Quim. Nova, Vol. 45, No. 1, 113-120, 2022

http://dx.doi.org/10.21577/0100-4042.20170825
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OPTIMIZATION OF THE EXTRACTION OF ANTHOCYANINS PRESENT IN BLACK BEANS AND IMPREGNATION OF
THE EXTRACT IN NATURAL POLYMERIC MATRIX FOR USE AS A pH INDICATOR. In this work, a method of extracting
natural indicators, anthocyanins, present in black beans was optimized. The best extraction condition was obtained with 50 g of

beans and 93 g of water, under agitation at 150 rpm, at a temperature of 40 °C for 24 h. The wavelengths of greatest absorption for

the indicator in its acidic and basic form were 523 nm and 620 nm respectively and these wavelengths were used to determine the
pKa of the indicator. At least three pKa values were observed: 1.9; 7.2 and 10.7. A simplified condition for anthocyanins extraction,
the same amount of water, tap water in these case, and beans kept together for 12 h without agitation and temperature control, was
also evaluated. Both extracts were impregnated with qualitative filter paper, coffee filter paper and cotton buds and the materials
impregnated with the indicator were tested with solutions of HCI, vinegar, NaOH and milk of magnesia. A comparison between the

impregnated material and a universal pH indicator paper using buffer solutions pH 4.0, 7.0, 10.0 and 11.2 proved the applicability of

the developed material since it presented adequate distinction in its color for the different pH conditions.
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INTRODUCAO

A experimentacdo para o ensino de Quimica mostrou-se de
grande importancia para a constru¢do de conhecimentos tanto em
alunos do ensino bésico quanto do superior, tendo sua importancia
citada até mesmo em documentos oficiais para o ensino bésico.'?
Para Guimaries “a experimentagio pode ser uma estratégia eficiente
para a criag@o de problemas reais que permitam a contextualizagio
e o estimulo de questionamentos de investiga¢do”, desta forma,
colaborando para despertar o interesse do aluno sobre o tema e
facilitar a aprendizagem.’

Embora o papel da experimentacdo no ensino de Quimica,
com o objetivo de relacionar teoria e pratica, seja indubitavelmente
reconhecido, € fato que nem todas as escolas dispde de laboratdrios
adequados, bem como de materiais e reagentes quimicos necessdrios
para aulas experimentais. Sendo assim, o uso de materiais e
experimentos alternativos € recomendado nestas situacdes, inclusive
pelos livros didaticos e outras obras, tais como o livro “Experimentos
de Quimica com materiais domésticos” de S6nia Hess.* Essas
alternativas permitem a experimenta¢do em condi¢des ndo ideais
sem perder a esséncia e qualidade da atividade. Para os professores
do ensino bésico essa € uma saida a falta de laboratérios e materiais,
para os futuros professores, alunos das licenciaturas, tal conhecimento
permite a eles produzirem futuros instrumentos para o ensino.

Dentre todos os experimentos usualmente realizados no ensino
médio, a determinagdo da acidez ou basicidade de solucdes e
suspensdes € frequente. Esses experimentos sdo relativamente
simples, podendo ser executados com materiais domésticos, como
vinagre, d4gua sanitdria, refrigerantes, sucos, etc. Para a identificacio
de solugdes dcidas ou bésicas podem ser empregados indicadores
visuais de pH, substancias orginicas que mudam de cor em fungio
do pH do meio.’ Frequentemente os cldssicos fenolftaleina, papel
tornassol, papel indicador universal e pHmetros sdo utilizados
para essa finalidade. Porém, mesmo esses indicadores ndo estio
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sempre disponiveis, ou entdo, pretende-se realmente apresentar
indicadores alternativos de pH a fim de explicar seu funcionamento,
equilibrio quimico, fung¢des organicas, etc. Dessa forma, o emprego
de indicadores obtidos a partir de repolho roxo,° feijao-preto,’
cenoura preta,® flores,”” beterraba'® e frutas>!! é frequente. Além das
finalidades diddticas, indicadores naturais de pH vém recentemente
recebendo novas aplicagdes. Etxabide e colaboradores avaliaram o
uso de indicadores extraidos da curcuma (Curcuma longa L.), da
beterraba (Beta vougaris L.) e da cenoura preta (Dacus carota L.)
como indicadores de qualidade em alimentos uma vez que as atuais
etiquetas de validade nao fornecem informacdes reais sobre o estado
do alimento. Os extratos obtidos da beterraba e da cenoura preta,
contendo os principios ativos benanina e antocianina respectivamente,
apresentaram adequada estabilidade apds 28 dias de estocagem e uma
boa resposta a variacao de pH.'? Sani e colaboradores desenvolveram
um filme de nanofibras de metilceluse/quitosana e antocianinas
extraidas de bérberis para ser empregado como indicador de frescor
em carnes. O material desenvolvido apresentou boas respostas a
variagdo de pH e presenca de gas amonia podendo ser utilizado como
indicador inteligente em tempo real para o monitoramento de carnes
e frutos do mar."

Muitos desses indicadores naturais (In) possuem como
substancias ativas, responsdveis pela mudanga de coloragdo,
compostos conhecidos como antocianinas.'>!* As antocianinas sdo
pigmentos naturais de plantas, soldveis em dgua e pertencentes a
classe de compostos fen6licos conhecidos como flavonoides.' Esses
compostos, assim como indicadores de pH comerciais, possuem
coloracdes diferentes para a sua forma 4cida (HIn) e bésica (In) e,
por serem 4cidos ou bases fracas que coexistem em um equilibrio
quimico, seu Kapode ser determinado experimentalmente, bem como
seu pKa.'* Quando a concentracdo do In na forma écida se iguala a
concentracio na forma bdsica, [HIn] = [In], pode-se determinar o
pKa do In e € proximo deste ponto que € possivel notar a mudanga
na coloracdo da solucio.

Esses indicadores naturais, como os obtidos do feijao-preto e do
repolho roxo, sdo de facil extragdo e utilizagdo, porém os extratos
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possuem um tempo de vida relativamente curto, devido a degradagio
natural, uma vez que, frequentemente, sdo obtidos extratos aquosos.
No entanto, extratos alcodlicos podem ter seu tempo de vida
estendido. Mesmo que extratos aquosos sejam obtidos, a utilizagio de
solucdes ndo € tao pratica quanto o papel tornassol. Essas constatacdes
foram feitas durante a otimizagdo do procedimento proposto no
presente trabalho. Uma alternativa a esses limitantes € a impregnagao
das antocianinas em materiais s6lidos, aumentando assim o tempo de
vida do indicador, bem como sua praticidade. Terci e Rossi fizeram
extratos etanodlicos (1:3) de frutas e produziram papéis indicadores
por meio da imersao de papel filtro qualitativo nas solu¢des. Segundo
os autores, ambas as formas dos indicadores apresentaram resultados
satisfatorios para a diferenciac@o entre solu¢des dcidas e bdsicas e
até mesmo para estimar o valor do pH.’

Sendo assim, frente a necessidade real por indicadores de pH de
f4cil utilizagdo em locais que ndo dispde de infraestrutura, materiais
especificos e a possibilidade de melhorar os ja conhecidos indicadores
naturais utilizados para fins didaticos, o presente trabalho propos
a otimizacgdo da forma de extragdo das antocianinas presentes no
feijdo-preto, matéria prima facilmente encontrada, por meio de um
planejamento fatorial para ser utilizado como indicador de pH. Além
disso, a aplicagdo do indicador em sua forma liquida e impregnada
em diferentes matrizes poliméricas foi também avaliada. Neste
artigo também € apresentado um estudo para a determinacdo do
pKa do indicador proposto empregando espectroscopia de absor¢io
molecular por UV-visivel.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e reagentes

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: um pHmetro
Hanna com resolucdo 0,01 pH, calibrado com solucdes tampdo
Hanna HI 7004 (pH 4,01 + 0,01) e HI 7004 (pH 7,01 + 0,01),
utilizado para os ajustes do pH das solugdes dos indicadores; uma
incubadora Tecnical modelo TE-420 para a preparagdo dos extratos;
e um espectrofotdmetro UV-visivel de duplo feixe - Shimadzu
com cubetas de quartzo utilizado para acompanhar os extratos em
termos de intensidade de absorbancia relacionada a concentracio dos
componentes da amostra.

Ajustes de pH foram realizados com solug¢des de hidréxido de sédio
(NaOH) e 4cido cloridrico (HCI1) 5 mol L. O indicador foi depositado
em matrizes sdlidas e para tal utilizaram-se folhas de papel sulfite
A4 brancas, papel-filtro para café, papel-filtro qualitativo, algodao e
hastes flexiveis de algodao. Os materiais indicadores preparados foram
testados com as solugdes 1 mol L' de NaOH e HCl e com produtos
comerciais, sendo eles: Solucdo de 4cido cloridrico a 33% (4cido
muridtico), solucdo de acido acético a 4% (vinagre), hidréxido de sédio
a 50% (soda cdustica) e uma suspensdo de hidréxido de magnésio
(Mg(OH),) a 85,5 mg mL" (leite de magnésia). Testes de comparacio
entre o extrato de feijdo-preto, os materiais indicadores produzidos e
um papel indicador de pH universal (comercial) foram realizados com
solugdes tampdo Biotec (pH 4,0, 7,0 e 10,0) assim como uma solucao
tampdo de hidréxido de amoénio (NH,OH) (Biotec) / cloreto de amonio
(NH,CI) (Synth) (pH 11,2).

Desenvolvimento metodolégico

O processo de extragdo das antocianinas presentes no feijao foi
avaliado por meio de um planejamento fatorial 23, no qual foram
empregados os fatores tempo de extracdo, solvente e temperatura
em dois niveis com um ponto central. A temperatura de extracio
mdxima avaliada foi de até 40 °C, para garantir a estabilidade térmica
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das antocianinas.!” Para esse estudo empregou-se a massa de 50 g de
feijao e 93 mL de solvente, totalizando 150 mL do frasco de extrag@o,
a mistura foi deixada em agitacdo a 150 rpm. Embora a literatura
aponte o uso de solucdes etandlicas com HCl a 1% para uma extracao
completa das antocianinas em plantas,”'* no presente trabalho foram
avaliados o dlcool etilico a 70% e a dgua destilada. Esses solventes
podem ser facilmente encontrados nas escolas de ensino médio e a
reproducdo da forma de extracdo facilmente realizada sem riscos
aos alunos. O planejamento fatorial estd apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Planejamento fatorial 23 para otimiza¢do do processo de extracdo
das antocianinas presentes no feijao

Experimento ezfrzgizii) Solvente Temg)ecr;x tura
1 2 dlcool 70% 40,0
2 2 alcool 70% 25,0
3 24 alcool 70% 40,0
4 24 dgua destilada 40,0
5 13 alcool 70% 32,5
6 24 dgua destilada 25,0
7 2 dgua destilada 25,0
8 13 dgua destilada 32,5
9 24 dlcool 70% 25,0
10 2 dgua destilada 40,0

Ap6s a escolha da melhor condig@o de extra¢ao das antocianinas,
andlises prévias do extrato em pH dcido, neutro e bdsico foram
realizadas para determinar os comprimentos de onda com maior
diferencga na absorbancia (Abs) entre o indicador na sua forma dcida e
bésica. A determinagao dos valores de pKa do indicador foi realizada
graficamente utilizando estes comprimentos de onda. A determinagao
do pKa baseou-se na equag@o de Henderson-Hasselbalch (Equagdo 1).
De acordo com a lei de Beer, a concentragdo da espécie absorvente é
proporcional a sua absorbancia. Assim, monitorando a absorbancia
em um determinado comprimento de onda (1) em fung¢do da variagio
do pH ¢ possivel determinar o valor do pKa do indicador.'® Neste
trabalho, escolheu-se determinar o pKa por meio da forma grafica
da Abs em funcdo do pH e dos cdlculos da primeira e segunda
derivadas.'® Solugdes de dcido cloridrico e hidréxido de sédio
5 mol L' foram empregadas para ajustar o pH do extrato.

[HIn]

Ka = pH +1o
P p g[ln]

(€3]

Embora as condi¢des otimizadas de extragdo tenham
proporcionado bons resultados, uma forma alternativa de extragio
foi também avaliada empregando as mesmas quantidades de feijao
e dgua, porém por 12 horas com dgua da torneira, sem controle
de agitacdo e temperatura (condi¢gdes simplificadas de extracdo),
sendo essas condigdes mais faceis de serem realizadas em escolas.
Comprovada a eficicia dos extratos liquidos como indicador de pH,
foram conduzidos experimentos de deposi¢do dos indicadores em
matrizes orgdnicas poliméricas. A ideia de depositar o indicador
sobre uma superficie sdlida surgiu apés uma aula experimental, na
qual foi utilizado o extrato de feijao-preto e esse manchou o jaleco do
professor. A mancha persistiu alguns dias e quando o jaleco foi lavado,
percebeu-se que o indicador continuava funcionando adequadamente,
devido a sua reagdo com o sabdo que possui cardter basico. Nesse
momento, percebeu-se a praticidade e a estabilidade do indicador
depositado sobre a celulose. Inicialmente, tiras de papel sulfite (A4)
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foram mergulhadas nos extratos e mantidas sob agitacdo manual por
5 minutos. Em seguida, as tiras foram retiradas e levadas a secura
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O mesmo procedimento
foi realizado com papel-filtro qualitativo, papel-filtro para café e
com algodao. Acido cloridrico (1 mol L), vinagre (dcido acético a
4%), hidréxido de sédio (1 mol L) e leite de magnésia (suspenséo
de hidréxido de magnésio a 85,5 mg mL™") foram utilizados para
avaliar a resposta dos materiais indicadores. Também foram utilizadas
nas hastes com algoddo produtos comerciais usados para limpeza,
contendo solucdo de 4cido cloridrico (popularmente conhecido como
dcido muridtico) e hidréxido de sédio (popularmente conhecido como
soda cdustica), uma vez que sio produtos normalmente utilizados em
experimentos didaticos de 4cidos e bases.

Os materiais indicadores produzidos, tanto com o extrato obtido
nas condi¢des otimizadas de extragcdo, quanto com o obtido nas
condigdes simplificadas de extragao, foram comparados com um papel
indicador de pH universal. Para tanto, foram pingadas nas solu¢des
de extrato (diluido por um fator de dois) e nos materiais indicadores
produzidos com papel-filtro qualitativo, papel-filtro de café e hastes
de algodio duas gotas das solu¢des tampao pH 4,0, 7,0, 10,0 e 11,2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para aprimorar o processo de extracdo das antocianinas presentes
no feijdo-preto foram realizados 10 experimentos apresentados no
planejamento fatorial, descrito na Tabela 1. Os extratos obtidos
foram comparados por meio de uma leitura no equipamento de
espectrofotometria UV-Vis na faixa de comprimentos de onda entre 300
e 1100 nm. A Figura 1(a) apresenta o grafico dos efeitos obtidos com
os resultados do planejamento fatorial. Maiores inclinacdes significam
maior influéncia do fator na extracdo. Dessa forma, percebeu-se que
o solvente, em especial a dgua, apresentou melhores resultados na
extragdo. O tempo de extragdo também foi importante, seguido pela
temperatura com menor influéncia. Na Figura 1(b) estdo apresentados
diversos espectros, cada um deles correspondente a um experimento do
planejamento fatorial (Tabela 1). Foram utilizados 1 mL de extrato de
feijao e 3 mL de dgua para a leitura no espectrofotdometro. O critério
de escolha para a melhor condi¢do de extragdo das antocianinas foi
a intensidade da absorbancia relacionada com a concentra¢ao das
espécies em solugdo. Como o experimento 4, extragdo com dgua por
24 horas a 40 °C, foi a condi¢do com maior absorbancia demonstrada
no espectro, esta foi escolhida para os préximos estudos.

O extrato obtido pela condi¢do otimizada foi entdo submetido
a uma variagdo de pH para avaliar sua mudanca de coloragdo e
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determinacdo dos picos de maior intensidade de absorbancia para as
condicdes de solugdes 4cidas e basicas. A Figura 2(a) apresenta uma
foto dos extratos em meio dcido (pH 2,2 ajustado com solugdo de
HCI, 5 mol L"), em pH natural do extrato (pH 5,8) e basico (pH 9,0
ajustado com solug@o de NaOH, 5 mol L!). A coloragdo original do
extrato aproxima-se de um roxo acinzentado, entretanto, em meio
4cido assume uma coloragio vermelha e em meio alcalino a cor da
solugdo torna-se verde. As solugdes apresentadas na Figura 2(a) foram
diluidas a 50% com 4gua destilada para melhor visualizacdo das cores.
A Figura 2(b) apresenta os espectros para cada uma das solugdes. As
linhas apresentadas no grafico foram representadas na mesma cor das
solugcdes em cada pH para facilitar a visualizagdo. Para a solu¢do com
o pH =5,8, original do extrato, observa-se um méaximo de absorbancia
pequeno em 600 nm, por outro lado, no pH écido, pode-se notar a
presencga de um pico bem intenso em 523 nm. Do mesmo modo, em
620 nm surge um méaximo de absorbancia na banda para o pH 9,0.
Dessa forma, esses comprimentos de onda onde ocorrem os maximos
de absorbéncia do indicador em sua forma acida (523 nm) e em sua
forma bésica (620 nm) foram utilizados para a determinacédo do pKa
das antocianinas. Nota-se que em meio 4dcido o indicador encontra-
se protonado (HIn) e nesta forma o indicador absorve a radia¢do
emitida pela fonte do espectrofotdmetro, no A = 523 nm. Por outro
lado, a medida que o pH vai aumentando, a [HIn] vai diminuindo e
dando lugar a forma desprotonada do indicador (In") a qual possui
absorbancia maxima em A = 620 nm.

Determinados os A de maior absorbancia para Hln e In-,
prepararam-se solugdes na faixa de pH entre 0,01 e 13,15. A avaliagdo
da absorbancia das solugdes em diferentes valores de pH permitiu a
determinacdo do pKa do indicador. A Figura 3(a) apresenta solugdes
bem diluidas (oito vezes) dos extratos em quase todos os pontos
de pH avaliados por espectrofotometria. Pontos mais préximos de
pH foram avaliados na faixa 4cida entre 0,01 a 6,10 para melhor
defini¢do dos grificos e assertividade na determinag@o do valor de
pKa (Figura 3(b)).

Na Figura 3(a) é possivel observar uma variagdo grande na
tonalidade da coloragéo do indicador em fung¢Zo da variagdo do pH
do meio. Nota-se que a coloragdo da solugdo foi do vermelho ao verde
e em seguida ao castanho. Essa variagdo permitiu uma estimativa
do valor do pH da solug¢do e, além disso, para fins diddticos, cores
vividas, distintas e chamativas tendem a motivar os alunos em aulas
experimentais. Vale ressaltar que as solugdes apresentadas nessas
imagens sofreram uma dilui¢do de oito vezes do extrato original
para permitir a leitura no espectrofotdmetro sem estourar a escala
de absorbancia. Dessa forma, a colorag@o original dos extratos €
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Figura 1. (a) Grdficos dos efeitos principais. (b) Espectros obtidos para cada experimento do planejamento fatorial 2°
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Figura 2. (a) Extrato de feijdo, obtido nas condi¢des otimizadas de extragdo, em solucdo acidificada (pH 2,2), em pH original do extrato (pH 5,8) e alcalinizada
(pH 9,0). (b) Espectros de absorbdncia em fun¢do do comprimento de onda para cada valor de pH. Os Ajustes de pH das solugdes dcidas e bdsicas foram feitos
com solugdes de dcido cloridrico e hidroxido de sédio 5 mol L, respectivamente
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Figura 3. (a) Extratos aquosos de feijao-preto em valores de pH dentro da escala de 1,07 a 13,15. (b) Extratos aquosos de feijdo-preto em condicdes dcidas

de pH com menor intervalo de variag¢do entre os pontos (0,01 a 6,10)

muito mais intensa e bonita, se aproximando da apresentada na
Figura 2(a) que também foi diluida por um fator de 2. As varia¢des
de coloragdo de extratos naturais em fun¢do do pH foram também
observadas por outros autores. Moradi e colaboradores empregaram
antocianinas extraidas de cenoura preta para o desenvolvimento
de um sensor inteligente de indicador de pH para alimentos. O
indicador apresentou variagdes de colora¢ao do vermelho passando
para o azul e chegando ao cinza para uma faixa de pH compreendida
entre 2 e 11.8 Da Silva e colaboradores avaliaram extratos de
diferentes flores e puderam satisfatoriamente relacionar a variagio
das coloragdes, tonalidades de vermelho e amarelo, com os valores
de pH das solucdes em uma faixa de 1 a 14. A capacidade indicadora
de pH foi atribuida as antocianinas presentes nas plantas.’ Prietto
e colaboradores desenvolveram filmes contendo antocianinas
extraidas do feijao-preto e do repolho roxo para serem empregadas
como indicadores de pH e, consequentemente, qualidade de
alimentos refrigerados. Os indicadores apresentaram satisfatéria

variagdo de coloracdo, do vermelho ao azul acinzentado, em fungao
do pH para a faixa de 1 a 10."”

As solucdes apresentadas na Figura 3(a) foram entdo analisadas
no espectrofotdmetro para avaliagdo da variagdo das concentracdes
de HIn e In" em fun¢do do pH do meio usando os comprimentos de
onda jé definidos. Os espectros obtidos foram tratados para remogao
do sinal de fundo e ajuste de linha de base. Além disso, a faixa
compreendida entre 300 e 550 nm foi removida do espectro, por
ndo apresentar sinal analitico de interesse e assim contribuir para
melhor representagdo do grafico. A Figura 4(a) mostra os espectros
obtidos para estas solucdes onde foi possivel observar a diminui¢ao
da intensidade de Abs no A = 523 nm com o aumento do pH e um
aumento de intensidade da Abs no A = 620 nm. Também pode-se
notar o surgimento de um terceiro pico para os valores de pH mais
elevados em A = 635. Esse comportamento estd relacionado com a
mudanga estrutural das antocianinas em fun¢do do pH da solugdo.
Tal mudanga € visualmente observada pela variagdo da coloracdo da
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solucéo mostrada na Figura 3(a), na qual a espécie com cor vermelha
vai diminuindo a medida que a cor verde vai aumentando, em seguida,
sua concentrag¢do diminui e d4 lugar as espécies de cor castanha, ou
seja, as antocianinas em sua forma bdsica. Os trés comprimentos
de onda maximos observados na Figura 4(a) em aproximadamente
520 nm, 620 nm e 635 nm, sugerem a presenca ndo de duas, mas ao
menos de trés espécies em equilibrio na solugdo. A Figura 4(b) refere-
se aos espectros de absorbancia obtidos com as solucdes apresentadas
na Figura 3(b). Essa maior aten¢do ao meio 4cido justificou-se pela

fora

Realizadas as medidas dos extratos em diferentes valores de pH,
aintensidade da absorbancia foi amostrada e utilizada para plotar um
gréafico da Abs em fung¢do do pH em cada um dos comprimentos de
onda de maior absorbancia. O ponto de inflexdo da curva sigmoidal
indicou o valor do pKa do indicador. Além dessa anélise, também
m utilizados cédlculos da primeira e segunda derivadas, no qual o
ponto de maior ou menor intensidade para a primeira derivada indica
o pKa e o ponto onde cruza o eixo x da segunda derivada aponta o
pKa.!’® As Figuras 5(a) e 5(b) referem-se ao comprimento de onda

necessidade de mais pontos para a determinagdo do pKa do indicador. 523 nm, e as Figuras 5(c) e 5(d) ao comprimento de onda 620 nm.
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Notou-se que os valores de pKa determinados podem ser
relacionados com a cor das solucdes na Figuras 3(a) e 3(b). O
pKa 1,9 corresponde ao pH préximo a 2, ou seja, um equilibrio
quimico onde o indicador protonado, que possui cor vermelha, estd
em mesma concentracdo que espécies de cor acinzentada, com a
estrutura quimica levemente modificada pelo aumento do pH. Por
volta do pH 7, o segundo pKa foi determinado, ocorrendo a transicéo
para o verde, e novamente em pH préximo a 11, outra mudanga na
coloragdo da solugdo pode ser observada. As antocianinas, como
descrito anteriormente, pertencem a uma classe de compostos e, dessa
forma, neste trabalho, os autores nio se preocuparam em identificar
cada composto e o equilibrio quimico formado, apenas apontam
que, pelo menos, trés pKa, relacionados as mudangas estruturais dos
componentes do indicador, podem ser determinados e estes estio
relacionados a variac@o de cor do indicador.

A literatura cita vdrias antocianinas presentes no feijao-preto.
Prietto et al. identificaram sete estruturas de antocianinas no extrato
do feijao-preto, sendo que a delfinidina-3-O-glucosideo foi a estrutura
predominante, representando 40% do contetdo total de antocianinas,
enquanto a petunidina-3-O-glicosideo, malvidina-3-O-glucosideo, e
pelargonidina, representaram 29, 24 e 6%, respectivamente. Outros
compostos identificados no extrato de feijao-preto foram inferiores
a 1%." Choung et al. determinaram antocianinas em feijoes de
diferente cores (branco, marrom, preto, vermelho, salpicados com
manchas) e verificaram que a quantidade desses compostos dependem
muito da cor dos feijoes. Relataram que o contetido de pelargonidina
3-O-glicosideo foi maior nos graos com manchas vermelhas, enquanto
a delfinidina 3-O-glicosideo foi maior nos graos manchados de preto.?’

Como descrito na parte inicial desse artigo, o objetivo principal
desse trabalho foi a obtencdo de um material de facil utilizagdo para
a determinagdo do pH de solugdes. Sendo assim, primeiramente
folhas de papel sulfite foram impregnadas com o indicador, na
tentativa de desenvolver um material alternativo ao papel indicador
universal. No entanto, esse material mostrou ter baixa molhabilidade
e, dessa forma, a velocidade de reacdo para indicar se uma solucio
€ acida ou basica foi lenta, inviabilizando o uso deste material. Em
seguida, testou-se o papel-filtro qualitativo e o papel-filtro comum,
utilizado para coar café. Ambos os materiais apresentaram resultados
satisfatdrios podendo ser utilizados como superficie de suporte para
o indicador e foram carinhosamente apelidados de Papel Tornachal.
A Figura 6 apresenta fotos destes materiais em contato com solugdo
1 mol L' de 4cido cloridrico, 4cido acético (vinagre), hidréxido
de sédio 1 mol L' e leite de magnésia (suspensdo de hidréxido de
magnésio). A Figura 6(a) é referente ao indicador preparado no papel-
filtro qualitativo e a Figura 6(b) em papel-filtro para café. Ambos os
papéis apresentaram bons resultados, nos quais as solucdes dcidas
desenvolveram tonalidades rosas e as solugdes alcalinas, tons de azul
e verde. A unica diferenca entre os dois materiais ficou por conta da
uniformidade e espessura superiores do papel-filtro qualitativo. Pode-
se notar ainda uma propriedade interessante do indicador, que foi sua
reversibilidade, ou seja, o papel indicador exposto a uma solugdo
4cida, adquirindo coloraco rosa, assume uma cor esverdeada quando
exposto a solugdo de hidréxido de sédio (Figura 6(c)).

Uma outra opgdo ao papel foi a utilizagdo de hastes flexiveis
com pontas de algoddo comerciais, ou entdo hastes produzidas com
palitos de dente. Ambas as op¢des sdo de facil aquisi¢do e mostraram-
se préticas para a utilizagdo, uma vez que nenhum outro material,
tais como pingas ou bastdes de vidro, seriam necessarios, bastando
apenas tocar a solucdo a ser testada com as hastes impregnadas com
o indicador. Durante o preparo das hastes contendo o indicador,
percebeu-se que o algoddo demanda um tempo maior para secagem
e, dessa forma, notou-se um escurecimento do indicador no algoddo, o
qual apresentava cores menos intensas. A decomposi¢@o do indicador

Quim. Nova

(a)
CH;COOH Mg(OH),

‘HHE

HCl  CH;COOH Mg(OH),

_ Rod Rad

Figura 6. Papel indicador produzido com (a) papel-filtro qualitativo (b) pa-

NaOH

NaOH
(c)

pel-filtro para café. (c) Capacidade de reversibilidade do papel indicador
observada com solugdes 1 mol L' de dcido cloridrico e hidréxido de sédio

pode ser atribuida a elevada carga de matéria organica, possivelmente
proteinas e amido, extraida com as antocianinas, aliado ao fato de
nenhum conservante ter sido adicionado. Porém, esse problema foi
contornado acelerando a secagem do material com a utilizacdo de
um ventilador, reduzindo o tempo de secagem de horas para minutos.
Ap6s seco, o material permaneceu estdvel com suas caracteristicas
iniciais até o presente momento, quatro meses, armazenado em frasco
fechado, livre de umidade e luz.

Neste artigo foi apresentado um método otimizado para a extragao
de antocianinas presentes no feijao-preto. Para tanto, foi realizado
o controle rigoroso da temperatura e do tempo de extracdo, além
disso foi utilizada dgua destilada para o processo. No entanto, esses
cuidados dificilmente podem ser tomados em um ambiente escolar,
principalmente devido a falta de equipamentos. Dessa forma, foi
avaliada também a extracdo das antocianinas presentes no feijao em
uma condicio mais condizente com as possibilidades de um professor
de ensino bdsico. As mesmas propor¢des de feijdo e dgua foram
utilizadas, no entanto, foi empregada dgua da rede de distribuicdo
publica, dgua de torneira, e um tempo de extracio de 12 horas, da
noite para o dia, em repouso (condi¢des simplificadas de extragao).
O extrato foi muito similar ao obtido pelo processo otimizado, no
entanto, menos intenso em coloragao (Figura 7(a)). Da mesma forma,
os materiais: papel filtro qualitativo, papel filtro para café e algodao
foram produzidos e testados. A Figura 7 apresenta os materiais
produzidos com (b) hastes flexiveis e (c) palitos de dente. A Figura
7(d) mostra os materiais em contato com solugdo de 4cido cloridrico
(4cido muridtico), soluc@o de 4cido acético (vinagre), suspensdo de
hidréxido de magnésio (leite de magnésia) e solugdo de hidréxido
de sédio (soda cdustica) da esquerda para a direita, respectivamente.
As coloragdes obtidas usando as solugdes de dcido cloridrico (dcido
muridtico) e de hidréxido de sédio (soda caustica) foram muito
semelhantes as obtidas com as solugdes 1 mol L' de 4cido cloridrico
e hidréxido de sédio.

Para confirmar a eficiéncia do extrato de feijdo-preto e dos
materiais impregnados com o mesmo, papel indicador de pH
universal e solug¢des tampao pH 4,0, 7,0, 10,0 e 11,2 foram usados.
Duas gotas de cada tampdo foram adicionadas nos indicadores. A
Tabela 2 apresenta fotografias dos indicadores de pH extraidos do
feijdo-preto utilizando condigdes simplificadas de extra¢do e de um
papel indicador universal em diferentes condi¢des de pH.

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que a variacao
de coloracdo dos indicadores em contato com as solu¢des tampao
pH 4,0, 7,0 e 10,0 foi adequada para todos os materiais impregnados
e solugdes, no entanto, a diferenca entre o pH 7,0 e 10,0 foi mais
pronunciada para o papel indicador comercial. Entre os valores de
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Figura 7. (a) Extratos obtidos com a condi¢do otimizada, solucdo a esquerda, e condicao simples, solugdo a direita. (b) Indicador impregnado em hastes flexiveis
com pontas de algodao. (c) Indicador impregnado em hastes de palito de dente com pontas de algoddo. (d) Hastes impregnadas com o indicador molhadas com
solugdo de dcido cloridrico, vinagre, leite de magnésia e solugdo de hidroxido de sodio de produtos comerciais da esquerda para a direita, respectivamente

Tabela 2. Indicadores de pH extraidos do feijao-preto utilizando as condi¢oes
simplificadas de extracdo e papel indicador universal na presenca de solucdes
tampao pH 4,0, 7,0, 10e 11,2

Solucdes tampao

Material Indicador

pH 4,0 pH 7,0 pH100  pHI112

ERarh

Extrato de
feijao-preto

i n

Hastes com
algoddo

Papel-filtro
qualitativo

Papel-filtro
para café

Papel indicador
de pH universal
comercial

Escala do papel
indicador de
pH universal
comercial

pH 10,0 e 11,2 o indicador de pH comercial ndo apresentou adequada
distin¢do. Tal resultado j4 era esperado, visto que a prépria escala
desse indicador apresenta uma grande semelhanca entre as cores
para solugdes com pH 10, 12 e 14. Por outro lado, os indicadores
extraidos do feijdo-preto foram eficientes na distin¢do entre esses
dois valores de pH.

CONCLUSOES

O indicador produzido a partir do extrato de feijdo-preto nas
condicdes otimizadas de extra¢do apresentou uma boa capacidade
de indicacdo da acidez ou basicidade de solugdes e suspensdes
aquosas, podendo ser utilizado até mesmo para estimar o valor do
pH. Os estudos para a determinagdo do pKa do indicador revelaram
a presenca de, pelo menos, trés pKa que podem ser relacionados
com as cores da solucdo. O extrato foi facilmente impregnado em
tré€s suportes poliméricos naturais com boas respostas para indicagio
da acidez ou basicidade. Tanto os materiais produzidos por meio da
extragdo otimizada, quanto os da extragao simplificada (sem controle
de temperatura, sem agitacdo e com dgua de torneira), foram eficientes
e indistinguiveis na tonalidade da coloracdo para os dcidos e bases
testados, diferenciando-se apenas na concentracdo do indicador
obtido pela condigdo otimizada. Uma comparagdo entre o material
impregnado e um papel indicador de pH universal empregando
solucdes tampao pH 4,0, 7,0, 10,0 e 11,2 comprovou a aplicabilidade
do material desenvolvido, visto que esse apresentou adequada
distingdo em sua coloragdo para as diferentes condi¢des de pH. No
que se refere a produgdo e utilizagdo dos indicadores em experimentos
de quimica, o envolvimento dos alunos no processo desde a etapa
inicial pode facilitar muito o desenvolvimento de conceitos, eliminar
amonotonia de aulas tradicionais favorecendo assim a aprendizagem
significativa. Dessa forma, os conceitos de acidos e bases, pH e
indicadores podem ser trabalhados no ensino médio. No que diz
respeito ao ensino superior, a obtengdo e caracterizagdo de indicadores
de pH pode ser ponto de partida para o estudo de técnicas de andlise
instrumental, no caso a espectroscopia por UV-visivel. De forma
geral, todos esses conceitos trabalhados, em especial por meio da
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experimentagdo, abrem portas para a interdisciplinaridade facilmente
pensada com a biologia e a fisica, por exemplo.
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