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ANTHOCYANINS IN NATURAL EXTRACTS: APPLICATION IN ACID-BASE TITRATION AND IDENTIFICATION BY
LIQUID CHROMATOGRAPHY/MASS SPECTROMETRY. Anthocyanins extracted from picao, quaresmeira, petunia, flamboyant,
purple ipe, lobeira, pata de vaca, jaboticaba, purple cabbage and jambul were evaluated as natural acid-base indicators. Anthocyanins

in extracts were identified using HPLC/MS. Clear, rapid change in color at final-point titration was observed for extracts but only

picao showed strong change in pH. Indirect determination of carbonate in limestone using a natural indicator was performed and

results compared with phenolphthalein indicator and potentiometer titration. Optimal results were obtained with picao but other

extracts showed good accuracy and precision.
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INTRODUCAO

As antocianinas (do grego: anthos = flores; kianos = azul), perten-
centes a classe dos flavonoides, sdo os pigmentos responsaveis pela
coloragio azul, violeta, vermelha e rosa exibida por flores e frutos.!
Todas as antocianinas sdo derivadas da estrutura basica do cétion
flavilium (Figura 1), deficiente em elétrons e, portanto, muito reativo.

Figura 1. Estrutura bdsica do cdtion flavilium

As antocianinas apresentam-se frequentemente associadas a
acucares, ligados aos grupos hidroxila OH". Quando livres desses acu-
cares sdo chamadas de antocianidinas ou agliconas e as que ocorrem
com maior frequéncia na natureza estdo apresentadas na Tabela 1.3

A propriedade das antocianinas apresentarem cores diferentes,
dependendo do pH do meio em que se encontram, torna possivel o
seu uso como indicadores naturais de pH em determinagdes analiticas
quantitativas.*> Algumas das vantagens que podem ser apontadas
em relac@o a utilizagdo de pigmentos naturais, em substitui¢do aos
indicadores convencionais, incluem o fato dos indicadores naturais
estarem disponiveis em tecidos vegetais de varias espécies de plantas
facilmente encontradas na natureza. Além disso, por serem natural-
mente encontrados no meio ambiente, esses corantes causam menor
impacto ambiental quando descartados. Quimicamente, o fato de
serem consideravelmente soltiveis em dgua facilita a preparagdo do
indicador na forma de solugdo e acelera sua decomposi¢do no meio
ambeinte.

Assim, avaliou-se o potencial como indicador dcido-base dos
extratos de casca de jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg.), jambolao
(Syzygium cuminii Skeels), flores de petinia (Petunia x hibrida Hort.

*e-mail: nelson@quimica.ufg.br

Tabela 1. Nomes e grupos substituintes de antocianidinas mais frequentes
na natureza

Massa
Aglicona R, R, R, R, Molecular
(daltons)
Cianidina OH H OH H 287
Tricetidinina OH OH H H 287
Aurantidina H H OH OH 287
Delfinidina OH OH OH H 303
6-Hidroxicianidina OH H OH OH 303
Malvidina OCH, OCH, OH H 331
Pelargonidina H H OH H 271
Luteolidina OH H H H 271
Peonidina OCH, H OH H 301
Petunidina OCH, OH OH H 317

ex. Vilm.), flores do flamboyant (Delonix regea Rafin.), flores de pata
de vaca (Bauhinia variegata L.),flores de picao (Bidens gardneri
Baker), flores de ipé roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart.) Standl.), flo-
res de lobeira (Solanum lycocarpum A. St. Hil.), flores de quaresmeira
(Tibouchina granulosa Cogn.) e repolho roxo (Brassica oleracea L.).
As antocianinas dos extratos foram purificadas utilizando extracio
em fase sélida (SPE - Solid Phase Extraction) e identificadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (HPLC/
MS - High Performance Liquid Chromatography/Mass Spectrometry).

PARTE EXPERIMENTAL
Preparo do extrato

Os tecidos das plantas avaliadas foram coletados na regido
de Goiania, Goids. O extrato de cada espécie de planta foi obtido
imergindo-se 50 g de pétalas em 500 mL de dlcool etilico comercial
(96 °GL) por um periodo aproximado de 2 h. Em seguida, o extrato
foi filtrado em algoddo e submetido a rotoevaporagdo em temperatura
inferior a 60 °C. O extrato bruto aquoso foi transferido para baldo de
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fundo redondo, com capacidade para 125 mL. Este baldo foi adaptado
a um liofilizador (Labconco modelo 77500), transferido para frasco
de vidro de cor ambar e conservado sob temperatura de aproximada-
mente 10 °C. Para as duas espécies de frutos, jabuticaba e jambolao,
e para o repolho roxo o procedimento foi similar, diferindo apenas
na quantidade de amostra (300 g).

Preparo de solucgoes

A partir dos extratos liofilizados foram preparadas solugdes
indicadoras em dgua, conforme mostrado na Tabela 2. Prepararam-
se também solucdes indicadoras de azul bromofenol em dgua e de
fenolftaleina em isopropanol. As solu¢des foram conservadas em
geladeira, com temperatura controlada para + 10 °C.

Tabela 2. Concentracdo das soluc¢des indicadoras

Indicador Massa de extrato  Volume de  Concentracio
liofilizado (g)  soluc@o (mL) (g mL™)
Jabuticaba 0,5100 50,0 0,010
Jambolao 0,6397 50,0 0,013
Pettinia 0,4000 50,0 0,0080
Flamboyant 0,4250 100,0 0,0043
Pata de Vaca 0,2200 50,0 0,0044
Flor do Picdo 0,2029 50,0 0,0041
Repolho Roxo 0,5000 50,0 0,010
Quaresmeira 1,7440 50,0 0,035
Flor do Ipé Roxo 0,6730 100,0 0,0067
Flor da Lobeira 0,5947 50,0 0,012
Fenolftaleina 0,5000 50,0 0,010
Azul de Bromofenol 0,0200 50,0 0,00040

Volumetria de neutralizacdo

Transferiu-se 20 mL de solugdo de HCI 0,1 mol L' para um
béquer de 250 mL, padronizada com bérax como padrdo primario e
diluiu-se para 100 mL com dgua destilada. Adicionou-se 6 gotas do
extrato indicador a solugdo dcida. Em seguida, titulou-se com solucéo
de NaOH =+ 0,1 mol L' sob constante agitagdo, até que houvesse
mudanga de cor. O mesmo procedimento foi realizado utilizando 3
gotas de fenolftaleina. As titulacdes foram realizadas em triplicata
para cada indicador e a concentragdo média determinada para a
solugdo de NaOH foi 0,1026 mol L.

Titulacdo potenciométrica

Transferiu-se 20 mL de soluc@o padronizada de HC1 0,1 mol L*!
para um béquer de 250 mL e diluiu-se para 100 mL com dgua desti-
lada. Adicionou-se 6 gotas de solugdo de cada extrato natural e sob
agitacdo realizou-se a titulagdo com NaOH 0,1 mol L"!. Anotou-se a
cor e o pH do sistema apds cada adi¢do do titulante. Realizou-se o
mesmo procedimento utilizando 3 gotas do indicador convencional
fenolftaleina.

Estudo espectrofotométrico na regiao do UV/visivel

Foram preparadas solucdes isoladas de cada extrato em baldo de
50 mL. Para cada extrato coletou-se a seguinte aliquota da solucdo
de indicador: para os extratos de jabuticaba, jamboldo, flamboyant,
repolho roxo e lobeira foram utilizados 4 mL; para petinia e ipé
roxo, aliquotas de 3 mL; para pata de vaca e picdo, 3,6 e 1,4 mL,
respectivamente. Em seguida, foram adicionadas aliquotas de solugao
de NaOH 1,0 mol L' em cada baldo, sendo que: para jabuticaba,
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petinia, pata de vaca, picdo e lobeira adicionou-se aliquota de 0,2
mL de NaOH 1,0 mol L'!; para jambolao, flamboyant, repolho roxo,
quaresmeira e ipé roxo, aliquota de 0,1 mL de NaOH 1,0 mol L.
Completou-se o volume para 50 mL com 4gua destilada. A seguir,
determinou-se o comprimento de onda de médxima absorbancia para
cada extrato em um espectrofotometro UV/visivel, modelo Ultrospec
2100 pro marca Biochrom.

Determinacao do pK, ,

Inicialmente foram preparadas soluc¢des de cada extrato em baldes
de 250 mL. Para isso, adicionou-se 20 mL de solucéo de tampdo em
pH 4,00 ou 7,00 ou 8,00 ou 10,00, conforme a faixa de pH de transi-
¢do de cor de cada extrato, juntamente com as aliquotas da solugio
do extrato, sendo: jabuticaba (20,0 mL, pH 7,00); pettnia (15,0 mL,
pH 7,00); pata de vaca (18,0 mL, pH 8,00); picdo (7,0 mL, pH 8,00);
jambolao, repolho roxo, quaresmeira e lobeira (20,0 mL, pH 8,00);
ipé roxo (15,0 mL, pH 8,00). Em seguida, completou-se o volume
com 4gua destilada. Para o extrato de flamboyant, o pH foi ajustado
com solugio de HCl e NaOH 0,01 mol L.

Ap6s o preparo destas solucdes, realizou-se o seguinte proce-
dimento para cada extrato: 5 béqueres com capacidade para 50 mL
foram numerados de 1 a 5 e para cada um foram transferidos 40
mL de solucdo descrita anteriormente. Em seguida, o pH em cada
béquer foi ajustado de tal modo que, do béquer 1 para o béquer 5, o
pH fosse sendo acrescido de aproximadamente 0,30 unidades. Para
o ajuste do pH foram usadas solugdes aquosas 1,0; 0,1 e 0,01 mol
L' de NaOH ou HCI. Depois de ter o pH ajustado, a solucdo de
cada béquer foi submetida ao espectrofotdometro de UV/visivel para
medida da absorbancia. Em seguida, as solu¢des do béquer 1 e do
béquer 5 tiveram o pH reajustado, de modo que a solugdo do béquer
1 tivesse pH correspondente ao minimo de absorbancia, equivalente
a absorbancia da forma 4cida do indicador, e a solugdo do béquer 5
ficasse com um pH correspondente a um méximo de absorbancia,
equivalente a absorbincia da forma bdsica do indicador.®

Analises cromatograficas

Preparo de amostra

De cada extrato liofilizado foi preparada uma solugdo a 2% (m/v)
usando como solvente HCl a 0,01% (v/v), com pH préximo de 3,12.
Transferiu-se 1 mL de cada solucéo para tubos de ensaio de 10 mL
de capacidade. Em cada um desses tubos foram adicionados 5,0 mL
de solugdo de HC1 0,01% (v/v). Em seguida, todos os tubos foram
submetidos a centrifugagdo, a uma velocidade de 4000 rpm.

As amostras foram purificadas utilizando cartuchos de extracio
em fase sélida C18 de 500 mg da Waters®. Os cartuchos foram
previamente ativados com metanol e dgua ultrapura. No cartucho
foram aplicados 2,0 mL de soluc@o de amostra e 2,0 mL de solugdo
aquosa de HCI 0,01% (v/v) para eliminar compostos altamente
polares. Em seguida, o corante retido na fase estaciondria foi eluido
com 1,0 mL de metanol e recolhido em tubo de ensaio. No tubo de
ensaio foi aplicado fluxo de nitrogénio puro para total evaporacio
do metanol e a amostra foi diluida para 1 mL de solug¢@o aquosa de
HC10,01% (v/v)."*

Por fim, para estabelecer o comprimento de onda de maxima
absorbancia (A, ), as solu¢des obtidas foram analisadas por es-
pectrofotometria UV/visivel, tendo como branco a solu¢do de HCI
0,01% (v/v).

HPLC/UV-vis
As melhores condigdes cromatograficas foram definidas por
HPLC/UV-visivel utilizando HPLC-10 ADvp Shimadzu® ajustado
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para uma faixa espectral entre 200 e 600 nm. No entanto, a andlise
de cada amostra foi realizada no comprimento de onda de maxima
absorcdo, conforme determinado pelas andlises de espectrofotometria
UV/visivel para cada extrato, sendo os seguintes comprimentos de
ondas utilizados: jabuticaba (510 nm), jambolao (520 nm), petiinia
(546 nm), flamboyant (514 nm), pata de vaca (540 nm), flor de picao
(362 nm), repolho roxo (534 nm), quaresmeira (544 nm), flor de ipé
roxo (576 nm) e flor de lobeira (534 nm).

A coluna cromatogréfica utilizada foi a RP-18 Chromolith Merck®
(100 x 4,6 mm x 5,0 um). A composic¢io das fases méveis e o pH
empregados na andlise de cada indicador s3o mostrados na Tabela 3.
A separacgdo cromatografica foi isocratica, nas seguintes condic¢des:
vazdo da fase mével - 0,4 mL min'; tempo de corrida de 20 min
para jabuticaba, jamboldo, quaresmeira e lobeira, de 25 min para o
repolho roxo, de 30 min para petdnia, flamboyant e ipé roxo, de 50
min para picdo e de 70 min para pata de vaca. O volume de solugdo
de amostra injetada foi de 20 pL.

Tabela 3. Composi¢ao e pH de cada fase mével

Composigdo volumétrica da fase mével

Indicador

Agua Acetonitrila Acido pH
(%) (%) férmico (%)

Flamboyant 87 8 5 2,04
Jabuticaba
Jamboldo 85 10 5 2,05
Pata de Vaca
Pettinia
Picao
Repolho Roxo 80 15 5 2,07
Ipé Roxo
Lobeira
Quaresmeira 70 25 5 2,17
HPLC/MS

As andlises por HPLC/MS foram realizadas em um cromatdgrafo,
HPLC Shimadzu AD vp, acoplado a um espectrometro de massas
Quattro LC (Micromass) e equipado com z-spray, operando em modo
de eletrospray com ionizagio positiva (ES+). O sistema foi totalmente
automatizado e controlado pelo software MASSLYNX versdo 3.4 para
Windows NT. A temperatura de dessolvatagao (nebulizacio) foi 220 e
100 °C para a fonte. A energia do capilar esteve entre 2,75 e 3,20 KV.
A energia de cone foi fixada em 40 V. O intervalo utilizado para a ra-
zdo massa/carga foi de 100 a 1000 Da. As condi¢des cromatograficas
utilizadas, tais como coluna cromatografica, fase mével, comprimento

Tabela 4. Resultados das titulagdes utilizando extratos de plantas como indicador
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de onda médximo (A,) e tempo de corrida para cada amostra, vazao
da fase mével e o volume da soluciio de amostra analisado foram as
mesmas definidas para as andlises de HPLC-UV/vis.

Aplicacio de extratos naturais como indicadores de reacio
acido-base®

Pesou-se 4,00 g de calcdrio e adicionou-se lentamente 200 mL
de solugio de HCI 0,5 mol L. O volume foi completado para 1000
mL com dgua destilada. Em seguida, 20 mL dessa solucdo foram
transferidos para erlemmeyer de 250 mL e diluidos até 50 mL com
dgua destilada. Adicionou-se 3 gotas de uma solucdo do indicador
fenolftaleina e o excesso de solugdo de HCI 0,5 mol L', que ndo
reagiu com carbonato, foi neutralizado com solugdo de NaOH 0,1068
mol L', Esse procedimento foi repetido substituindo as 3 gotas de
fenolftaleina por 6 gotas de indicador natural. Todas as titulagdes
foram feitas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Volumetria acido-base e titulacio potenciométrica

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para a volumetria de
neutralizagdo e titulagdo potenciométrica utilizando os extratos de
plantas como indicador. Para todas as amostras investigadas observa-
-se uma nitida e rdpida mudanca de coloragdo em fun¢do da variacio
do pH, caracteristica fundamental para um indicador.”"

Observa-se que os volumes obtidos no ponto final de reag¢do
apresentam pequena variagdo de volume de NaOH + 0,1 mol L*!
consumido quando se compara com o indicador fenolftaleina. Essa
variagdo € de + 0,3 mL para os extratos de flor de quaresmeira e de
flor de lobeira; de —0,1 mL para o extrato de flor de pata de vaca; de
+ 0,1 mL para os extratos de flor de pettinia, casca de jabuticaba e flor
de ipé e para os outros extratos ndo houve variagdo. Considerando que
o erro aceitdvel em andlise quimica quantitativa em relacio a medidas
de volume usando buretas graduadas ao décimo € da ordem de + 0,1
mL,'" apenas os resultados obtidos com os extratos de flor de qua-
resmeira e de flor de lobeira estdo acima do limite de erro permitido.

Outro fato interessante observado durante as titulagdes potencio-
métricas foi que, com exce¢ao dos extratos das flores do picdo e do
ipé, os indicadores naturais de todas as outras espécies apresentaram
diminui¢do da intensidade da coloragdo inicial 2 medida que o pH
do meio ia se aproximando do ponto final da reacdo entre o dcido
e a base, até deixar o sistema incolor. Em seguida, com a adicdo de
apenas uma pequena fragdo de volume de solugdo de NaOH = 0,1

Extratos jbtcb jbl ptn fbt ptv pc T qrm ir b fntn
Vol. mL 19,5 19,4 19,5 19,4 19,3 19,4 19,4 19,7 19,5 19,7 19,4
Antes do pH 6,27 5,23 6,80 5,79 5,85 6,85 6,40 6,75 5,58 6,51 7,25
ponto final amarelo
Cor inc? inc inc inc inc inc inc roXo inc inc
claro
Vol. mL 19,6 19,5 19,6 19,5 19,4 19,5 19,5 19,8 19,6 19,8 19,5
. pH 8,00 6,80 7,63 8,11 7,50 8,86 7,97 7,62 6,11 7,03 9,36
Ponto final
verde verde verde verde verde amarelo verde verde verde rosa
Cor . azul
claro claro claro claro claro alaranjado claro claro claro claro
. Vol. mL 19,7 19,6 19,7 19,6 19,5 19,6 19,6 19,9 19,7 19,9 19,6
Depois do d 1 "
ponto final cor verde verde verde verde verde amareio verde verde azu verde rosa
amarelado alaranjado esverdeado
Intervalo de pH 1,73 1,57 0,83 2,32 1,62 2,01 1,57 0,91 0,53 0,52 2,11

a=incolor; jbtcb=jabuticaba; jbl=jamboldo; ptn=petunia; fbt= flamboyant; ptv=pata de vaca; pc=picao; rr=repolho roxo; gqrm=quaresmeira; ir=ipé€ roxo; Ib=lobeira;

fntn=fenolftaleina.
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mol L', o sistema assumia a tonalidade verde clara, sugerindo excesso
da forma alcalina em relag@o a forma 4cida do indicador, conforme
apresentado na Tabela 5. Depois que o ponto final da reacdo era atin-
gido e a adi¢@o da solu¢do bdsica continuava, a coloracdo do sistema
ia se tornando mais intensa, passando do verde claro para verde, do
verde para o verde amarelado e deste para o amarelo.

Tabela 5. Ilustracao da variac@o de cor dos extratos das espécies de plantas
investigadas em funcdo do pH

Cor em funcdo do pH
Indicador
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Jabuticaba
Jambolao
Petdnia
Flamboyant

Pata de Vaca
Picdo
Repolho Roxo
Quaresmeira
Ipé Roxo

Lobeira

Fenolftaleina

Esta mudanca de coloragdo em fun¢do da variagdo do pH da
solucdo contendo antocianinas estd associada a alteragdes estruturais
desses compostos, como mostrado na Figura 1S, material suplementar.
Quando o pH for entre 1 e 2 unidades, a solucéo indicadora apresen-
tard coloraciio geralmente vermelha, devido a elevada concentragio
da forma estrutural do cdtion flavilium. Em 2<pH<6 a antocianina
se encontra na forma de carbinol e a coloracdo vermelha diminui
de intensidade. A medida que o pH aumenta, a intensidade da co-
loragdo vermelha diminui até a solug@o ficar incolor. Entre pH 6,6
e 8, a solug@o assume uma coloragio que varia do violeta ao azul,
devido a presenga da forma estrutural anidrobase. Com a elevagio do
pH, a anidrobase produzida vai sofrendo ionizacdo e, a medida que
esta ionizagdo aumenta, a solu¢do primeiro assume uma coloracio
azul-esverdeada entre pH 8 e 10, depois passa do verde ao verde-
-amarelado entre pH 10 e 12. Acima de pH 12, a solugdo se torna
amarela ocorrendo a abertura do anel benzopirilium, dando origem
a estruturas chamadas chalconas.'

Para os indicadores naturais aqui estudados, este comportamento
também € verificado, de modo que um pouco antes do ponto final da
titulaco, todos eles conferiram colorag@o a solucdo. Com a adi¢do
de apenas 0,1 mL da solugdo de NaOH = 0,1 mol L, a coloragiao
do sistema mudou de maneira considerdavel. Os intervalos de pH
correspondentes a estimativa da zona de transi¢cdo de cor de cada
um dos extratos naturais estdo contidos na Tabela 5. Observa-se que
os indicadores naturais avaliados que apresentaram intervalo de pH
maior que 2 unidades para mudanga de coloracdo foram aqueles
obtidos a partir dos extratos de pétalas de flamboyant e picdo; e os
que apresentaram intervalo de pH para transicdo de cor menor que
uma unidade de pH foram aqueles obtidos a partir de extratos de
pétalas de petiinia, quaresmeira, ipé roxo e lobeira. Todavia, todos
proporcionaram boa percep¢ao visual do ponto final de titulagio.

Outro aspecto a ser abordado relaciona-se com o tipo de volu-
metria dcido-base no qual o indicador pode ser utilizado. Quando
um indicador possui intervalo de pH para mudanga de coloracio
localizado na regido ligeiramente 4cida da escala de pH (5<pH<7),
o uso desse indicador € recomendado nas titulagdes de base fraca
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por 4cido forte, pois o ponto final nesse tipo de titulagiio ocorre em
pH ligeiramente dcido; quando o indicador possui o intervalo de pH
para a mudanca de colorag@o localizado na regido ligeiramente bdsica
(7<pH< 9), 0 uso desse indicador é recomendado nas titulagdes de
dcido fraco por base forte, pois neste caso, o ponto final da titulagdao
acontece em um pH ligeiramente alcalino.

Verifica-se também que, quanto a localizac@o do intervalo de pH
para a transi¢do de cor, existem trés grupos distintos de indicadores.
No primeiro, numa faixa de pH ligeiramente 4cida, encontram-se os
indicadores naturais obtidos da casca do jamboldo (5,23<pH<6,80) e
das pétalas da lobeira (6,51<pH<7,03) e, desse modo, podem substi-
tuir alguns indicadores convencionais, tais como o purpura de bromo-
cresol (5,2<pH<6,8) e o vermelho de clorofenol (5,0<pH<6,6). J4 o
indicador obtido do extrato de pétalas de picdo apresentou intervalo de
pH entre 6,85 e 8,86, ou seja, o ponto final da titulagio estd localizado
em uma regido ligeiramente bdsica da escala de pH e, sendo assim,
pode ser usado como substituto para diversos indicadores conven-
cionais como, por exemplo, acido rosélico (6,8<pH<8,2), alaranjado
de propil-alfa-naftol (7,4<pH<8,9), alfa-naftoltaleina (7,3<pH<8,7),
amarelo-brilhante (7,4<pH<8,5), benzeno de cresol (7,2<pH<8,5),
curcumina amarela (7,4<pH<8,6), fenolftaleina (8,3<pH<9,8),
tropeolina (7,6<pH<8,9) e vermelho de cresol (7,2<pH<8,8). No
terceiro grupo encontram-se os demais indicadores - jabuticaba,
petinia, flamboyant, pata de vaca, repolho roxo, quaresmeira e ipé
roxo - que possuem um intervalo de pH para mudanga de coloragio
iniciando em pH 4cido e terminando em pH bdsico (5,80<pH<8,11).
Em decorréncia disso, esses indicadores podem substituir alguns
indicadores convencionais, tais como, dcido rosélico (6,8<pH<S8,2),
azul de bromotimol (6,0<pH<7,6), metanitrofenol (6,8<pH<8,4),
pinacromo (5,8<pH<7,8) e vermelho neutro (6,8<pH<8,0). 1
Dessa forma, todas as amostras apresentaram diversas variacdes de
cor ao longo da escala de pH, mas apenas as flores de picdo e ipé
roxo apresentaram mudanca de coloracdo acompanhada de variagio
brusca de pH, um comportamento similar ao indicador fenolftaleina,
como mostrado na Tabela 5.

Estudo espectrofotométrico para determinacio do pK,,

Os indicadores naturais estudados desenvolveram vdrias colo-
racdes ao longo da escala de pH. Por isso, no estudo espectrofoto-
métrico desses indicadores foi necessdrio escolher uma regido desta
escala onde ocorre mudanca nitida e rapida de coloragio associada
a variagdo brusca de pH, que ocorre proximo de pH 7 por ser uma
titulagdo de dcido forte por base forte. Assim, a Tabela 6 apresenta a
absorbancia em diferentes valores de pH para os diversos indicado-
res, os quais foram utilizados para o cédlculo do pK; dos indicadores

naturais utilizando a equagio pKin= pH +log (ﬁ), deduzida

a partir da combinag¢do da Equacio de Lambert-Beer e da lei da acao
das massas para o equilibrio HIn H* + In™ . Os dados foram
comparados com dois indicadores convencionais para se verificar a
aplicabilidade do método utilizado.

Uma estimativa do intervalo de pH com transi¢ao de cor para cada
indicador pode ser dada por pH = pK, + 1, conforme apresentado na
Tabela 6. Na verdade, o célculo do intervalo de pH para transi¢ao de
cor para um indicador dcido-base usando esta equacio € aproximado
e muitas vezes ndo coincide com os valores encontrados na literatura.
Isto ocorre porque a mudanga de coloragdo depende da natureza
intrinseca de cada indicador e também da capacidade visual de cada
observador.” E importante observar que os valores obtidos de pK,,
e da faixa de pH com transi¢@o de cor para a fenolftaleina e o azul
de bromofenol sdo semelhantes aos descritos em literatura,*’ o que
sugere a aplicabilidade do método também aos indicadores naturais.
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Tabela 6. Dados utilizados na determinacdo do pKin para cada extrato indicador
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Extrato jbtcb jbl Ptn fbt ptv pc T qrm ir b fntn abfn
A (M) 572 600 610 410 380 484 604 640 382 378 552 592
6,99 6,81 7,32 7,21 7,30 7,60 6,89 6,99 7,35 7,02 8,77 3,42

7,29 7,11 7,61 7,50 7,59 7,90 7,20 7,30 7,67 7,33 9,09 3,72

7,59 7,42 7,90 7,79 7,89 8,18 7,49 7,60 8,00 7,62 9,38 4,04

pH 7,88 7,71 8,20 8,08 8,17 8,50 7,81 7,88 8,28 7,90 9,70 4,32
8,17 7,99 8,50 8,39 8,46 8,80 8,10 8,19 8,58 8,21 10,03 4,61

2,16 2,04 2,00 4,11 2,02 2,03 4,09 2,00 2,01 2,82 2,01 2,00

10,63 8,83 11,72 9,68 12,02 12,02 9,64 11,98 9,86 9,62 12,03 12,00

0,332 0,322 0,375 0,339 0,362 0,279 0,345 0,282 0,188 0,292 0,052 0,135

0,356 0,352 0,405 0,390 0,421 0,360 0,425 0,368 0,265 0,338 0,113 0,224

0,420 0,445 0,441 0,442 0,493 0,428 0,535 0,440 0,384 0,392 0,216 0,355

Absorbancia 0,460 0,545 0,489 0,504 0,554 0,518 0,635 0,480 0,483 0,453 0,400 0,465
0,508 0,672 0,543 0,567 0,630 0,605 0,675 0,504 0,585 0,518 0,571 0,566
0,112¢ 0,125* 0,249* 0,086* 0,200° 0,104¢ 0,095* 0,040° 0,089* 0,163* 0,007¢ 0,010°
0,688° 0,842° 0,705° 0,699° 0,842° 0,902° 0,750° 0,880° 0,808° 0,703° 0,790° 0,753°

0,21 0,42 0,42 0,15 0,47 0,55 0,19 0,42 0,80 0,50 1,21 0,69

A-A, - 0,13 0,33 0,28 0,01 0,28 0,32 -0,03 0,19 0,49 0,32 0,81 0,39

Log (m) -0,06 0,09 0,14 -0,14 0,08 0,16 -0,35 0,04 0,16 0,13 0,44 0,06
Hin -0,18 -0,15 -0,05 -0,33 -0,09 -0,03 -0,78 -0,04 -0,08 -0,06 0,00 -0,20

-0,34 -0,51 -0,26 -0,56 -0,31 -0,23 -1,02 -0,09 -0,35 -0,28 -0,41 -0,47

7,20 7,23 7,74 7,36 7,77 8,15 7,08 741 8,15 7,52 9,98 4,11

742 7,44 7,89 7,49 7,87 8,22 7,17 7,49 8,16 7,65 9,89 4,11

pKin 7,53 7,51 8,04 7,65 797 8,34 7,14 7,64 8,16 7,75 9,82 4,10
7,70 7,56 8,15 7,75 8,08 8,47 7,03 7,84 8,20 7,84 9,70 4,12

7,83 7,48 8,24 7,83 8,15 8,57 7,08 8,10 8,23 7,93 9,62 4,13

pK,, médio 7,54 7,44 8,01 7,62 7,97 8,35 7,10 7,69 8,18 7,74 9,80 4,11
desvio padrio 0,34 0,21 0,27 0,26 0,20 0,22 0,07 0,41 0,05 0,22 0,18 0,02

Intervalo de pH para
transicao de cor

(pH=pK, * 1)

6,54-8,54 6,44-8,44 7,01-9,01 6,62-8,62 6,97-8,97 7,33-9,35 6,10-8,10 6,69-8,69 7,18-9,18 6,74-8,74 8,80-10,80 3,11-5,11

a= Ay, ; b=A,, ;jbtcb=jabuticaba; jbl=jamboldo; ptn=petunia; fbt= flamboyant; ptv=pata de vaca; pc=picao; rr=repolho roxo; qrm=quaresmeira; ir=ipé roxo;

Ib=lobeira; fntn=fenolftaleina; azul de bromofenol
Caracterizacio de antocianinas por HPLC/MS

Dependendo dos procedimentos de extracdo e de purificagdo
utilizados para obtengdo de pigmentos de espécies vegetais pode-se
obter isoladamente agliconas, antocianinas ou uma mistura das duas
com predominéncia de antocianinas. Se na etapa de extracao for usado
como solvente extrator uma solug@o etandlica de HCl a 1% (v/v), a
hidrélise completa dos agticares desses compostos ocorrerd em 1 h, a
uma temperatura de 60 °C."* Portanto, os dois fatores preponderantes
e que devem ser controlados de forma simultanea para que acontecga a
hidrélise completa dos agticares sdo temperatura e pH dcido. Se ocorrer
hidrélise total serdo detectadas apenas as agliconas. Todavia, se estes
dois fatores, pH dcido (menor que 1,0) e temperatura, forem usados
em momentos distintos, haverd hidrélise parcial das antocianinas e,
desse modo, serdo detectadas antocianinas e suas respectivas agliconas.

O procedimento de extra¢do adotado proporcionou a hidrélise
parcial dos actcares, de modo que foram detectadas antocianinas e
agliconas por HPLC/MS. A extrag@o etandlica por 2 h, a temperatura
ambiente, sem a utilizagdo de HCI a 1% (pH<1), rotoevaporacéo a
uma temperatura inferior a 60 °C e utiliza¢do de HCl a 0,01% (v/v)
(pH * 3) sem aquecimento na extra¢do em fase sélida minimizaram
a hidrélise dos acticares. A Figura 2 apresenta o cromatograma de
fons totais obtido para o extrato de flor de picdo e a Tabela 8 mostra
as principais antocianinas identificadas para as demais plantas estu-
dadas. A simbologia e os fragmentos caracteristicos para agliconas,
acucares e dcidos sdo apresentados na Tabela 7.

A identifica¢@o das antocianinas foi realizada inicialmente com
o auxilio dos espectros de massas correspondentes a varredura dos
fragmentos das agliconas isoladas.'*'® Posteriormente, realizou-se a
varredura dos fragmentos correspondentes a associagdo das agliconas
com agucares. Por tltimo, foi realizada a varredura das massas carac-
teristicas dos dcidos normalmente encontrados nessas amostras. Para
os dcidos com massa molecular menor que 100 Da, o monitoramento
envolveu também a varredura das massas correspondentes a associagao
desses 4cidos com os agucares e com as agliconas presentes. Um fato
interessante € a provavel presenca da aglicona tricetidinina somente
no extrato de picao, visto que apenas este extrato apresentou mudanga
brusca de pH concomitante 2 mudanga de coloragdo. As antocianidinas
encontradas nesta pesquisa estdo de acordo com dados apresentados em
estudos anteriores para as seguintes plantas: petinia,'** jabuticaba,”!
jamboldo,* repolho roxo,”? flamboyant e pata de vaca.>>* Observou-
se que nao € possivel estimar a faixa de viragem de pH com base na
simples avaliagio dos tipos de agliconas preponderantes nos extratos
vegetais, jd que, por exemplo, apesar de jabuticaba e lobeira - que
apresentam preponderantemente as agliconas cianidina e delfinidina
- apresentarem pH de viragem de 6,5 a 8,5; jamboldo e pettnia - que
apresentam preponderantemente a aglicona malvidina - apresentarem
diferentes de pH de viragem. Isto significa que a faixa de pH de vira-
gem nao depende somente do tipo de aglicona presente, mas de toda
composicao de antocianinas das amostras.

Com relag@o a possibilidade de interferéncia quanto a quali-
dade ou concentragdo das antocianinas no ponto final da titulagdo,
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picao
A PI2H . I-9/[}1-?‘I»M| ou HC-H-Mi
100+ T
3271
PI-2H-FHb DfH ou HCH
455
u %
18.24
1 T T T T T T T T Ml Tsmw
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 4500 50.00

Figura 2. Cromatogramas de ions totais para as antocianinas presentes nos
extratos de picdo. As abreviagoes representam as associagoes das antocianinas
com agiicares e dcidos (Tabela 7)

Guimaraes et al.

Quim. Nova

verifica-se que a variabilidade natural ndo € tdo expressiva, pois,
quando se trata de plantas de uma mesma espécie parece ndo haver
diferencas significativas na composicdo em antocianinas, tendo em
vista que em outros trabalhos nos quais foram estudadas as mesmas
plantas e os mesmos tecidos que os do presente estudo, coletadas em
outros paises com caracteristicas de clima e relevo bem diferentes do
Brasil, foram encontradas as mesmas agliconas aqui determinadas.'*-%

Aplicacao dos indicadores naturais

Os indicadores naturais foram aplicados na determinag¢@o indireta
de carbonato em amostra de calcério, conforme apresenta a Tabela 1S,
material suplementar. Também foram utilizados como pardmetros de
comparagdo a titulagdo potenciométrica e o indicador fenolftaleina.
Assim, os resultados demonstram que trés dos indicadores naturais,
extratos de jambolao, repolho roxo e ipé roxo, apresentaram o mesmo
resultado obtido usando fenolftaleina.

Tabela 7. Simbologia e fragmentos caracteristicos para agliconas, agtcares e dcidos

Agliconas m/z Actcares m/z Acidos m/z
Pelargonidina (P1) 271,0 Pentose (P) 132,0 Acético (A) 42,0
Cianidina (Ci) 287,0 Hexose (H) 162,2 Propionico (Pr) 56,1
Tricetidinina (Tr) 287,0 Ramnose (Ra) 164,2 Oxalico (0O) 72,1
Peonidina (Po) 301,0 Rutinose (Ru) 308,0 Maldnico (Mo) 86,1
Delfinidina (Df) 303,0 Meleico (Me) 98,1
6-Hidroxicianidina (Hc) 303,0 Succinico (Su) 100,1
Petunidina (Pt) 317,0 Benzoico (Bz) 104,1
Malvidina (Ma) 331,0 Milico (Mi) 116,1
p-Hidroxibenzoico (Hb) 120,1
Cinamico (Cy) 130,2
p-Cumdrico (Cu) 146,2
Galico (G) 152,1
Cafeico (Cc) 162,2
Fertilico (F) 176,2
Sindpico (Sp) 206,0

Tabela 8. Principais antocianinas identificadas nos extratos das plantas avaliadas. As abreviacdes representam as associagdes das antocianinas com aguicares
e acidos (Tabela 7)

Antocianinas

Tempo de eluicdo e fragmento (min; m/z)

Planta
Jabuticaba Jamboldo Pata de vaca Pettinia Repolho roxo Ipé roxo Lobeira Flamboyant Quaresmeira
Df-H Df-2H PI-3H-GBz Df-3H-FccCu  Ci-3H-GBzCy Df-3H-GeeSu  Df-Ru-H-F-Cec  PI-RuH-SpMi Df-3H-F
(5,92;465.2) (4,47;627,4)  (3,78;1013,8)  (3,95; 1274,2)  (3,69; 1160,0)  (3,87; 1204,0) (5.66; 1111,8)  (4.21; 1063,5)  (3,78; 965.8)
Df-Ra Ci-2H/ Df-3H-Sp Ci-3H-CcCuMi  Ci-3H-CuF Df-3H-SpCc Pt-Ru-H-Cu  Ci-RuH-HbSu Df-3H-Hb
(5,92; 467,2) Ci-H-Cc (3,95;995,6)  (4,04; 1198,1)  (4,04; 1096,0) (4,12;1157,8)  (6,01; 933,6) (4,55;997,6) (4,04; 909.7)
Ci-H (5,15;611,4) Ci-3H-G Ma-3H-CcCu Ci-Ru-H Ma-RuH-SpCc  Ci-Ru-H-Ra PI-RuH-Cu  Df-Ru-H-Pr ou
(7,89; 449,2) Pt-2H (4.21;925,7)  (4,12; 1126,0) (10,80; 757,4)  (4,12;1169,6)  (6,95;921,6) (5,32; 887,6) Ci-Ru-H-O
Ci-Ra (5,58; 641.,4) Ma-2H-Cu Ma-2H-Gmi Ci-Ra-G Df-3H Df-Ru-H P1-RuP-Cc (4,55; 829.5)
(7,89; 451,2) Ma-2H (4,47;931,8) (4,72;923,6)  (11,14;603,3)  (6,60; 789,6) (8,06; 773,4) (7,80; 873,3) Ci-3H
(8,06; 655,4) Pl-HRa-FHb Df-3H-Su Ci-H-Me Df-HP-MeO Pt-Ru-H Df-RuH (5,15, 773.,6)
Ma-H-Cu (11,48;893,7)  (5,75:889,7)  (11,40;547,3) (8,49;767.4) (8,32; 787.,4) (8.83;773,3) Ma-3H
(8,32;639.,4) Po-H-Ra Df-2H-Cu Ci-Ru-Cc Df-Ru-Hb Df-RuP (5,32; 817.6)
(14,82; 627.4)  (6,69; 773,6) (9,94;757,4) (8,40;731,3)  (10,03; 743,3) Ma-Ru-PA
Ci-Ru Ci-2H-Mi Ci-H Pt-H-G Df-Ru (5.,49; 813.2)
(15,42;595.2)  (7,29;727.5) (13,02;449,2)  (8,57;631,3)  (11,40;611,2) Ci-2H
Ci-H Ma-2H-Me PI-H Ci-Ru-H Pl-Ra-F (6,01; 611,4)
(17,13; 449,2)  (8,06; 753.5) (16,96;433,2)  (10,63;595.4) (11,82;611.,4)
Ma-H Ma-2H Ma-H Pt-H
(18,67;493,2)  (12,85;655.4) (12,34;493,2)  (15,68; 479.2)
Ci-H
(12,77, 449.2)
Pt-H

(14,73; 479.2)
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Com relagdo a titulagéo potenciométrica, os indicadores que apre-
sentaram os melhores resultados foram aqueles obtidos de extratos
de picdo e de lobeira, e 0 que apresentou maior erro foi o extrato de
jabuticaba. Desta maneira, considera-se que todos os indicadores
naturais estudados podem ser aplicados a esta e outras determinagdes
quantitativas em volumetria dcido-base, desde que sejam considera-
das as caracteristicas de intervalo de pH para a transicio de cor e a
estabilidade quimica de alguns dos extratos, notadamente aqueles
preparados a partir de frutos.

CONCLUSOES

As espécies de plantas investigadas possuem propriedades
indicadoras em potencial, representando, portanto, uma alternativa
de uso para alguns dos indicadores convencionais tradicionalmente
utilizados. Dentre as espécies de plantas estudadas apenas a pétala de
picdo apresentou antocianidinas mais raras, tal como a tricetidinina,
e também mostrou mudanca brusca de coloragdo em funcgio do pH.
Assim, o pic@o apresentou excelente precisdo e exatiddo em aplica-
¢des como indicador em titulagdes dcido-base.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O material suplementar encontra-se disponivel em http//quimi-
canova.sbq.org.br, em arquivo pdf e com acesso livre.
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ANTOCIANINAS EM EXTRATOS VEGETAIS: APLICACAO EM TITULACAO ACIDO-BASE E IDENTIFICACAO
VIA CROMATOGRAFIA LIQUIDA/ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Wesson Guimaraes, Maria Isabel Ribeiro Alves e Nelson Roberto Antoniosi Filho*
Instituto de Quimica, Universidade Federal de Goids, CP 131, 74001-970 Goiania — GO, Brasil

Tabela 1S. Aplicacdo de indicadores naturais na determinagdo indireta do
teor de carbonato em amostra de calcario (n=3)

Exatiddo com Exatidao

. Volume Teor de relacio a  com relagdo
Indicador de(nlj]f)(zH carl();::;ato fenolftaleina & potencio-
(%) metria (%)
Jabuticaba 5,80+0,05 51,77 97,7 96,6
Jambolao 5,50+0,05 52,97 100,0 98,9
Petiinia 5,45+0,05 53,17 100,4 99,2
Flamboyant 5,60+0,10 52,57 99,2 98,1
Pata de Vaca 5,45+0,05 53,17 100,4 99,2
Picdo 5,30+0,05 53,77 101,5 100,4
Repolho Roxo 5,50+0,10 52,97 100,0 98,9
Quaresmeira 5,60+0,05 52,57 99,2 98,1
Ipé Roxo 5,50+0,10 52,97 100,0 98,9
Lobeira 5,40+0,05 53,37 100,7 99,6
Fenolftaleina 5,50+0,05 52,97 100,0 98,9
Potenciometria® 5,35+0,00 53,57 101,1 100,0

*0 pH de neutralizaco na titulacio potenciométrica foi de 7,3.

*e-mail: nelson@quimica.ufg.br
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Figura 1S. Estruturas das antocianidinas em fun¢do do pH





