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Avaliacao do uso de extratos de
antocianinas obtidos a partir de uvas Isabel
como indicadores de pH

RESUMO

Algumas substancias provenientes de fontes naturais, encontradas em flores, frutos e
legumes, podem atuar como indicadores de pH, tal como a fenolftaleina e o azul de
bromotimol. Entre estas substancias, estdo as antocianinas. Sdo compostos fendlicos com
a peculiaridade de apresentar diferentes cores de acordo com o pH. As uvas, em particular
a espécie Vitis labrusca (uva Isabel) possuem altos teores de antocianinas. Neste estudo
foram extraidas antocianinas de uva lIsabel, por trés métodos (decoccdo, Soxhlet e
ultrassom). Foram determinados o rendimento médio e a cinética de degradacdo de cada
extrato a partir das leituras de suas absorbancias em espectrofotémetro de absor¢do UV-
vis. Avaliou-se também o uso destes extratos como indicadores acido-base em solugdes de
pH1,4,5,7,10, 11 e 14. A extragdo por Soxhlet foi a que apresentou o maior rendimento
médio. Pela cinética foram obtidos coeficientes de degradagao de 0,033, 0,044 e 0,048 dia”
! para os extratos por decoccdo, Soxhlet e ultrassom, respectivamente, e o tempo de
meia-vida foi de aproximadamente 14 dias. Nas solu¢des tampado foram adicionadas duas
gotas de cada extrato e observou-se coloragdes que variaram da rosa, em pH acido, até o
amarelo, em pH bdasico. Através deste estudo verificou-se que é possivel extrair
antocianinas de uvas Isabel e que seus extratos desempenharam de maneira eficiente a
fungdo de indicadores de pH.

PALAVRAS-CHAVE: Cinética. Métodos de extragao. Espectroscopia UV-vis.
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INTRODUCAO

Um indicador de pH é uma substancia capaz de mudar de cor dependendo da
acidez ou basicidade de uma solucdo, pois seu equilibrio quimico é facilmente
deslocdvel. Os indicadores mais conhecidos e habitualmente utilizados em
laboratdrios sao artificiais, porém existem compostos encontrados na natureza

gue também podem atuar como indicadores de pH.

Essas substancias, presentes em folhas, flores, frutos e legumes, sao
conhecidas como antocianinas. Sao compostos heterociclicos que contém um
oxigénio no meio da estrutura e sdo responsaveis pela maioria das coloracdes
azul, violeta, vermelha e alaranjada que eles apresentam (BOBBIO e BOBBIO,

2003; MALACRIDA e MOTTA 2006).

As antocianinas sdo substancias atéxicas que apresentam alta solubilidade
em meio aquoso, o que facilita o seu emprego como corantes nesse tipo de meio.
Uma caracteristica peculiar das antocianinas é que, devido a sua estrutura
ressonante, elas sdo capazes de absorver radiacdo desde o espectro ultravioleta
(UV) até o espectro visivel (vis), sendo este o motivo de se utilizar a
espectroscopia de absor¢do molecular em UV-vis para se estudar estes
compostos. Além disso, solu¢bes contendo antocianinas tém a capacidade de
apresentar diferentes tonalidades dependendo do pH do meio em que elas se
encontram (ABE et al. 2007; MACHEIX et al., 1990; ANANGA et al. 2013; GIUSTI e
WROLSTAD, 2003).

As uvas lIsabel sdo originarias dos Estados Unidos e foram introduzidas no
Brasil em meados do século XIX no sul do Rio Grande do Sul devido a sua
fertilidade e sua adaptabilidade ao clima brasileiro. Quanto a composi¢ado, Goldy
et al. (1986) afirmam que as uvas Vitis labrusca costumam conter uma mistura de
antocianinas comuns, mono e diglicosiladas, aciladas e ndo aciladas. Os autores

constataram a presenca de 31 antocianinas diferentes nesta espécie de uva.

A uva é uma fonte de compostos fendlicos, no entanto, os conteldos

fendlicos totais e de antocianinas nela encontrados, variam de acordo com a
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espécie, variedade, maturidade, condicdes climaticas e cultivar (KATO et al.,

2012).

Assim, este estudo se prop0s a extrair antocianinas de cascas de uvas Isabel
por trés métodos diferentes, decoccdo, Soxhlet e ultrassom, e a avaliar o uso
destes extratos como indicadores acido-base. Buscou-se também determinar o
melhor método de extragdo das antocianinas e verificar como se dd sua cinética
de degradacdo a partir dos espectros dos extratos obtidos por espectroscopia de

absor¢do molecular em UV-vis.

O termo antocianina é derivado do grego, que significa literalmente "flor
azul". S3o compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos flavonoides. Sao
solUveis em 34gua e muito instaveis a altas temperaturas (MARKAKIS, 1982;
WROLSTAD, 2000). A estrutura basica das antocianinas esta mostrada na Figura

1.

Figura 1 - Estrutura basica das antocianinas.

Fonte: Adaptado de HAN e XU (2015).

Uma caracteristica peculiar das antocianinas é que, devido a sua estrutura
ressonante, elas sdo capazes de absorver radiagdo desde o espectro ultravioleta
(UV) até o espectro visivel (vis), sendo este o motivo de se utilizar a
espectroscopia de absor¢do molecular em UV-vis para se estudar estes
compostos. Além disso, solu¢des contendo antocianinas tém a capacidade de
apresentar diferentes tonalidades dependendo do pH do meio em que elas se

encontram (ABE et al., 2007; MACHEIX et al., 1990).

As antocianinas apresentam pelo menos um agucar, acilado ou ndo, ligado a
posicdo 3 (Rs3), sendo glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose os
mais comuns. Quando o acglcar ¢ hidrolisado, a estrutura que resta (ou seja, sem
a molécula de agucar) é chamada de aglicona. Esta estrutura é conhecida como

antocianidina (ALONSO, 2013; MALACRIDA e MOTTA, 2006). Os vdrios tipos de

R. bras. Tecnol. Agroindustr.,Francisco Beltrao, v. 13, n. 2: p. 2932-2946, jul./dez. 2019.



Pégina | 2935

antocianidinas diferem em nimero e posi¢do dos grupos hidroxilo e éter-metilico

ligados as posicoes 3,5, 6, 7, 3", 4' e 5' (ANANGA et al., 2013).

A cor das antocianidinas é influenciada pelo nimero de hidroxilas ligadas a
molécula. Quanto maior o nimero de hidroxilas, principalmente nos radicais do
anel B (R3, Ry e Rs), e/ou quando sofrem glicosilacdo, ha uma predominacdo da
cor violeta (DELGADO- VARGAS et al., 2000; DELGADO-VARGAS e PAREDES-
LOPEZ, 2002; TANAKA et al., 2008). A variacdo da colora¢do de acordo com o tipo

de antocianidina estd representada na Figura 2.

Figura 2 - Cores caracteristicas das antocianidinas comuns

Pelargonidina Cianidina Peonidina Delfinidina Petunidina Malvidina

Fonte: Adaptado de ANANGA et al. (2013).

As antocianinas em solugdo aquosa, apresentam quatro estruturas
principais que se encontram em equilibrio quimico: o cation flavilio, a base anidra
quinoidal, o carbinol pseudobase e a chalcona (MAZZA e BROUILLARD, 1987; LEVI
et al., 2004; LOPES et al., 2007). As reacGes de equilibrio das antocianinas sdo

mostradas na Figura 3.

Figura 3 - Reagbes de equilibrio das antocianinas em solugdo aquosa.
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Fonte: Adaptado de LEVI et al. (2004).

Por volta do pH 2 as antocianinas ocorrem basicamente sob a forma do
cation flavilio. Um leve aumento no pH do meio faz com que este cdtion seja
desprotonado, formando a base quinoidal. Ao se aproximar do pH neutro
observa-se a hidratagdo do cation flavilio. Nessa configuragao, as posi¢oes 2 e 4
da estrutura formada, o carbinol pseudobase, possuem uma densidade de carga
positiva maior do que no restante da molécula, ficando mais suscetiveis a um

ataque nucleofilico pela molécula de dgua. Com a abertura do anel pirilio (anéis A
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e C), que pode ser favorecida pelo aumento de temperatura, forma-se a chalcone

(AMIC et al., 1990; HEREDIA et al., 1998; LOPES et al., 2007).

Além do pH, outros fatores podem interferir na estabilidade das
antocianinas: temperatura, luz, presenca de metais e oxigénio (BOBBIO e

BOBBIO, 2001; CAVALCANTI et al., 2011).

As antocianinas apresentam intensa absorc¢do na regido do espectro visivel
de 520 a 560 nm, porém, variacées no pH do meio modificam a intensidade dessa
absor¢do. O aumento do pH leva a diminuicdo do numero de ligagdes duplas,
com isso, os maximos de absorcdo tendem a se deslocar para menores
comprimentos de onda, caracterizando a perda de coloracdo da solucdo

(BORDIGNON JR. et al., 2009; MARCO et al., 2008; VILLIERS et al., 2009).

Assim como as uvas sdo pereciveis, as antocianinas também sdo passiveis de
decomposicdo, Bernardino et al. (2006) citam que os aglcares nos extratos
alcodlicos das antocianinas de repolho roxo sofrem rdpida decomposicdo por

parte de micro-organismos.

A degradacdo e consequente diminuicdo da concentracdo das antocianinas
segue uma curva exponencial, mostrada tanto por Hou et al. (2010). A cinética de
degradacdo das antocianinas é funcdo da concentragdo. Como, pela Lei de Beer, a
concentracdo é diretamente proporcional a absorbancia da amostra, tem-se a

Equacao 1:

A= Ao e’kt
(1)
em que A: é a absorbancia da amostra no tempo t, Ag é a sua absorbancia inicial,

k é a constante da cinética de degradacdo, em dia-1, e t é o tempo, em dias.

A partir desta equagcdao pode-se encontrar o tempo de meia-vida das
antocianinas, que é o tempo necessario para que a sua concentragdo atinja a
metade da concentracdo inicial, neste caso, o tempo necessario para que o valor
da absorbancia seja a metade do inicial. Entdo, fazendo as substituicGes
necessarias, chega-se a Equacgao 2:

T 4= 0,693
k (2)
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MATERIAL E METODOS

MATERIA-PRIMA

As uvas Isabel foram adquiridas em um supermercado da Regido
Metropolitana do Recife. As cascas das uvas foram separadas de suas polpas, que
foram descartadas. As cascas, por sua vez, foram colocadas para secar em estufa

com circulagdo de ar a 70 °C durante 3 horas.

METODOS DE EXTRACAO

Extracao por decocgao

Pesou-se aproximadamente 20 g de cascas de uva lIsabel, que foram
colocados num béquer previamente pesado juntamente com 100 mL de agua
destilada, levando-o em seguida para uma chapa aquecedora a temperatura de
100 °C. Depois de entrar em ebulicdo, deixou-se a solucao ferver por 15 minutos.
Retirou-se o béquer da chapa aquecedora, coou-se o liquido e o deixou esfriar

por mais 10 minutos.

Extracao por Soxhlet

Utilizou-se 150 mL de etanol, que foram colocados num baldo de fundo
redondo de 250 mL previamente pesado juntamente com pequenos pedagos de
ceramica, para melhor distribuir o calor. Pesou-se 10 g de cascas de uva Isabel,
que foram colocados dentro do cartucho feito com papel de filtro. Inseriu-se,
entdo, o cartucho recheado com as cascas de uva na camara de extracdo e, em
seguida, montou-se o sistema de Soxhlet. A extracdo se deu por 2 horas. Ao final,
levou-se a solugdo do baldo para um rotaevaporador, a 60 °C e 550-600 mmHg de

pressao.

Extragdo por ultrassom

Primeiramente, pesou-se 10 g de cascas de uvas Isabel, que foram colocados
num béquer e adicionou-se 100 mL de etanol, cobrindo-o em seguida com papel

filme. O aparelho UltraSonic Cleaner, modelo da marca Thornton, foi preenchido
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com agua destilada, inserindo em seguida o béquer com as cascas de uva e o
etanol. A frequéncia do equipamento utilizado era de 40 kHz. O sistema foi

acionado e deixou-se operando por 1 hora.

Todos os extratos foram armazenados em frascos de vidro ambar e

mantidos sob refrigeracao a 10 °C.

Rendimento dos métodos de extracdo

Para comparar as eficiéncias de extracdo dos métodos adotados, utilizou-se

a Equacdo 3 para calcular seus rendimentos:

N= Mextrato seco 100

Mcascas (3)
em que Mextrato seco © @ Massa do extrato seco na vidraria retirada do dessecador, em
gramas, € Mceascas € @ massa das cascas de uva utilizadas no processo em questao,

também em gramas.

AVALIACAO DOS EXTRATOS DE ANTOCIANINAS COMO INDICADORES DE pH

Para verificar o uso das antocianinas como indicadores de pH, foram
colocadas em tubos de ensaio aliquotas de 10 mL de solu¢des tampdo de pH 1, 4,
5, 7,10, 11 e 14 e adicionadas duas gotas de extrato em cada um deles e, apds
agitacdo, as solug¢des foram transferidas para uma cubeta de quartzo. Em
seguida, inseriu-se a cubeta no espectrofotdmetro de absor¢do UV-vis (modelo
Cary 50 Bio da marca Varian), a fim de se obter seus espectros de absorgdo de

radiagdao UV-visivel.

ESTUDO CINETICO DE DEGRADAGAO DAS ANTOCIANINAS

Uma vez que a absorbancia de uma solugdo é diretamente proporcional a
sua concentracgdo, utilizou-se da técnica de espectrofotometria de absor¢do UV-
vis para monitorar as absorbancias dos extratos das uvas Isabel. Os extratos
foram lidos no espectrofotometro durante cerca de 20 dias e os espectros

obtidos foram utilizados para verificar a sua cinética de degradacao.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

RENDIMENTO DOS METODOS DE EXTRACAO

A partir dos dados obtidos dos extratos foram calculados os rendimentos das

extracoes realizadas. Os valores foram dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimentos dos métodos de extragao

Método Nmeédio* (%)
Decocgao 13,6932 + 1,328

Soxhlet 27,0920 + 4,480
Ultrassom 12,0302+ 0,622

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Os dados da Tabela 1 indicam que as eficiéncias da extracdo de antocianinas
das uvas Isabel pelos métodos de decocgdo e ultrassom sdo aproximadamente
iguais, de acordo com a metodologia utilizada. A extracdo por Soxhlet, por sua
vez, mostrou-se mais eficiente em comparacdo aos outros dois métodos. Os
refluxos do solvente e a temperatura (menor que a trabalhada na extragdo por
decoccdo) sdo provavelmente os fatores que mais contribuem para a maior

eficiéncia deste método.

AVALIAGAO DOS EXTRATOS DE ANTOCIANINAS COMO INDICADORES DE PH

Duas gotas do extrato foram adicionadas em cada tubo de ensaio contendo
solucBes tampdo. Apds agitacdo observou-se, para o extrato por decocgdo,

Soxhlet e ultrassom, o comportamento pode ser visualizado na Figura 4.

As solucGes de pH 4cido (1, 4 e 5) apresentaram coloragdo résea, tendendo a
vermelha quanto mais acida fosse a solugdo. Como foi visto na fundamentacao,
em pH 4cido a estrutura antocidnica em equilibrio é predominantemente o cation
flavilio, que promove uma tonalidade vermelha a solugdo. Analisando os
espectros para pH 1, pH 4 e para pH 5, observam-se picos de absor¢do por volta

de 510-520 nm, caracteristico do cation flavilio.

Os espectros das solugdes de pH 10 e 11 apresentam uma banda de
absor¢do bem definida por volta de 590-600 nm. Em pH 7 foram obtidos
espectros um pouco semelhantes aos de pH 10 e 11, em que houve uma banda

de absor¢do préxima a 600 nm.
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Figura 4 - Solugdes tampao com o extrato por decocgdo (A), Soxhlet (B) e ultrassom (C).
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Os espectros em pH 14 ndao apresentaram nenhum pico de absor¢dao no
espectro visivel. Bernardino et al. (2006) citam que as antocianinas possuem

certa estabilidade até pH 12.

ESTUDO CINETICO DE DEGRADAGAO DAS ANTOCIANINAS

Os extratos obtidos das uvas Isabel tém coloragdo de violeta a roxo. Na
Figura 5 estdo representadas as cores do espectro visivel e seus respectivos

comprimentos de onda.

Figura 5 - Radiacdo do espectro visivel.

absorvida transmitida
A/ nm cor cor complementar
380-420 verde-amarelo
420-440 amarelo
440-470 |__laranja |
470-500 [Wazilsverde
500-520
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Pégina | 2940 Fonte: Souza (2008).
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Baseado na Figura 5, espera-se que o pico de maxima absorbancia dos
extratos se encontre pelo menos entre 500 e 580 nm. Esta faixa de
comprimentos de onda ndo representa a cor transmitida (a que se enxerga), mas

sim a radiagdo absorvida pela amostra, que é a cor complementar a enxergada.

De fato, os espectros dos extratos apresentam um pico de absorcdo maxima
na regidao do espectro visivel. Para o extrato por decocgdo este pico é referente
ao comprimento de onda de 524,97 nm; ja para os extratos por Soxhlet e
ultrassom, a absor¢dao é maxima no comprimento de onda de 535,07 nm. O
espectro de absorcdo por ultrassom apresenta ainda um pequeno pico de
absorcdo em 664,93 nm. As extracGes por decoccdo e Soxhlet sdo feitas a
temperaturas préximas a de ebulicdo, enquanto que a extracdo por ultrassom é
feita "a frio", entdo, é provavel que nas primeiras extracbes a espécie que
absorve neste comprimento de onda seja degradada devido a alta temperatura,

uma vez que seus espectros ndo apresentam tal pico.

A partir de curvas tracadas de absorcdo no tempo, foi possivel determinar as
equacoes de ajuste das regressdes exponenciais e calcular o tempo de meia-vida
dos extratos. Na Tabela 2 é possivel verificar os valores dos parametros da

cinética de degradacdo das antocianinas.

Tabela 2 - Parametros da cinética de degradagao das antocianinas.

Método LR OLY) R2 | k(dia') ty(dias)
regressao

Decocgéo A=07386e" 4) 0685 0,033 21,00
Soxhlet A=02714e" 5y 0,741 0,044 15,75
Ultrassom 4=0,27%4s"" g 0850 0,0486 14,44

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Da Tabela 2 observa-se que o coeficiente de determinacdo R%é maior para o
extrato por ultrassom, sendo a equacgdo deste método a que melhor se ajusta aos
pontos da curva. Ao passo que, o tempo de meia-vida deste extrato é o menor
dentre todos, entdo, serd adotado o tempo aproximado de 14 dias como sendo o
tempo de meia-vida para todos os extratos. Acima deste tempo os produtos
formados com a degradagdo das antocianinas podem interferir nas medidas de
absorbancia, informando um valor que talvez n3o seja correspondente a

concentragdo das antocianinas remanescentes no extrato.
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CONCLUSOES

Conseguiu-se extrair antocianinas das uvas Isabel pelos trés métodos
utilizados e foi possivel utiliza-las como indicador de pH, pois todas as solucées

tampado tornaram-se coloridas apds a adi¢gdo do extrato.

A extracdo por Soxhlet foi o método em que se obteve o melhor
rendimento. E provével que a temperatura (menor que a da extragdo por
decoccdo) e os refluxos do solvente sejam os fatores que contribuam para a

melhor eficiéncia deste processo.

As antocianinas sdo passiveis de decomposicdo e sua cinética segue uma
curva exponencial. A partir dos dados experimentais verificou-se que o tempo de
meia-vida desta substancia, nas condi¢Ges trabalhadas, foi de aproximadamente

14 dias.
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Evaluation of the use of anthocyanin
extracts obtained from Isabel grapes as pH
indicators

ABSTRACT

Some substances from natural sources, found in flowers, fruits and vegetables, can act as
pH indicators, such as phenolphthalein and bromothymol blue. Among these substances
are anthocyanins. They are phenolic compounds with the peculiarity of presenting
different colors according to the pH. The grapes, in particular the species Vitis labrusca
(Isabel grape) have high levels of anthocyanins. In this study anthocyanins of Isabel grape
were extracted by three methods (decoction, Soxhlet and ultrasound). The mean yield and
degradation kinetics of each extract were determined from the absorbance readings in a
UV-vis absorption spectrophotometer. The use of these extracts as acid-base indicators in
pH solutions 1, 4, 5, 7, 10, 11 and 14 was also evaluated. The Soxhlet extraction was the
one with the highest average yield. By the kinetics degradation coefficients of 0.033, 0.044
and 0.048 day-1 were obtained for the decoction, Soxhlet and ultrasound extractions,
respectively, and the half-life was approximately 14 days. In the buffer solutions were
added two drops of each extract and staining ranged from pink in acid pH, to yellow at
basic pH. Through this study it was verified that it is possible to extract anthocyanins from
Isabel grapes and that their extracts performed efficiently the function of pH indicators.

KEYWORDS: Kinetics. Extraction methods. Spectroscopy UV-vis.
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