo os professores, &
referente ao aspecto visual, o que desperta e estimula o interesse dos alunos. Segundo
eles, outras atividades experimentais similares devem ser desenvolvidas e avaliadas
para aprimorar ¢ processo de ensino/aprendizagem de Quimica.

Um outro fator que confirma a importdncia da realizagdo dos experimentos
propostos neste projeto envolve as provas do Exame Nacional do Ensino Medio
(ENEM)'. Desde a sua criagdo em 1998, observou-se uma grande énfase, na parte de
Quimica, aos conceitos de pH, indicador acido-base e equilibrioc quimico, que foram
assuntos abordados em todos os exames. No exame de 2000, houve uma questao

especificamente relacionada a indicador natural de pH.

Sistema de avaliagao, criado pelo Ministério da Educagdo, para medir as competéncias e habilidades
desenvolvidas pelos alunos a0 érmino do ensine méadio.
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CAPITULO 12

CONCLUSOES
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Os extratos antocidnicos obtidos a partir das espécies vegetais amora,
jabuticaba, jamboléo e uva apresentam potencialidade didatica para a demonstracéo
elou realizagdo de aula pratica para os seguintes estudos:

» comportamento de indicadores visuais e sua aplicagdo em titulagbes acido-
base, j& que os pontos finais observados sdo proximos dos obtidos com uso de
indicadores convencionais;

» determinag@o do pH de solugbes aquosas e produtos de uso doméstico,
utilizando-se os extratos em solugao efou papéis de filtro impregnados com os extratos;

+ reacdes envolvendo equilibrio-quimico, destacando-se os conceitos de
reversibilidade e deslocamento;

» cores dos materiais em fungdo da sua interagdo com a luz (obtencdo de
espectros de absor¢ao na regiao do visivel);

= procedimentos de extracao;

» estudo de difusdo de maneira qualitativa.

A avaliacdo geral de todos os questionarios respondidos tanto pelos
professores, quanto pelos alunos, permitiu constatar que a realizagao de atividades
experimentais, seja para a confirmacio ou para a introdugdo de um conceito, é
fundamental para aprimorar 0 processo ensino/aprendizagem de Quimica e pode
ocorrer com alternativas que nao dependem de infra-estrutura laboratorial.

Além dos 6timos resultados obtidos nas aulas préatica e tedrica, os experimentos
aplicados podem ser utilizados como um tema interdisciplinar atendendo as
recomendacoes dos PCN’s.

A versatilidade destes experimentos, que envolvem desde procedimentos de
extracaoc até a explicagdo da mudanga de cor, passando por conceitos e procedimentos
de Fisica, Quimica Analitica, Organica e Fisico-Quimica, até conceitos de Biologia
(classificacao boténica) e geografia (tipo de clima e solo para o cultivo dessas
espécies), oferece grande quantidade de informacgdes e detalhes aos alunos de modo
interessante e atraente, numa abordagem interdisciplinar.

As respostas voluntarias do questionario de avaliacdo dos experimentos
realizados com professores no |l SIMPEQ apontaram a concordancia dos professores
sobre a importancia do uso de experimentos nas aulas de Quimica. Em suas

manifestacdes, os professores aprovaram a adequacao da atividade realizada por
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favorecer a transposig&o didatica de varios conceitos cientificos. Outro aspecto positivo
da atividade destacado pelos professores foi a facilidade em adequar o experimento 2
infra-estrutura da escola, uma vez que n&o requer materiais de dificil acesso nem
procedimentos complicados ou de algum risco, o que amplia a possibilidade de
aplicacdo nas aulas sem maiores dificuidades.

As informagdes obtidas nesta interacdo com os professores participantes do
1 SIMPEQ indicaram que a aplicagdo de experimentos utilizando pigmentos naturais
pode facilitar a compreens&o e assimilacdo de conceitos quimicos, estimular o interesse
do aluno, induzir o aluno a obter suas proprias conclusdes e contribuir para uma

aprendizagem significativa, o que esta de acordo com as propostas do PCNEM.
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CAPITULO 13

TRATAMENTO DE RESIDUOS
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Todos os residuos gerados durante os trabalhos experimentais foram
descartados e/ou tratados corretamente de acordo com as normas da Comissao de
Seguranca do IQ-UNICAMP.

» solugbes acidas ou basicas sem ions toxicos: descartadas na pia apds
neutralizacao;

+ metanol: armazenado em frascos adequados e submetido a Comissdo de

Seguranca para envia-lo para incineragdo na empresa Eli Lilly do Brasil Ltda_;

- fenol: armazenado em frasco adequado e submetido & Comisséo de Seguranca

para envia-lo para incineracdo na empresa Eli Lilly do Brasii Ltda.;

+ acetonitrila: foi armazenada em recipientes adequados e tratada pela Comissao
de Seguranca seguindo-se as recomendacdes descritas nas referéncias:

Prudent Pratices for Disposal of Chemicals from Laboratéries, Committee of
Hazardous Substances in the Laboratory, Washington D.C., 1983.

Toxic and Hazardous Industrial Chemicals Safety Manual, Japan, 1982.
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CAPITULO 14

CONCLUSOES GERAIS

“O sabio age, mas ndo se apega a sua obra. Cumprida a obra, ndo
exige reconhecimento. E, porque nio pretende mérito, néo fica

abandonado.”

lLao Tse
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De modo geral os extratos de amora, jamboldo, jabuticaba e uva apresentaram
comportamentos semelhantes. Desta forma, para a escolha da espécie para a
realizagdo dos experimentos deve-se considerar o periodo sazonal e a disponibilidade
local. Entretanto, este dltimo fator ndo & limitante, pois frutas congeladas podem ser
usadas para o preparo dos extratos.

Tendo em vista os resultados obtidos, é possivel realizar a extracao das
antocianinas das espécies vegetais Vitis vinifera (uva) e Syzygium cuminii {(jambolao},
Morus nigra (amora) e Myrciaria cauliflora (jabuticaba) de uma maneira simples e
eficiente, sem o uso de solventes toxicos.

Pelas técnicas de espectrofotometria no ultravioleta e visivel, cromatografia em
papel e cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi possivel detectar e identificar as
antocianinas contidas nos extratos.

A quantificagéo das antocianinas totais pelos métodos de Petri e colaboradores,
Sondheimer e Kertsz e de Fuleki e Francis & reprodutivel e apresenta boa precisao.

A purificagdo dos extratos utilizando extracdo em fase solida mostrou-se
adequada, pois € possivel obter um extrato livre de agticares, acidos organicos e outros
compostos fendlicos diferentes das antocianinas.

Com relagéo a estabilidade das antocianinas nos extratos brutos aquosos ou
alcodlicos, concluiu-se que estes pigmentos s&0 mais estaveis a baixos valores de pH,
temperatura e tempo de estocagem.

Embora n&o tenha sido identificado o produto da reacdo entre antocianinas com
cloro livre, constatou-se a adequagao desta reagéo para a determinacso de cloro livre
em higienizadores. Com relagédo ao uso do extrato de jamboldo como reagente analitico
para esta finalidade, verificou-se que ambos extratos bruto e purificado apresentaram
resultados semelhantes na comparacéo das figuras de mérito estudadas.

Além destes estudos analiticos, constatou-se que os extratos vegetais
antocianicos podem ser utilizados favoravelmente para aplicacdes didaticas no
processo de ensino-aprendizagem de importantes conceitos quimicos:

* do comportamento de indicadores visuais e sua aplicagdo na determinagao de

pontos finais em titulagbes acido-base:
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+ da determinagdo do pH de solugdes aquosas e produtos de uso doméstico
utilizando-se os extratos em solucao efou papéis de filtro deles impregnados;
- de rea¢Oes quimicas, inclusive da determinacéo do pKa aparente.
- utilizacdo em disciplina experimental de Quimica Geral ou Fisico-Quimica de
nivel superior para abordagem da Lei de Fick de modo qualitativo;
= observacao das diferentes cores correspondente as diferentes formas das

antocianinas.
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CAPITULO 15

PERSPECTIVAS

“As vezes é preciso parar e olhar para longe, para podermos enxergar
0 que esta diante de nés.”

John Kennedy
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Os estudos analiticos realizados durante este projeto resultaram na
padronizac&o” dos extratos antocidnicos de amora, jabuticaba, jamboldo e uva.

Atuaimente, tém-se notado o crescente interesse da producgéo e/ou utilizacéo de
extratos naturais padronizados por diversos seguimentos industriais, dentre os quais se
destacam as indUstrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias.

A utilizacdo das antocianinas como corante alimenticio em balas e confeitos, pé
para refresco e sobremesa, iogurtes e bebidas lacteas poderia ser investigada. Neste
caso, um estudo de um processo eficiente de desidratacdo dos exiratos seria
adequado, para evitar contaminagbes microbiologicas. Alem disso, especificagbes
fisico-quimicas dos extratos desidratados, tais como aspecto, cor, sabor, odor, pH,
solubilidade além de identificacdo e quantificacdo de metais pesados deverdo ser
necessarios para sua incorporacgéo em alimentos industrializados.

Na area cosmetica, nota-se a presenca dos flavonoides em muitas formulactes,
principaimente na forma de exiratos naturais (Arct ef al. 2002). O crescente uso destes
compostos esta relacionado ao interesse no desenvolvimento de formulages contendo
ingredientes naturais, e também pelos seus possiveis beneficios ao corpo humano,
devido a suas propriedades antioxidantes e anti-radical livie (Dweck 2002, Costa et al.
2000, Saija 1995, Asgary et al,, 1999, Saskia 1998). Estas caracteristicas tendem a
despertar o interesse na sua utilizacao em cremes antienvelhecimento para pele. Neste
caso, poderia ser realizada uma avaliagdo da estabilidade e da eficacia das

antocianinas nestas formulacgdes.

Recentes pesquisas médicas tém enfatizado que as antocianinas possuem
propriedade antiinflamatéria, antimutagénica e antialérgica (Lietti et al. 1976, Kamei et
al. 1995, Karainova et al. 1990, Hollman ef al. 1996). Assim, um estudo para avaliar a
atividade bioldgica dos extratos antocidnicos de amora, jabuticaba, jambolao e uva in
vivo ou in vitro poderia ser realizado. O grupo de pesquisa GPQUAE, em colaboracao
com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Hiroshi Aoyama, do Instituto de Biologia da
UNICAMP, iniciou um trabalho para avaliar a propriedade anticancerigena do extrato
de jambolao. Este estudo esta sendo realizado no projeto de mestrado de Danielia Dias

Palombino.

* Extrato padronizado: aquele cujo principio ativo foi identificado e quantificado.
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Com relagdo a reacdo das antocianinas com cloro livre, um estudo mais
aprimorado para a determinacdo do produto de reagdo, utilizando, por exemplo,
técnicas de infravermelho, ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas,
poderia ser adequado.

O conjunto de atividades experimentais didaticas desenvolvido foi centrado na
utilizagdo dos extratos antocianicos para aulas de Quimica no nivel médio, técnico e
superior. Estes experimentos permitem explorar os conceitos mais gerais da Quimica,
como equilibrio quimico, medidas de pH, utilizagdo dos extratos para titulacdes acido-
base e obtengao de espectros de absorgéo UV-Vis. Entretanto, a utilizagéo dos extratos
antocianicos pode chegar ao estudo de evidéncias da ocorréncia de reagdes quimicas e
analise de compostos oxidantes com medidas colorimétricas e espectrofotométricas,
para abordagem de métodos de andlise instrumental.

O aprimoramento desta proposta didatica podera resultar na elaboragio de um
tema de um projeto estruturador para o Ensino Médio ou até mesmo num livro
paradidatico, visando a abordagem de conceitos fundamentais da Quimica, desde
processos de separagdo até aplicagdes instrumentais em Quimica Analitica de modo

contextualizado.
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ANEXO 1

Equacao para correcdo da absorbancia devido ao espalhamento da luz

A= (A s10nmpri 10~ A 700 mm pH 1.0) = (A 510mm pH 45 A 510nm pR £.5) {1}

Equacéo da Lei de Beer:

A =ebc onde: ;Z 216?;1('}10 2)
¢ = goncentracdo em mol L.
A = absorbancia

De {2) femos:

¢ = (A X MM x1000)/ b onde: == 26.900 {3)

b= 1cm

¢ = concentragdo em mg L’

A = abscrbancia

MM= massa molar da cianidina-3-glicosideo (g moi")

Equacio da Lei de Diluicdo de Ostwald:

CV=CV' onde: V = volume da aliquota (350 x 10° mL) @
V' = volume do bal&o contendo a solucio estoque diluida(5 x 10~ mL)
c= concentragdo da aliquota ( mg L)
¢’= concentragio da solugdo diluida (mg L)

¢ =mdV onde: V” = volume do baldo contendo a solug@o estoque (10mL) )

m, = de antocianina contida no baldo da solucio estoque (g)

m: = (Me X My)/My onde: m, = massa de extrato obtida apés a extracio (g) (6)

m, = massa de exirato usada para o preparo da solugdo (q)
m; = massa total de antocianina (g)

= (m x 100) m onde: ¢, = concentracdo (mg de antocianina/100g de casca) 7
G = (m: X ) me m. = massa de casca e/ou fruta usada para a extracdo (g) (7

Substituindo {6) em (7} ftemos;

G = (Mg X My, X 108)/ (Mmp, x my) {8)

Substituindo (5 em (4):

c={m X VIV X V) (9}
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Substituindo {8) em (3);

(M X VIV X V) = (A x MM x 1000)/ ¢b {10

Substituindo (10) em (8):

C:=100xme x V"XV XAXMMx1000) bV’

Substituindo pelos valores usados temos:

Cimgriesg = (238,86 X A X mg)/mp x mg)
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ANEXO 2
Relatorio de Pedido de Patente

Papel indicador de pH universal usando papel de filtro qualiativo impregnado com extratos
alcodlicos de frutas contendo antocianinas

A presente patente de modelo de utilidade tem por objetivo um modelo de papel indicador de pH
universal, para uso em laboratérios quimicos e simitares e ao qual foi dada original construcio, com
vistas a utilizacdo de um conjunto de frutas facilmente encontradas no Brasii.

Papéis indicadores de pH sdo tiras de papel impregnadas com um ou mais corantes indicadores acido-
base que podem ser usados para a uma rapida obtencio de informagio relacionada ao valor do pH de
diversos tipos de amostras.

A maioria dos papéis indicadores de pH sdo obtidos a partir da impregnacdo de papéis apropriados com
solucdes de indicadores sintéticos e secos sob uma atmosfera inerte e condicdes constantes.

De acordo com o procedimento usual para a obtencio de papel indicador de pH € necessario sintetizar
todos os indicadores utilizados na impregnacéo do papel e controiar a etapa de secagem.

Tendo em vista o trabalhoso processo de sintese dos indicadores sintéticos, e das etapas que ©
compreende, tais como, separacéo e purificacdo, bem como o controle da secagem; no propésito de
superar essas dificuldades foi desenvolvido um papel indicador de pH universal pela impregnacao de
papel de fiitro gualitativo com extratos vegetais de frutas faciimente enconiradas em praticamente todas
as regibes brasileiras contendo antocianinas, pigmentos da classe dos flavondides, responsaveis pela
coloracio azul, vermeiho, violeta, rosa e laranja de flores e frutas.

Inicialmente foram preparados extratos alcdolicos das quatro espécies vegetais que possuem pigmentos
pertencentes a classe das antocianinas: Morus nigra (amora), Myrciaria caulifiora (jabuticaba), Syzygium
cuminii jambol&o) e a Vitis vinifera (uva). Os extratos foram preparados pela imersdo das cascas efou
polpas destas espécies em etanol comercial por aproximadamente vinte e quatro horas numa proporco
1:3 (massa.volume). Podem ser utilizados outros solventes polares, tal come dgua, metanol, acetona e n-
butanol, ou misturas destes solvenies. Apos este periode os exiratos foram filtrados obiendo-se as
solughes alcoolicas de indicadores de pH naturais. Os extratos também podem ser preparados pelo
aquecimento das cascas e/ou polpas utilizando-se agua como solvente, a uma temperatura inferior a 200
°C.

Os papéis de fiitro foram recortados na forma de quadrados de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm, 0s quais
foram imersos, por cerca de 30 segundos, em cada um dos extratos alcéolicos das frutas separadamente
€ 5ecos ao ar (temperatura ambiente}.

Os quadrados de papel de filtro impregnado com os diferentes extratos aicoolicos, foram fixados sobre
uma tira de fita adesiva dupla face (0,5 x 4,0 cm), conforme ilustrado na Figura 1. Qutros materiais a
base de celulose ou polimeros com superficie adesiva, podem ser usados em substituicdo ao papel de
filtro e a fita adesiva dupla face. Para conferir maior rigidez, adequada para manipulacio, a tira adesiva
contendo 0s quadrados de papel de filtro impregnados com os exiratos, foi colada em um filme de
policloreto de vinila (PVC), no entanto, podem ser usados outros suportes polim ricos ou de celulose
podem ser usados para esta finalidade, entre eles: politereftalato de etileno (PET), poliestireno (PS),
polipropileno (PP), polietileno (PE).

Na Figura 1, 1 mostra a fita adesiva dupla face sobre um filme de PVC, 2 mostra o quadrado de papel de
filtro qualitativo impregnado com o extrato de amora, 3 ilustra o papel de filtro qualitativo impregnado com
0 extrato de jabuticaba, 4 traz o papei de filtro qualitativo impregnado com o extrato de jamboido e 5
representa o papel de filtro qualitativo impregnado com o extrato de uva.

Os papéis indicadores obtidos apresentaram uma nitida variago de cor em funcdio do pH, que foi
caracterizada de acordo com sistema de cores Pantone Matching System®. A escolha deste sistema foi
devido a disponibilidade, entretanto outros sistema nacionais ou internacionais de cores podem ser
usados (RBG, CMYK). A Figura 2, mostra a variagdo de cor em funcdo do pH dos quatro pigmentos
(antocianinas extraidas das frutas) impregnados no papel de filiro, bem como o codigo das cores do
sistema Pantone Matching System®,

Neste trabalho utilizou-se as espécies vegetais Morus nigra (amora), Myrciaria caulifiora (jabuticaba),
Syzygium cuminii (jambol&0) e a Vitis vinifera (uva), no entanto existe a possibilidade da utilizacdo de
outras espécies vegetais que contenham antocianinas.
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REIVINDICACAO

“Papel indicador de pH universal usando papel de filtro qualitativo impregnado com extratos alcéolicos de

frutas contendo anfocianinas® compreendido por papel de filtro qualitativo impregnado com solucdes
indicadoras de pH, obtidas pela extragdc das antocianinas de frutas popularmente brasileiras,
caracierizado pelo fato de mudar de cor em funcdo do pH. O papel indicador de pH desenvolvido é
caracterizado peio fato da utilizagdo de papel de filtro qualitativo impregnado com extratos vegetais de
Morus nigra (amora), Myrciaria cauliffora (jabuticaba), Syzygium cuminii (jamboldo) e a Vitis vinifera (uva)
fixados em uma fita adesiva dupla face, suportada em um fiime de PVC, Figura 1. A faixa de medida de
pH obtida com o uso desie papel € de uma unidade.

RESUMO

“Papel indicador de pH universal usando papei de filtro qualitaiivo impregnado com extratos alcoolicos de
frutas contendo antocianinas” Patente de Modelo de Utilidade para um papel indicador de pH universal
que € compreendido de uma fita adesiva dupla face suportada em um filme de plicloreto de vinila 1, para
a fixagdo de papéis de filtro qualitativo impregnados com extratos alcolicos de espécies encontradas na
flora brasileira: Morus nigra (amora) 2, Myrciaria caufiflora (jabuticaba) 3 , Syzygium cuminii (jamboldo) 4
e a Vitis vinifera (uva) 5.




