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EMPLOYMENT OF BIOMASS IN UNDERGRADUATE ORGANIC CHEMISTRY EXPERIMENTAL CLASSES: EXTRACTION
OF FLAVONOIDS FROM CITRUS FRUIT PEEL WASTE. This work describes the importance of using renewable sources in
experimental classes for undergraduate students, as well as to spread the ideas of using biomass wastes as a source of products of

interest. Therefore, in the proposed experiment, citrus fruit peel waste was employed to obtain pure flavonoids by extraction and

recristalization. These procedures are important to reveal to students how bioactive products can be easily obtained from natural

sources. In this way, naringin and hesperidin could be efficiently extracted from grapefruit (Citrus x. paradisi L.) and common orange

(Citrus sinensis L. osbeck) peel wastes, respectively, using simple alcohols as solvents.
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INTRODUCAO

A realizagdo de experimentos de quimica organica pelos estudan-
tes, em seus cursos de graduacdo, é um excelente momento no qual
os professores podem inserir em sua aprendizagem conceitos mais
atuais e ambientalmente sustentdveis. A questdo do uso de biomassa
como fonte de produtos quimicos de interesse tem sido negligencia-
da nas aulas experimentais dos cursos de graduag@o. Propostas de
atividades laboratoriais sem aplicacdo pratica pode ser desmotivador
para os discentes de diferentes cursos de graduagdo que possuem
aulas experimentais de Quimica Organica. Isso por que em muitos
experimentos praticos nio fica clara a real aplicagdo dos principios
modernos da quimica, transmitindo assim, aos discentes, uma men-
sagem de pouca importancia da valoriza¢ao dos insumos, produtos
e rejeitos, e de uma quimica e ciéncia cada vez mais sustentdveis e
ambientalmente corretas.

Nesse contexto, o surgimento dos principios da Quimica Verde
contribuiu para uma mudanca dos rumos da ciéncia e da pesquisa,
retirando o foco da exploragdo desenfreada de recursos naturais nao
renovdveis e transferindo-o para o conceito do desenvolvimento
sustentdvel.! Essa transformagio autocritica e reflexiva que a ciéncia
quimica tem passado € parte de um movimento mais abrangente e
complexo, onde a preocupacdo com os questdes ambientais, oriun-
das dos processos tradicionais, levou a uma altera¢@o na percepcio
e no modus operandi de se fazer ciéncia e pesquisa, seja no ambito
industrial ou no académico. Essa nova compreensdo da Quimica Verde
foi sintetizada nos bem conhecidos “12 principios”,> que balizam
atualmente a implementagao da sustentabilidade em nossas atividades.
De forma evolutiva e pragmadtica, um segundo conjunto de principios,
de aplicagdo mais direta aos processos de produgdo, foi publicado
para privilegiar a obten¢@o de rotas mais inovadoras e sustentdveis.?

Nesse cendrio, atualmente existem oportunidades para o de-
senvolvimento industrial de tecnologias baseadas no emprego de
matérias primas a partir de fontes renovéveis,* ndo focada apenas
em biocombustiveis, mas buscando alternativas de exploragdo de
biomassa, podendo oferecer rotas para a substitui¢@o e aproveitamento
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de produtos quimicos. Cabe aqui salientar que o potencial de aprovei-
tamento de fontes naturais, aliado as restricdes ambientais de uso de
produtos fésseis, permitirdo desenvolver novas tecnologias visando
a obtencdo de produtos de interesse com alto valor agregado. Alia-
se a essa oportunidade que a disposic@o indevida e desnecessaria de
residuos organicos é um problema crescente, devidos as emissdes
de gases de efeito estufa, especialmente metano, que decorrem da
decomposicdo de material orgdnico em aterros sanitdrios.’

Um excelente candidato para demonstrar este potencial de apro-
veitamento aos estudantes sdo os residuos de frutas citricas. Elas sdo
as mais cultivadas no planeta, e também possuem maior dispersio
geogrifica de produgdo.® O Brasil é o maior produtor mundial de
laranjas, responsdvel por mais de 50% da produ¢do mundial de suco
concentrado e também o maior exportador. Assim, a industria citrica
nacional é um importante item do agronegdcio brasileiro.” Ademais,
essa atividade industrial gera uma quantidade significativa de residu-
os. Por exemplo, na safra 2018/2019, a producéo de sucos de frutas
citricas, que consumiu 30% da produ¢do mundial de 100 milhdes de
toneladas, a quantidade de residuos gerado foi calculado entre 50 a
70% do peso processado, resultando em uma quantidade de residuos
de biomassa, portanto com enorme potencial de aproveitamento para
processamento e/ou extragdo de compostos bioativos.

O uso dos residuos de cascas de citricos sem diferencia¢do em
seus constituintes individuais ainda € o principal modo de utilizacao,
direcionado para uso na agricultura e como auxiliar em ragdo animal.
Contudo, um uso mais racional dessa biomassa tem sido proposto,
focando no seu emprego em biorrefinarias, produgdo de energia
(etanol e biogds) e na extrag¢do de produtos de alto valor agregado e
interesse comercial.® Esses tltimos produtos, que podem ser extraidos
de residuos de cascas de citricos, tém particular utilizacdo na industria
de cosméticos, de aditivos alimentares e na inddstria farmacéutica.’

Dentre esses produtos, a hesperidina 1 (3°,5,7-tri-hidr6-
xi-4’-metoéxi-flavanona-7-O-rutinosideo, Figura 1) € o flavonoide
caracteristico e mais abundante presente nos tecidos das cascas
da laranja comum [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. A hesperidina
é conhecida pelos beneficios associados ao seu consumo, pois
exibe propriedades anti-inflamatéria,'® anti-hipercolesterolémi-
ca,'! diurética,'” neuroprotetiva,'® dentre outras. A naringina 2
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Figura 1. Estruturas da hesperidina 1 e da naringina 2

(4°,5,7-tri-hidréxi-flavanona-7-O-rhamnoglucosideo) € o flavonoide
que ocorre em maior concentracdo na grapefruit ou toranja (Citrus
x. paradisi L.), um hibrido citrico produzido pelo cruzamento entre
o pomelo e a laranja comum. Essa flavona € responsével pelo sabor
amargo da fruta e de seu suco, e também possui vdrias atividades
bioldgicas comprovadas, tais como antioxidante,'* anticancer,'’
antiviral,'® anti-inflamatoria,'” dentre outras.

Assim, devido a relevancia do problema mundial de reapro-
veitamento de rejeitos organicos, uma visao critica e aplicada com
obtencdo de insumos a partir de biomassa descartada pela inddstria
citrica € altamente desejdvel para a formacao de graduandos na drea
de quimica. Uma maneira de concretizar essa acio de formacéo pro-
fissional € realizar experimentos nas disciplinas praticas dos cursos de
graduac@o que valorizem o uso de residuos de biomassa, como forma a
solidificar este conceito no discente. Levantamento da literatura indica
que recentemente foram sugeridos experimentos em laboratérios de
graduagdo empregando residuos de milho (sabugo) para a obtencao
de furfural,' de cravo-da-india para obtencao simultdnea de eugenol e
furfural,' e de uso da glicerina obtida como subproduto na preparacdo
do biodiesel para estudos de craqueamento térmico.’ Especialmente
sobre o uso de residuos de citricos, ja foram propostos experimentos
para graduandos envolvendo extracao e transformacao de 6leo essen-
cial de casca de laranja,”! extragdo da pectina e seu uso na preparacdo
de marmelada,® e uso de casca de laranja, limio e bergamota como
extratores de metais e corantes de dguas residuais.?® Todavia, até o
momento ndo existe descrito na literatura um experimento que use o
residuo das cascas de citricos para obten¢@o de flavonoides na forma
pura, especialmente hesperidina 1 e naringina 2, tal como descrito
no presente trabalho.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e equipamentos

Metanol (MeOH) PA, etanol comercial (EtOH) 96° GL e di-
clorometano (DCM) PA foram usados de fontes comerciais sem
purificacdo prévia. Os pontos de fusdo foram obtidos em equipa-
mento Microquimica MQAPF 301, com rampa de aquecimento de
2,5 °C min’, através da técnica de laminulas. Anélises de croma-
tografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/DAD) foram realizadas
em equipamento Shimadzu, modelo Prominence, e com deteccdo
em 270 nm, empregando coluna C18 (Shim-pack PREP-ODS (H);
250.0 x 4.6 mm ID, 5 um, Shimadzu). O MeOH empregado na anélise
de CLAE foi de grau HPLC de marca Tedia e 4gua Milli-q acidificada
com écido férmico 0,2% (Merck). O fluxo da fase mével (MeOH:dgua
acidificada 40:60) foi de 0,25 mL/min e volume de injecao de 5 L.
O espectro na regifio do infravermelho foi feito em espectrofotometro
FTIR Perkin Elmer Spectrum 400 MID-NIR, empregando discos
confeccionados com 3-5 mg de amostra e 100 mg de KBr.

OBS: devido a dificuldade de obten¢do local, optamos por ndo
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realizar os espectros de RMN de 'H e de '*C dos flavonoides obtidos
pelos alunos, mas sim fornecer de amostras ja preparadas. Esses es-
pectros estdo disponiveis e sdo fornecidos no Material Suplementar
(vide Figuras 1S-4S). Esses espectros foram registrados em equipa-
mentos Bruker mod. Avance I1I 500 MHz e Bruker mod. Avance 111
400 MHz.

Frutas

As amostras de laranjas comuns [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
foram adquiridas em mercados locais e tém origem em produtores
do estado da Bahia. As grapefruits (Citrus x paradisi L.) foram ad-
quiridas em mercado local e sdo procedentes do Chile.

Preparacio das amostras

As amostras de laranja comum e grapefruit foram finamente
descascadas com facas para a remogdo do flavedo (camada colorida
externa) e, em seguida, o albedo (parte branca). Imediatamente apds
a parte branca (albedo) foi separada das membranas e vesiculas (en-
docarpo ou polpa). Em seguida o albedo foi cortado em pequenos
fragmentos (<0,5cm X 0,5 cm) (Figura 2).

Extracao dos flavonoides

Em um baldo monotubulado de 500 mL foram adicionados cerca
de 50 g de albedo picado e, em seguida, cerca de 200 mL do solvente
extrator (ou o suficiente para cobrir o albedo). Um condensador de
refluxo foi adaptado e o sistema foi submetido a extragdo por refluxo
por 1 hora, utilizando-se manta de aquecimento. Apds este tempo o
refluxo foi interrompido, o solvente foi decantado e filtrado em papel
de filtro por gravidade sem remover o albedo do baldo, e um novo
volume de solvente foi adicionado para uma segunda extracio sob
refluxo por mais 30 minutos. Ao final, o segundo volume de solvente
foi decantado e adicionado a soluc@o obtida na primeira extragao.
O solvente foi recuperado em sistema de destilacdo ou rotaevapo-
rador, e 30 mL de dgua destilada foram adicionados a suspensdo de
solidos obtida. Em seguida a suspensao foi transferida para frasco
Erlenmeyer (um fluxograma simplificado pode ser encontrado no
Material Suplementar).

Extracéo da hesperidina empregando laranja comum: a suspensiao
foi aquecida a 40-50 °C por 10-15 minutos em chapa de aquecimento

e, em seguida, ainda quente, transferida para um funil de separacao.
Numa capela de exaustdo, com agitagdo e cuidado, 5 mL de DCM
foram adicionados. A mistura foi agitada vigorosamente em movi-
mento circular, sem tampa, de forma que permanecesse um volume
de DCM na fase inferior. Quando necessdrio, devido a perda de
DCM por evaporagado, volume adicional de 5 mL foi adicionado e a
operacao repetida. Em seguida, a fase organica inferior foi recolhida
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Figura 2. Separacao dos citricos laranja comum e grapefruit nos seus componentes albedo, flavedo e endocarpo/polpa (esquerda e centro); e preparagdo da

amostra para extragdo (direita)

e os solidos foram filtrados a vacuo em funil de Biichner com um
papel previamente tarado. A secagem foi realizada em atmosfera em
ambiente ausente de luminosidade.

Extracéo da naringina a partir de grapefruit: a suspensio obtida foi

aquecida a 50-60 °C por 10-15 minutos ou até a completa dissolucéo
dos sélidos. Sequencialmente, a solugdo foi transferida ainda quente
para um funil de separacio e, em capela de exaustdo, S mL de DCM
foram adicionados. A mistura foi agitada vigorosamente em movi-
mento circular, sem tampa, com cuidado, de forma que permanecesse
um volume de DCM na fase inferior do funil. Quando necessério,
devido a perda de DCM por evaporagio, volume adicional de 5 mL
foi adicionado e a operagdo repetida. Em seguida o funil foi fecha-
do, o conjunto identificado com etiqueta e 0 mesmo foi deixado em
repouso para que, até a aula seguinte, houvesse formacao de cristais
(normalmente 3-4 dias). Ap6s uma semana, a fase organica inferior
foi removida e os solidos filtrados a vacuo em funil de Biichner,
empregando um papel de filtro previamente tarado. A secagem foi
realizada em atmosfera em ambiente ausente de luminosidade.

Dados analiticos da hesperidina 1: sélido branco amorfo; IV
(KBr, cm): 3545, 3475, 2978, 2935, 2916, 1647, 1608, 1519, 1467,
1442, 1300, 1276, 1242, 1203, 1184, 1157, 1134, 1095, 1068, 1033;
RMN de 'H (DMSO-d,, 400MHz): & (ppm) 12,02 (s, 1H, OH-5);
9,08 (sl., 1H, OH-3"); 6,94-6,89 (m, 3H, H-2’, H-5’e H-6’); 6,14 (d,
J =6,4 Hz, 2H, H-8 ¢ H-6); 5,50 (dd, J = 12,2; 2,6 Hz, 1H, H-2);
5,17 (t,J=5,5Hz, 1H,H-1""); 498 (d, J=7,3 Hz, 1H, H-17); 4,67
(d,J=4,9 Hz, 1H, H-2""); 4,59 (d, J = 3,5 Hz, 1H, H-6"); 4,53 (s,
1H, H-1); 4.46 (d, J = 5,5 Hz, 1H, H-4"""); 4,05-4,14 (m, 1H, H-3”
e6”); 3,82 (sl., 1H, H-4"); 3,78 (s, 3H, MeO-4"); 3,09-3,20 (m, 3H,
H-3a); 2,78 (dd, J=17,0; 2,6 Hz, 1H, H-3b); 1,09 (d, J= 6,1 Hz, 3H,
H-6""); RMN de "*C (DMSO-d, 125 MHz): § (ppm) 197,0 (C-4);
165,2 (C-7); 163,2 (C-5); 162,5 (C-10); 148,0 (C-4’); 146,5 (C-3’);
130,9 (C-17); 118,0 (C-6); 114,2 (C-2"); 112,1 (C-57); 103,3 (C-9);
100,6 (C-1"); 99,5 (C-17); 96,4 (C-6); 95,6 (C-8); 78,4 (C-2); 76,3
(C-57); 75,6(C-37); 73,0 (C-4"); 72,1 (C-2); 70,7 (C-4"); 70,3
(C-3"); 69,6 (C-2); 68,3 (C-5"); 66,1 (C-6"); 55,7 (MeO-4’);
42,1 (C-3); 17,9 (C-6’").

Dados analiticos da naringina 2: sélido branco cristalino; IV
(KBr, cm™) 3372, 1645, 1632, 1583, 1177, 1038 e 820; RMN de 'H
(CD,0D, 400 MHz): & (ppm) 7,32 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-2’; H-6");
6,83 (d,J=8,5Hz,2H,H-3’; H-5"); 6,19 (d,/=2,1 Hz, 1H, H-6); 6,16

(d, J=2,1 Hz, 1H, H-8); 5,40-5,36 (m, 1H, H-2); 5,25-5,24 (m, 1H,
H-1""); 5,13-5,11 (m, 1H, H-1""); 3,94-3,36 (m, 10H, H-6", H-5""’,
H-5”,H-3"”, H-3”, H-2"", H-2”", H-4, H-4""); 3,17-3,15 (m, 1H,
H-3,):2,76 (dd, J=17,2; 2,8 Hz, 1H, H-3,,); 1,29 (d, /= 6,2 Hz, IH,
H-6""); RMN de *C (CD;0D, 125 MHz):  (ppm) 197,2 (C-4); 165,2
(C-7); 163,6 (C-5); 103,5 (C-10); 157,7 (C-4’); 115,0 (C-3"); 129,5
(C-1"); 127,8 (C-6’); 127,8 (C-27); 115,0 (C-5"); 163,2 (C-9); 101,1
(C-27);98,0(C-2""); 96,5 (C-6); 95,4 (C-8); 79,3 (C-2); 77,8 (C-4");
77,5 (C-67); 76,7 (C-3""); 72,5 (C-5); 70,8 (C-3"" ¢ C-4’), 69,8
(C-57); 68,6 (C-6"); 60,9 (CH,-C67"); 42,5 (C-3); 16,9 (CH,-C6™).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas metodologias de extracdo da na-
ringina a partir do residuo de cascas de grapefruit e da hesperidina
a partir da laranja comum foram alvo de investigagdo recente.***
Ambas decorreram de aprimoramento de técnicas descritas na lite-
ratura, e foram baseadas no interesse de obten¢do dos flavonoides
como compostos de partida para a preparacio de outras substancias
com atividades bioldgicas. Em fung¢do do sucesso das metodologias
adotadas e da facilidade de realizagdo dos procedimentos experi-
mentais descritos nesses trabalhos, uma adaptagdo para discentes de
graduacdo foi realizada. Além disso, essa proposta inclui também
discussio da temdtica envolvida na utiliza¢@o de residuos de biomassa
gerados pela inddstria para a obtengdo de produtos mais complexos
de interesse cientifico e tecnoldégico.

O publico alvo foram estudantes no dltimo ano do curso de
bacharelado em Quimica, que cursaram a disciplina QUI-A64
(Quimica Orgénica Experimental 111, 06 créditos), tltima disciplina
experimental do curso de Quimica Organica. Como a disciplina se
desenrola sem interrupg¢do (uma tarde completa, das 13:00h até as
18:30h), foi possivel realizar os dois experimentos em 3 encontros
completos. No caso de adaptaciio a uma disciplina de menor credi-
tacdo, algumas etapas precisariam ser suprimidas, com consequente
diminui¢do do rendimento da extra¢do, mas mesmo assim poderd
ser realizada sem comprometimento do resultado final. Além disso,
o nimero de encontros dependerd da participac@o ou ndo dos alunos
durante as etapas analiticas de caracterizacao (cromatografia liquida
e espectrometria no infravermelho). No nosso caso, como faziam
parte da proposta de formagdo, um encontro adicional foi necessario.
Somente para as etapas do laboratdrio dois encontros sdo suficientes.

O experimento inicia com o tratamento das amostras. No caso da
laranja comum, de custo baixo e de ampla disponibilidade, os alunos,
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organizados em duplas, normalmente proveram as amostras. Para
cada dupla cerca de 4-5 laranjas foram suficientes. No entanto, se
necessdrio, restos de cantinas que preparam sucos também podem ser
utilizados, eliminando o custo de aquisi¢@o. No caso da grapefruit, a
disponibilidade nao € ampla. Em Salvador, poucos estabelecimentos
oferecem essa fruta e com custo relativamente mais elevado. Nesse
caso, normalmente a institui¢do deve arcar com as despesas, e cerca
de 2-3 frutas grandes foram suficientes para cada dupla.

As frutas foram pesadas em balanca e, com o auxilio de uma faca,
seus componentes foram separados (vide Figura 2). Em seguida, os
componentes foram pesados individualmente, como forma a deter-
minar a composi¢do em peso de cada parte. As laranjas pesaram em
média entre 150 e 200 g, as massas dos flavedos oscilaram entre 19
e 30 g (média 13,5% p/p) e os endocarpos (polpa) entre 120 e 185 g
(85,0% p/p). A parte branca esponjosa, o albedo, fonte de maior
concentracio de flavonoides, foi obtido na faixa entre 10 e 23 g por
fruta, sendo responsavel em média por 16,5% do peso. No caso da
grapefruit, as frutas apresentaram massas maiores (entre 250 e 320 g),
e flavedo (entre 44 e 50 g) e endocarpo (entre 175 e 220 g) represen-
taram 15,5% e 67,0% p/p, respectivamente. O albedo oscilou entre 31
e 69 g por fruta (17,5% p/p). Obviamente, em se tratando de frutas,
muita variacdo poderd ser encontrada por regido e época do ano,
mas esses valores podem ser considerados referéncias. Tomando-se
os cuidados de limpeza prévia da balanga e de protegdo dos compo-
nentes das bancadas com papéis ou pldsticos limpos, e respeitando
as normas de seguranga, o flavedo foi descartado e as polpas foram
consumidas (fora do laboratdrio). O albedo foi cortado em pequenos
fragmentos (inicialmente tiras, depois de forma transversal, Figura 2)
e as amostras de cada fruta citrica (laranja comum e grapefruit, se-
paradamente) foram misturadas, para homogeneizagdo das amostras.

Em seguida, iniciou-se a extragdo que, em trabalhos anteriores,
foi realizada com metanol. No entanto, para minimizar os riscos
de intoxicagdo e diminui¢do de custos, as extracdes também foram
realizadas com etanol comercial comum (96° GL). Desse modo,
extragoes tanto com MeOH como com EtOH de ambos albedos pu-
deram ser comparadas. Esses dois dlcoois foram considerados apenas
como “‘solventes”, sendo que nos resultados finais foram relatados
separadamente. As duas extra¢des sob refluxo foram realizadas em
sequéncia, com solvente suficiente para manter as amostras de albedo
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imersas. Para a primeira remocdo de solvente, uma decantagdo cui-
dadosa foi realizada, e permitiu sem dificuldades que todo o albedo
permanecesse no baldo para ser submetida a uma segunda extracao.
Em caso de disciplinas com apenas 4 periodos, uma tinica extragao
de 1 hora poderia ser realizada. Ap6s a remog¢do do solvente, que
no nosso caso foi realizada tanto em evaporador rotatério quanto
em sistemas de destilagdo, obteve-se um residuo (uma suspensdo)
contendo os extratos brutos da hesperidina (no caso de extragdo do
albedo da laranja comum) e da naringina (grapefruit).

Os procedimentos de isolamento em cada caso foram distintos,
devido a diferenca de solubilidade em dgua entre a hesperidina 1 e a
naringina 2. Para a hesperidina 1, que possui baixa solubilidade em
dgua (4,98 mg kg'a298,15 K e 6,09 mg kg' a 333,15 K),* a adigdo
de dgua e leve aquecimento ndo promove a solubilizagio dos sélidos.
Logo, a suspensio formada foi extraida com diclorometano. Segundo
a literatura, essa extracdo com solvente clorado deve ser efetuada
para remocio dos flavonoides metoxilados comuns nas cascas das
frutas,”” menos soliveis em dgua, e pode ser considerada como uma
etapa de pré-purificacio, ainda que efetuada sobre a suspensdo da
hesperidina 1. Com o sélido ja presente, a fase organica inferior foi
removida® e a suspenséo filtrada a vdacuo em funil de Biichner com
um papel de filtro previamente cortado e tarado. Assim, a extragdo
efetuada propiciou a obtencao do flavonoide de forma bruta ao final da
primeira aula, praticidade que precisa ser considerada no experimento
de escolha. O sélido amorfo foi obtido com uma coloracdo do creme
até um marrom claro (Figura 3).

No caso do tratamento de purifica¢@o da extra¢do do albedo da
grapefruit, que forneceu a naringina 2, o procedimento foi efetuado
de modo diferente. A solubilidade de 2 em dgua (0,50 g kg 4 20 °C
e 42,21 g kg a 65 °C)¥ faz com que, durante o aquecimento com
dgua, a solucdo se apresentasse homogénea. Nesse caso, apds o
aquecimento com dgua e extragdo com diclorometano, obteve-se o
flavonoide da solucdo aquosa apenas apds um periodo de cristalizag@o,
que no nosso caso foi de 1 semana (intervalo entre encontros). Por
outro lado, o produto foi obtido na forma cristalina, apds a execu¢ao
dos procedimentos necessdrios para a filtracao a vacuo (Figura 4).

Para fins de calculos de rendimento dos flavonoides obtidos,
tomaram-se como padrdo as medidas adotadas na literatura, que
consideram como referéncia a massa de albedo seco utilizada na

Figura 3. Aspecto dos funis de separagdo na extragdo com diclorometano da suspensdo de hesperidina 1 (esquerda e centro) e dos solidos depois de filtrados

(direita)
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imagem da direita os solidos cristalinos obtidos

extragdo. Como no presente experimento foram empregados albedos
frescos (imidos), tomaram-se os valores de relac@o entre albedo seco
e imido aqueles descritos na literatura, ou seja, de 33,1% m/m para
a laranja comum?® e 24,4% m/m para a grapefruit.**

Alguns dos dados obtidos pelos discentes nos experimentos re-
alizados no laboratério encontram-se descritos na Tabela 1. De um
modo geral, a extragdo da hesperidina 1 a partir da casca de laranja
mostrou-se mais eficiente quando metanol foi empregado como
solvente extrator, enquanto que no caso da naringina 2, extraida a
partir do albedo da casca da grapefruit, o emprego de etanol forneceu
melhores rendimentos.

Ap6s isolamento e purificagdo dos flavonoides, os sélidos obti-
dos tiveram seus pontos de fusdo determinados e comparados com
dados disponiveis na literatura.’® No caso das extra¢des fornecendo
hesperidina, independente do solvente empregado, os valores ficaram
bastante préximos, inclusive com os dados da literatura que também
ndo sdo muito discrepantes. Contudo, para a naringina, quando o
solvente empregado na extragdo foi o metanol, o valor do PF se
apresentou abaixo dos valores obtidos quando o solvente extrator
foi o etanol comercial. Contudo, em consulta a base de dados, pode
ser verificado que a naringina possui valores diferentes de pontos de

Victor et al.

Quim. Nova

Solidos obtidos

Figura 4. Evolugdo do aparecimento da naringina 2 na extrag¢do do albedo do grapefruit (esq. para dir.): dia do tratamento, com 4 dias e com 7 dias. Na

fusdo relatados, em faixas bem distintas uma da outra. Assim, essa
variabilidade poderd ser observada, uma vez que andlises posteriores
mostraram que ambos s6lidos tinham a mesma pureza.’!

Além da medida do ponto de fusdo, um teste rdpido realizado
no laboratdrio foi o teste de identificacio de fendis, que utiliza uma
solugdo de cloreto férrico.” Para esse teste, uma mistura de dgua e
etanol deve ser empregada devido a baixa solubilidade dos flavonoides
em 4gua a temperatura ambiente. Uma cor laranja pouco intensa ¢
obtida apds algum tempo de espera. Outros testes rapidos também
podem ser realizados, se desejado.*®

Para a realizac@o das andlises no infravermelho, as amostras pre-
cisam estar bem secas. No caso da hesperidina 1, que normalmente é
obtida no primeiro encontro e o material isolado foi mantido a secagem
por uma semana, esse detalhe nfio representa nenhum problema. No
caso da naringina 2, que ¢ filtrada somente no segundo encontro, a
amostra isolada deve ser submetida a secagem em estufa (60-80 °C)
durante aproximadamente 30 minutos, periodo suficiente para garantir
a total retirada da dgua. Com a correta preparagdo das amostras, as
andlises foram realizadas na forma de solucéo sélida em KBr (2-3 mg
de amostra para 100 mg de KBr). Os discos preparados foram entdo
analisados, e permitiram a obtenc¢do dos espectros que mostraram as

Tabela 1. Dados experimentais da extracio dos flavonoides hesperidina 1 e naringina 2

Hesperidina
Solvente extrator Albedo fresco Albedo seco (calculado) Hesperidina Rendimento PF (°C)*
MeOH 50,05g 16,57g 0,46g 2,8% 234-238
MeOH 50,02g 16,56g 0,64g 3,9% 243-244
EtOH 50,09g 15,58¢g 041g 2,5% 244-247
EtOH 50,01g 16,55g 043¢ 2,6% 241-243
Naringina
Solvente extrator Albedo fresco Albedo seco (calculado) Naringina Rendimento PF (°C)°
MeOH 50,10g 12,22¢ 0,44g 3,6% 82-85
EtOH 50,02g 12,20g 0,67g 5,5% 169-171
EtOH 61,19g 14,93¢ 0,85g 5,7% 171-174

a) dados de PF na literatura: 262 °C, 250-255 °C, 258-262 °C, 250-255 °C (decomp.); b) dados de PF da literatura: 83 °C, 166 °C, 171 °C.
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Figura 5. Espectros no infravermelho (discos de KBr) da hesperidina 1 (esquerda) e naringina 2 (direita)

bandas principais esperadas para as estruturas (Figura 5):3 bandas de
hidroxilas (estiramento da ligacdo O-H) na regido entre 3600 e 3300
cm’!, inclusive com a presenga de hidroxilas com bandas finas (ligacoes
de hidrogénio), mais visiveis na hesperidina; forte banda de estiramento
C=0 de carbonila conjugada ao redor de 1650 cm™'; e os estiramentos
das ligacdes C-O na regido entre 1000 e 1200 cm™. Deformacdes das
ligacdes C-H referentes a anéis aromdticos também sdo visiveis, mas
devido a complexidade sdo de interpretacdo um pouco mais dificil.

Finalmente, as amostras dos flavonoides isolados e purificados
pelos discentes foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE/DAD), como uma forma mais apurada de determi-
nag¢do da pureza dos produtos naturais obtidos, registro dos espectros
de UV e de validagdo da metodologia empregada. Os alunos foram
entdo levados a um laboratério de pesquisa em produtos naturais, que
possui um equipamento de CLAE em operagao e que ja analisou os
compostos isolados (Tabela 2). Os discentes realizaram a preparacdo
das solugdes, que envolvem pesagem de pequenas quantidades das
amostras isoladas (cerca de 5 mg em baldo volumétrico de 5 mL,
concentragdo final de ~1 mg mL"), e a solugdes foram filtradas (cerca
de 1 mL) para um frasco vial e entdo analisadas (para cromatogramas
e espectros de UV vide Material Suplementar). Observando os resul-
tados de pureza obtidos, pode-se verificar que, no caso da extragio
da hesperidina 1 a partir do albedo da casca da laranja comum, o
cromatograma apresenta uma leve tendéncia de melhor pureza do
flavonoide obtido no procedimento de extragdo com MeOH como
solvente extrator. Ja no caso da extracdo da naringina 2, ndo parece
haver diferenca consideravel entre a pureza do flavonoide extraido a
partir da grapefruit com MeOH ou EtOH. E digno de nota que CCD
ndo pode ser empregada como método para determinagdo da pureza
do flavonoide uma vez que hesperidina € totalmente insolivel em
solventes organicos comuns utilizados em laboratdrios didaticos. Em
laboratérios com infraestrutura mais completa e acessivel, espectros
de RMN e espectrometria de massas com ionizagdo eletrospray ou
ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica podem ser utilizados na
identificagdo e determinacio da pureza dos produtos.

Tabela 2. Pureza (drea %) dos flavonoides hesperidina 1 e naringina 2 ana-
lisados por CLAE

Hesperidina® Naringina®
Solvente extrator Area % Solvente extrator Area %
MeOH 89,20 MeOH 94,92
MeOH 90,16 EtOH 96,12
EtOH 83,45 EtOH 90,31
EtOH 89,63

a) Os tempos de retengdo variaram entre os semestres entre 19,7 e 21,0
minutos. b) Os tempos de retengdo variaram entre os semestres entre 19,2
e 20,5 minutos.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente artigo demonstrou que o uso de residuos de cascas de
frutas citricas, laranja comum e grapefruit, sao perfeitamente vidveis
para a efetiva extracéo e isolamento dos flavonoides hesperidina e
naringina, respectivamente, em um experimento dedicado ao curso
de graduagdo em Quimica. Os rendimentos obtidos foram entre 2,5
e 3,9% m/m de albedo seco de laranja comum para a hesperidina 1,
e entre 3,6 e 5,7% m/m de albedo seco da grapefruit para a naringi-
na 2. A prética requer no minimo dois encontros, e utiliza materiais
e reagentes disponiveis nos laboratérios de ensino. Também foi
demonstrado que a extracdo pode ser realizada com dlcool etilico
comum, 0 que torna o experimento mais seguro, menos toxico e mais
econdmico, nio trazendo nenhum comprometimento consideravel
ao rendimento ou pureza dos flavonoides isolados. Também as boas
quantidades obtidas dos flavonoides (entre 0,40 e 0,60 g) fazem esse
prazeroso experimento de ficil realizacdo, mesmo aos laboratérios de
ensino que s6 possuam vidrarias e equipamentos ordindrios. Desse
modo, o uso de residuos comuns e facilmente acessiveis das frutas
citricas permitiu levar aos estudantes a compreensao de valorizagao de
utiliza¢@o da biomassa, da extragdo de produtos com valor e das varias
oportunidades que podem advir desta acdo sustentdvel da Quimica.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Mais detalhes experimentais, dados da extracio e espectros IV
das amostras de hesperidina (1) e naringina (2) podem ser obtidos
em http://quimicanova.sbq.org.br, em formato pdf, com livre acesso.
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