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RESUMO

Nos dias de hoje, sabe-se dos beneficios que os ingredientes provenientes da natureza
exercem, sendo melhores para o organismo do que as substincias que sdo passadas por
processos sintéticos e de industrializagdo. Partindo desse principio, o presente trabalho tem
como objetivo extrair os corantes naturais antocianina e clorofila, analisando o método mais
eficiente, dentre a maceracao ¢ o Soxhlet, ¢ o solvente mais eficiente, dentre o etanol com
adgua e o hexano. Os corantes sdo encontrados, respectivamente, no repolho roxo e no
espinafre. Com intuito de cumprir nossos objetivos, foram realizadas extra¢des utilizando
métodos de maceragao e Soxhlet, e os solventes etanol com agua e hexano. As amostras
extraidas com hexano foram passadas pelo rotaecvaporador a fim de concentrar as solugdes
obtidas e recuperar o solvente. J& as amostras extraidas utilizando etanol com agua foram
deixadas evaporando na capela. Para as amostras de clorofila, foram padronizados os
volumes, a fim de observar através da intensidade da cor, qual o melhor método para a
extracao de clorofila, concluindo que o Soxhlet fora o melhor. O hexano ndo extraiu nenhum
dos dois corantes em nenhum dos dois métodos, ja o etanol com dgua extraiu os dois corantes
nos dois métodos. Como a antocianina ¢ indicadora de pH, foram realizados testes deste a fim
de indicar qual método foi mais eficiente na extragao do corante. Porém, os resultados foram
bastante parecidos na maceragdo e no Soxhlet, ndo podendo ser indicado qual método extraiu

mais corante.

Palavras Chaves: Antocianina; Clorofila; Extracdo; Métodos; Solventes;
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1 INTRODUCAO

Corante ¢ aquilo que, adicionado a outra substancia, modifica a cor desta, podendo ser
natural ou artificial. O uso dos corantes artificiais vem apresentando certos problemas a saude,
como por exemplo alergias. Por isso, achou-se relevante o estudo dos corantes naturais,
visando que estes ajudam na prevencdo, tratamento e cura de doencas, ao contrario dos

corantes artificiais.

A presente pesquisa baseia-se na extragdo dos corantes naturais antocianina e
clorofila, utilizando dois métodos de extracdo, a maceragao ¢ o Soxhlet, juntamente com dois
solventes, hexano e etanol com &agua, respectivamente apolar e polar. Tendo, entdo, como
objetivo geral analisar o método mais eficiente, dentre a maceracao e o Soxhlet, e o solvente
mais eficiente, dentre o hexano e o etanol com agua, para a extragdo dos corantes naturais

antocianina e clorofila encontrados em verduras.

Foi elaborado dois objetivos especificos, sendo eles: verificar o método mais eficaz,
dentre os utilizados, na extragdo de corantes naturais e avaliar qual o solvente mais eficiente,
dentre os utilizados, na extracdo de corantes naturais. Ou seja, com o intuito de determinar

entre métodos e solventes, qual a melhor forma de extrair os dois corantes.

Elaborou-se ainda trés hipdteses, sendo elas: tendo em vista a polaridade das
antocianinas, seu corante sera melhor extraido utilizando o solvente etanol, o hexano
solubilizard melhor a clorofila do que o etanol em virtude da polaridade das clorofilas, a
clorofila serd o corante cuja extracdo constituira o melhor resultado qualitativo. Apos a
extragdo dos corantes, foi realizado um teste de pH (potencial de hidrogénio) com a

antocianina.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CORANTES

“Os corantes sdo uma classe de aditivos alimentares, definidos como substancias que
tém a finalidade de conferir, intensificar ou padronizar a coloragdo dos produtos alimenticios,
proporcionando as mesmas caracteristicas de um produto natural” (BRASIL, 1997; CUNHA,

2008 apud SOUZA, 2012, p. 17).



Segundo o Conselho Regional de Quimica (2011), a principal diferenca entre corante e
pigmento ¢ que, quando aplicados, os pigmentos sao insoliiveis no meio aplicado, enquanto os

corantes sdo soluveis.

Outro diferencial ¢ em relacdo a cobertura, pois quando usa-se o pigmento em uma
tinta, ele promove, simultaneamente, a cobertura, a opacidade, o tingimento e a cor. Ja o
corante sO promove o tingimento, sem proporcionar cobertura total. Deste modo, o corante
mantém a transparéncia do objeto tingido, j& o pigmento da a cor e tira a transparéncia

(CONSELHO REGIONAL DE QUIMICA, 2011).

Em relacdo a diferenca entre corantes naturais e artificiais, temos que os corantes
naturais sdo aqueles obtidos a partir de vegetais ou, eventualmente, de animais. J4 os corantes
artificiais sao aqueles obtidos por processo de sintese, com composi¢do quimica definida. Os
corantes sintéticos idénticos aos naturais sdo aqueles cujas estruturas quimicas sio

semelhantes as dos corantes naturais, porém sao sintetizados em laboratorio (ANVISA, 1977).

Em seguida, sera abordado os corantes que foram utilizados na presente pesquisa,

antocianina e clorofila.
2.1.1 Antocianina

Segundo Castafieda (2009), as antocianinas, do grego “anthos” = flor e “kyanos” =
azul, sdo pigmentos vegetais, responsaveis por uma grande variedade de cores observadas em
flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas, que podem ir desde o vermelho

(condigdo 4cida) até o azul/violeta ou amarelo (condi¢do alcalina) (CASTANEDA, 2009).

Pertencentes do grupo dos flavondides, as antocianinas sdo compostos fendlicos
soluveis em 4gua e altamente instdveis em temperaturas elevadas. A estabilidade das
antocianinas ¢ maior sob condi¢des dcidas, mas pode ocorrer degradacdo por varios
mecanismos, iniciando com perda da cor, seguida do surgimento de coloragdo amarelada e
formacao de produtos insoluveis. A estabilidade da cor de antocianinas depende da estrutura e
da concentracao dos pigmentos, além de fatores como o pH, a temperatura e a presenca de

oxigénio (LOPES, et al, s/d).



A estrutura quimica da antocianina, como podemos ver na Figura 1, se consiste em e
dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e condensados por um
oxigénio, sendo que os radicais (R1, R2, R3, R4, R5, R6 ¢ R7) podem ser hidrogénios,
agucares ou hidroxilas (LOPES, et al., 2000).
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Figura 1: Estrutura das antocianinas.
Fonte: Lopes et al., 2000.

As antocianinas sdo polares e sdo facilmente extraidas de materiais vegetais
por solventes organicos. Tradicionalmente, solugdes acidificadas de metanol, etanol, acetona

e agua (JU & HOWARD, 2003).

Apresentando grande importancia para a saude humana por serem antioxidantes, as
antocianinas previnem e retardam doengas cardiovasculares, canceres e doengas
neurodegenerativas. Podem ser encontradas em numerosas familias do reino Plantae, porém,
no presente trabalho fora extraido do repolho roxo que se encontra na familia Cruciferae

(CASTANEDA, 2009).
2.1.2 Clorofila

As moléculas de clorofila tém a capacidade de realizar fotossintese e estdo localizadas
nos cloroplastos da célula. Além disso, sdo elas que dao a cor verde as plantas. A clorofila é o

resultado da mistura de duas substancias: clorofila a e clorofila b.

Tendo um atomo de Mg (magnésio) no centro de sua estrutura tetrapirrdlica
(composto formado por quatro anéis pirrdlicos), sendo caracterizada como um composto

heterociclico (composto que tem um anel, do qual fazem parte pelos menos dois tipos de



atomos diferentes), a clorofila é insaturada, ou seja, possui ligagcdes quimicas duplas ou

triplas, sendo, nesse caso, duplas, como podemos ver na Figura 2 (STREIT et al., 2005).
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Figura 2: Estrutura da clorofila.
Fonte: Martinez, s/d.

A diferenca entre as duas clorofilas é que na primeira ha uma metila (-CH,) na cadeia
lateral e na segunda ha um grupo formila (-CHO) (MIRANDA, 2002). Por esse motivo, a
clorofila » possui um carater mais polar que a clorofila a, ja que esse grupo formila ird

interagir com a 4gua em uma rea¢do, formando ligagdes de hidrogénio.

A clorofila participa de uma cadeia de transporte de elétrons, absorvendo fotons de luz
emitidos pelo sol, porém ela absorve apenas o vermelho e o violeta, refletindo o amarelo e o

verde, caracterizando a cor das plantas (PAZZA, 2004).

A intensidade da cor da clorofila pode variar desde o verde escuro até o claro, sendo
muito importante no comércio por ser um corante e por ser antioxidante (STREIT et al.,

2005).

Os alimentos que possuem grande concentragdao de clorofila sdo a couve, o brocolis, a
salsa, a rucula, a acelga e o agrido (CHIAPETTA, s/d). Sendo o espinafre o vegetal que mais

contém o corante (MIRANDA, 2002).



2.2 METODOS DE EXTRACAO

Extracdo, segundo Miyake (s/d), significa retirar, de maneira mais seletiva e completa

possivel, as substancias ou fragdo ativa contida na matéria vegetal.

Para a escolha de um método extrativo, precisa-se analisar principalmente a eficiéncia,
a disponibilidade e o custo do processo de extragdo, considerando a finalidade do extrato que

se quer preparar.

Na escolha dos métodos de extragdo, optou-se em utilizar a maceragdo simples € o

Soxhlet.
2.2.1 Maceracao

A maceracdo ¢ uma das técnicas extrativas mais utilizadas devido a sua simplicidade e
custos reduzidos. E uma técnica de extracdo a frio, realizada num recipiente fechado, com
temperatura ambiente, sob agitagdo ocasional, sem reposi¢do do solvente e a duragdo pode

variar entre horas ou dias.

Segundo Miyake (s/d), existem diversas variagdes desse método que objetivam o
aumento da eficiéncia de extragdo, podemos citar, por exemplo: a digestdo (realizada em
sistema aquecido), maceracdo dindmica (realizada com agitacdo constante) e a remaceragao

(realizada com reposi¢do do solvente).

Decidiu-se ndo utilizar nenhuma das variagdes, usando, entdo, a maceracao simples
para extracdo dos corantes. A maceragdo simples consiste em macerar a matéria vegetal
adicionando certa quantidade de solvente. O seu aparato experimental, almofariz e pistilo, esta

representado na Figura 3.

B oF
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Figura 3: Aparato experimental da maceragao simples: almofariz e pistilo.
Fonte: Cesar, 2009. Nao paginado.
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2.2.2 Soxhlet

O aparelho Soxhlet ¢ utilizado, principalmente, para extrair sélidos com solventes
volateis, ou seja, que evaporam facilmente. Esse método consiste em uma extracdo a quente e
realizado em um sistema fechado. O seu aparato experimental, formado por um baldo de
fundo redondo, um condensador, um extrator de Soxhlet e uma manta de aquecimento, esta

representado na Figura 4.

Siolitel e dpan Condenszador

Entrada de agua

Tubo Extrator

Flauta

Figura 4: Aparato experimental do tipo Soxhlet (adaptado e traduzido).
Fonte: Anacleto, 2010, p. 8.

Segundo Miyake (s/d), a cada ciclo da operagdo, a matéria vegetal entra em contato
com o solvente renovado, sendo assim uma extragdao altamente eficiente, empregando uma
quantidade reduzida de solvente em comparagdo as quantidades necessarias nos outros

processos extrativos, para obter os mesmos resultados qualitativos e quantitativos.

Esse método, segundo Miyake (s/d), ndo precisa de monitoramento constante e
funciona da seguinte forma: um solvente ¢ aquecido em um baldo de fundo redondo com a

ajuda da manta térmica.
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O solvente comega a evaporar para, entdo, ser condensado. Quando condensa,
inicia-se o gotejamento do solvente na amostra sélida, permitindo assim, que pela polaridade
proxima entre o solvente e a matéria, a amostra se dissolva com a matéria vegetal. Com essa

interagdo, o solvente extrai o corante e o deposita no baldo coletor.
2.3 CROMATOGRAFIA

A cromatografia, segundo Cass, Degani ¢ Vieira (1998), ¢ um método fisico-quimico
de separacdo que esta relacionada a migragdo diferencial dos componentes de uma mistura.
Isso acontece em virtude de haver diferentes interacdes entre duas fases imisciveis, sendo elas

a fase movel e a fase estacionaria.

De acordo com Pavia et al. (2009), a cromatografia possui diversas variagdes, entre
elas estd a cromatografia em coluna de empacotamento. Este ¢ tipo de cromatografia que sera

utilizado. Ela se caracteriza por ser uma técnica soélido-liquido,baseada na adsorcdo e

solubilidade.

Na cromatografia em coluna de empacotamento usa-se: um adsorvente, que ¢ solido e
que ndo ¢ dissolvido na fase liquida, os adsorventes mais utilizados sdo a alumina e a silica

em gel.

De acordo com Pavia et al. (2009), também ¢ necessario o uso de solventes, o mais
comum ¢ comeg¢ar com a eluicdo com um solvente apolar e aumentar a polaridade dos

solventes gradativamente. Existem casos em que apenas um solvente ¢ necessario. Um

esquema para o funcionamento de uma coluna cromatografica estd apresentado na Figura 5.

12
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Figura 5: Esquema sobre o funcionamento da coluna cromatografica de empacotamento.

Fonte: Pavia et al., 2009, p. 678
Existem alguns pardmetros que podem afetar a separa¢do da mistura, entre eles: o

adsorvente escolhido, a polaridade dos solventes, o tamanho da coluna em relagdao ao material

a ser cromatografado e o fluxo da eluigao.

13



2.4 SOLVENTES

Uma solugdo ¢ composta por duas ou mais substincias, € essas substancias sdo
divididas em soluto e solvente. O solvente, também chamado de dispersante, ¢ aquele que,

geralmente, se encontra em maior quantidade dentro da solucao (FILHO, 2011).

Os solventes sdo separados em solventes polares e solventes apolares. Geralmente,
substancias apolares dissolvem substancias apolares, e substancias polares dissolvem
substancias polares, seguindo a regra empirica: “semelhante dissolve semelhante”. Ou seja,
um solvente polar ird dissolver uma substancia ou ainda outro solvente polar, enquanto um
apolar ird4 dissolver uma substancia ou solvente apolar (ANDRADE, LOPES, MARTINS,
2013).

Em seguida, serdo apresentados os solvente polares e apolares.
2.4.1 Solventes apolares

De acordo com Andrade, Lopes e Martins (2013), solventes apolares sdo aqueles que,
geralmente, sdo capazes de solubilizar compostos apolares ou fracamente polares. Para ser
considerada uma molécula apolar ¢ necessario que os dtomos envolvidos possuam a mesma
eletronegatividade ou que o momento dipolar (soma dos vetores de cada ligagdao polar) seja

baixo ou nulo.

Alguns exemplos de solventes apolares sdo: etanol, hexano, tetracloreto de carbono e

benzeno.

O hexano (C/H,,) é considerado um dos solventes mais apolares por conta de sua
estrutura, apresentada na Figura 6. Por esse motivo, ndo se solubiliza em agua, mas sim em

outros compostos também apolares.

H H
.
T
H HHH H H

Figura 6: Estrutura do hexano.
Fonte: Maia, 2009.
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2.4.2 Solventes polares

Uma das principais caracteristicas para uma substancia organica ser solivel em uma
outra substancia, ¢ a sua estrutura molecular, com maior enfoque na sua polaridade. Segundo
Martins, Lopes e Andrade (2013), os solventes polares sdo capazes de solubilizar compostos
polares. Moléculas polares apresentam uma diferenca de eletronegatividade entre seus

atomos.

Exemplos de solventes polares s3o: etanol, 4gua, cloroférmio, acetato de etila,

metanol, 1,2-dicloroetano e acetona (CUNHA, 2008).

O etanol (C,H,OH) é um composto polar, faz parte da fungdo organica alcool,
altamente soluvel em 4gua em decorréncia da forte ligacdo de hidrogénio entre a agua e

alcool, pode-se ver a sua estrutura na Figura 7.

Figura 7: Estrutura do etanol.
Fonte: Ferreira, et al. 2010.

A 4gua ¢ um dos melhores solventes que existe na natureza, dissolve grande parte dos
compostos. Substancias hidrofobicas possuem aversdo a agua, portanto insoliveis em agua,
moléculas hidrofobicas geralmente ndo possuem polos, portanto ndo hd interacdo entre essas

moléculas e a 4dgua.

J& as substancias hidrofilicas possuem afinidade com a dgua portanto se solubilizam
em agua, as moléculas hidrofilicas possuem polos, pelo fato de a agua ser polar, essas

moléculas interagem, (MARTINS, 2013).
2.5 UTILIZACAO DE CORANTES NATURAIS NA INDUSTRIA

Embora a maioria dos corantes sintéticos sejam classificados como seguros, os

consumidores estdo cada vez mais interessados em produtos de origem natural, que causam

15



menores danos a saude humana e ao meio ambiente. Dessa forma, em busca de atender esse
novo nicho de mercado, as industrias alimenticias, cosméticas, papeleiras, téxteis e de
plasticos tém aumentado o uso de corantes naturais. Atualmente, hd uma série de produtos,

principalmente alimenticios, que ja utilizam corantes naturais.

Na industria téxtil, os corantes sdo compostos organicos usados com a finalidade de

aderir uma cor a fibra.

Muitos tém sido os corantes naturais utilizados para tingir tecidos. No
entanto, embora o mundo das plantas esteja cheio de cor, poucas substincias
coradas possuem as caracteristicas de estabilidade a luz e a lavagem
adequadas  a sua aplicacio aos téxteis (ARAUJO. 2006, p. 5).

O processo de tingimento ¢ a etapa em que o corante ¢ fixado sobre a fibra. Os
corantes naturais, em relagdo aos corantes sintéticos, apresentam uma grande vantagem no
tratamento de efluentes, que representa um grande problema para a industria téxtil, pois a

producdo gera uma grande quantidade de efluentes, que t€ém como destino os rios.

Uma érea promissora para o tratamento desses efluentes tem sido a dos métodos de
biodegradacdo, aumentando o interesse sobre os corantes naturais, posto que estes sejam

facilmente tratados por métodos de biodegradacao.

No setor de plasticos, a escolha e desenvolvimento das cores ideais envolve aspectos
além dos considerados comumente, como estética e propaganda. A obten¢do de um produto
colorido feito de plastico envolve a coordenacdo de diversas informagdes (CROMEX, 2001

apud VELOSO, 2012).

Ja na industria cosmética, corantes sdo determinantes nas caracteristicas finais de um
produto e, consequentemente, na sensa¢ao de beleza causada pelo uso de um cosmético. O
setor de cosméticos necessita que os corantes apresentam granulometria muito fina (<50 pm)
e tons nao comuns (por isso ndo ha utilizagdo de corantes naturais nesse setor), como € o caso

dos corantes de brilho perolado (CASQUEIRA; SANTOS, 2008 apud VELOSO, 2012).

O alto consumo de papel nas ultimas décadas vem gerando estratégias comerciais que
incluem o artificio da cor nos diferentes usos do papel, como em folhas de revistas, banners e
catdlogos industriais. A primeira etapa da fabricacdo de papel envolve vérias operagdes, entre

\

elas, o tingimento. Nessa operacdo sdo adicionados corantes a massa para se obter a cor

16



desejada do produto final (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA,
2011; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CELULOSE E PAPEL, 2007 apud VELOSO,
2012).

O corante ideal para ser empregado na fabrica¢do de papel colorido deve apresentar
boa afinidade com o papel, resisténcia a luz, fornecer estabilidade a temperatura e umidade e
nao afetar qualquer outro parametro de processo (DYES & PIGMENTS, s/d apud VELOSO,
2012).

Ao trabalhar com tintas naturais surgem dividas quanto a sua durabilidade e
conservagdo. Dependendo da aplicagdo, ela terda comportamentos diferentes. Com poucas
excegoes, as tintas vegetais sdo sensiveis a luz e sempre vao perder um pouco da sua cor. Sao
instaveis, por isso se consegue belissimas cores de flores e frutos que depois ficam

amarronzadas.

2.6 MALEFICIOS E BENEFICIOS DOS CORANTES NATURAIS PARA A SAUDE E
INDUSTRIA

Como beneficios dos corantes naturais, tém-se as fungdes importantes que eles
exercem no organismo, sendo elas: fun¢do antioxidante, prote¢do a acdo da luz, auxilio no
mecanismo de defesa do organismo, prevencdo da oxidagdao da lipoproteina de baixa
densidade (colesterol LDL, “ruim”) e prevencdo do cancer, da diabetes, da cegueira e da

xeroftalmia (deficiéncia de vitamina A).

Além disso, os corantes naturais suplementam diversas vitaminas que o corpo
necessita para o bom funcionamento, diminuem os triglicerideos totais, auxiliam na digestao
dos alimentos e na circulacdo sanguinea (SOUZA, 2012; PASTORE, et al., 2007; VOLP, et
al., 2009).

Por enquanto, ndo foram encontrados maleficios desses corantes, € nem estudos

abordam sobre estes.

Porém, para as industrias (alimenticias principalmente), ainda ¢ um desafio efetuar a
substitui¢do desses corantes, mesmo tendo 6timas propriedades, por conta da instabilidade

deles, tornando os processos de fazedura dificultosos e caros (SOUZA, 2012).
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3 METODOLOGIA

O corante antocianina foi extraido do repolho roxo e a clorofila, do espinafre. Antes de
iniciar o procedimento, as folhas desses vegetais foram lavadas com agua e secos com papel
toalha, a fim de evitar qualquer contaminante que pudesse influenciar nos resultados. Em

seguida, o material que seria utilizado foi cortado em pedacos menores.

A maceracao foi feita durante dez minutos com intervalos de uma hora entre as
mesmas € esse processo ocorreu por trés vezes. Os solventes utilizados foram: hexano (50
mL) e etanol (30 mL) com 4gua (20 mL). A quantidade de repolho roxo e espinafre usada foi

de 12 g em ambos o0s casos.

No método de extracdo Soxhlet foram utilizados os mesmos solventes, porém em
quantidades diferentes, mas com proporcionalidade, sendo: 140 mL de hexano ¢ 84 mL de
etanol com 56 mL de agua. Foi misturado o etanol com a 4agua na inten¢do de aumentar a
polaridade do solvente. A quantidade de repolho roxo e espinafre foi a mesma (12g). A
quantidade de ciclos para antocianina foi de 6 (seis) ciclos e para a clorofila 8 (oito) ciclos.
Essa diferenca na quantidade dos ciclos ocorreu porque as quantidades foram definidas a
partir de testes realizados. Estes ensaios tiveram como principio a observagdo visual, ou seja,
quando a solucdo passou a ficar incolor, entendeu-se que a extracao dos corantes ja havia

ocorrido.

Posteriormente, as amostras extraidas com hexano foram para o rotaevaporador para
concentrar os produtos e retirar o solvente, recuperando-o. Ja as amostras obtidas utilizando
etanol com agua ficaram evaporando na capela, pois o ponto de ebulicao destes solventes ¢

maior do que o ponto de degradagdo dos corantes, ndo podendo ir para o rotaevaporador.

Por fim, realizou-se testes de pH com as amostras de antocianina extraidas a partir do
etanol com agua, tanto da maceracao quanto do Soxhlet. Para isso, utilizou-se um medidor de
pH para se obter duas amostras com cada um dos seguintes valores de pH: 2,4, 6, 8, 10, 12 ¢
14. Esse teste foi realizado com a finalidade de avaliar qual método ¢ mais eficiente a partir

da intensidade da cor da amostra, podendo saber assim, qual estava mais concentrado.
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Utilizou-se hidréxido de potassio (KOH) a fim de fazer as solugdes de carater basico,
e acido sulfurico (H,SO,) para as solugdes de carater 4cido, sendo diluido com 4gua cada vez.
Em cada etapa dos testes, foram utilizados 4mL tanto de hidroxido de potdssio quanto de

acido sulfurico e cerca de 15 gotas da amostra de antocianina.

E para as amostras de clorofila, foi igualada a quantidade de volume, acrescentando-se
o solvente utilizado na extracdo (etanol com agua), das duas amostras extraidas através da
maceracao ¢ do Soxhlet. Isso foi realizado com a finalidade de comparar e identificar qual

método, dentre a maceragao ¢ o Soxhlet, foi mais eficiente na extragao de clorofila.
4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CROMATOGRAFIA
Quando foi realizada a cromatografia, visualmente ndo houve uma separacio
significativa da amostra, como pode ser visto na Figura 8. Acredita-se que isso ocorreu devido

a polaridade da coluna e os solventes utilizados.

Figura 8: Cromatografia realizada com antocianina utilizando etanol.
Foi realizada uma cromatografia flash, na qual se utiliza uma bomba a vacuo para
acelerar o processo. O repolho roxo nao foi dessecado antes da extragdo, pois a antocianina
degrada facilmente em temperaturas proximas a 60°C, devido a isso as amostras continham

agua. Esses sdo outros fatores que podem também ter influenciado no resultado da
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cromatografia. Pelos motivos acima expostos, este método ndo foi utilizado na separagio dos

corantes.
4.2 ANTOCIANINA E SOLVENTES

No primeiro teste realizado, foi extraido antocianina através da maceracao, utilizando
100 mL do solvente etanol e 30 g de repolho roxo. Realizou-se cinco vezes a maceracao, esse
processo foi realizado em intervalos de uma hora por dez minutos. Apds isso, percebeu-se
uma mudanca na cor: a amostra adquiriu uma coloragdo marrom. Posteriormente, depois de
passar a amostra pelo rotaevaporador para concentra-la, essa voltou a coloragdo inicial (roxo).
No fim, colocou-se a amostra em um vidro ambar embrulhada com papel aluminio, para nao

degradar a mesma.

No segundo teste, repetiu-se o processo de extracao utilizando a maceragao, porém foi
mudado o solvente, sendo este a acetona. No entanto, apos ser realizado o teste, verificou-se
que a extracdo ndo fora bem sucedida, por ndo ter extraido muita antocianina, ja que a

amostra apresentava uma cor muito clara.

No terceiro teste, fora realizada a extracdao por Soxhlet. Utilizou-se 12 g de repolho e
140 mL do solvente hexano. Percebeu-se que, por conta da polaridade, ndo fora extraido nada

de antocianina, ja que estas sao polares e o hexano ¢ apolar.

Na inten¢dao de padronizar os valores utilizados de repolho, no quarto teste, foi
realizada a maceragdo com 12 g de repolho e 50 mL de um novo solvente, sendo este o alcool
isopropilico. A maceragdo foi realizada por trés vezes, novamente com intervalos de uma hora
durante dez minutos. O alcool isopropilico, visualmente, extrai uma quantidade razoavel de

antocianina, porém maior que a extragdo com acetona.

Ainda no mesmo dia do quarto teste, foi realizada a maceracdo com 12 g de repolho e
como solvente polar, 30 mL de etanol com 20 mL de 4gua. Repetiu-se a metodologia das
extragdes anteriores. A maceragdo foi realizada trés vezes, em intervalos de uma hora durante

dez minutos. A combinagdo de etanol e dgua foi a que, visualmente, extraiu mais antocianina.
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Ainda no mesmo dia do teste quatro, foi realizado o soxhlet com 12 g de repolho e 140
mL do solvente acetona. Apds retirada do Soxhlet, percebeu-se que, com o tempo, a amostra

ficou esbranquicada perdendo a sua coloragdo roxa inicial.

Apos realizar estes trés procedimentos no dia do quarto teste, percebeu-se que a
coloracdo das trés amostras estavam diferentes. Sabe-se que a antocianina ¢ indicadora de pH,
entdo foram realizados testes de pH usando fitas de tornassol. Para isso, separou-se
quantidades de hidroxido de sédio, para assim acrescentar algumas gotas de cada amostra de
antocianina, que por ser um indicador de pH, apresentou diferentes tonalidades de verde (em
razao de se tratar de um composto basico a ser testado). Quanto maior a intensidade da cor

verde, maior a quantidade de indicador de pH, ou seja, maior a quantidade de antocianina.

Observou-se a que amostra obtida com acetona extrai uma quantidade menor de
antocianina, pois a coloragdo apresentada apds ser realizado o teste de pH era verde claro.
Além disso, verificou-se a presenca de compostos com caracteristica fluorescente quando foi
colocada na camara de revelacdo UV (verifica a presenga de compostos fluorescentes pois

dentro da mesma existem luzes UV-a e UV-b e uv-c de alta intensidade) ap6s os testes de pH.

Na amostra extraida com alcool isopropilico, percebeu-se uma quantidade maior de
antocianina extraida do que na amostra extraida com acetona, ja que a coloragdo verde estava
mais intensa do que a da acetona. A amostra extraida utilizando etanol com agua apresentou
uma grande quantidade de antocianina, pois sua coloracdo era de um verde mais intenso do
que nas outras duas. Por isso, optou-se por utilizar este ultimo solvente, j4 que na mistura de

etanol com agua, ha aumento da polaridade do solvente.

No entanto, ndo se confere a recuperacdo destes solventes no rotaevaporador, pois
como o ponto de ebulicdo do etanol e da dgua sdo elevados, ou seja, 78,4 °C e 100 °C,

respectivamente, teria a degradagdo da antocianina.
4.3 CLOROFILA E SOLVENTES

No primeiro teste de clorofila fora realizada a extracdo, utilizando a maceragao, com
100 mL do solvente acetona e 30 g de espinafre. A maceracdo foi realizada durante dez

minutos, em intervalos de uma hora, sendo esse processo repetido cinco vezes. Apos a
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extragdo, a amostra foi passada pelo rotaevaporador, para concentrar a mesma.
Posteriormente, foi realizada uma filtragdo liquido-liquido adicionando hexano, utilizando a
amostra concentrada de clorofila com acetona. No final, colocou-se a amostra final em um

vidro ambar embrulhado com papel aluminio, para retardar a degradacao do corante.
4.4 POLARIDADE DAS CLOROFILAS

A clorofila possui uma estrutura grande, como pode ser visto na Figura 9, o que
conferiria a ela uma menor polaridade, ou seja, mais apolar. Porém, ndo ha apenas um tipo de

clorofila presente nos alimentos, mas sim dois tipos, sendo elas: clorofila a e clorofila b.

Figura 9: Estrutura da clorofila. O radical (R) difere a clorofila a e a clorofila b.
Fonte: Assis, 2013, p. 3.

De acordo com Streit (2005), a clorofila b ¢ considerada mais polar que a clorofila a,
pois em sua estrutura hd a substituicdo em uma das pontas do grupo metila (- CH;) por um
aldeido ( - CHO). Por esse motivo, para a extragdo das clorofilas, os solventes mais eficazes

sdo os polares como acetona, etanol e metanol.

Além disso, elas possuem ligagdes frageis, e por isso podem se romper com facilidade

ao serem maceradas em solventes organicos.

Essa divergéncia de informagdes com relacdo a polaridade da clorofila, fez com que
fosse esperado que o hexano (solvente apolar) extraisse melhor a clorofila, porém acredita-se
que o espinafre possui mais clorofila b, ou seja, € mais polar, e por esse motivo a clorofila foi
melhor extraida do espinafre com o solvente polar (etanol com agua) do que com o solvente

apolar (hexano).
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Também, acredita-se que, além de clorofila, também foram extraidos alguns outros
compostos que ndao foram possiveis separar na cromatografia, o que justificaria a cor

amarelada da clorofila em alguns testes.
4.5 TESTE DE PH COM AS AMOSTRAS DE EXTRACAO DE ANTOCIANINA

Segundo Terci e Rossi (2002), a antocianina ¢ indicadora de pH (potencial de
hidrogénio), entdo fora decidido testar qual método, dentre a maceracao e o Soxhlet, foi mais
eficiente na extracdo do corante a partir do teste de pH. A antocianina sendo indicadora de

pH, proporcionara diferentes cores indicando se a solugdo € acida, neutra ou basica.

O potencial hidrogenidnico (pH), se refere a concentragdo de ions H ou H,0" (cations
hidronio ou hidroxdénio) e de OH™ (anion hidroxila) presentes em algum meio, indicando se a
solugdo ali presente ¢ acida, basica ou neutra (DIAS, s/d). Além disso, quanto mais ions H ou
H,O0" houver no meio, mais acida sera a solucdo, entdo, por consequéncia, que quanto mais

ions OH" houver no meio, mais basica sera a mistura (.

Os testes foram realizados utilizando amostras de hidroxido de potassio (KOH) e
acido sulfurico (H,SO,). Cada amostra reagiu apresentando certa coloragdo, que indicava qual
a solucdo presente (bésica ou acida). Quanto mais intensa a coloracdo da amostra, maior a
quantidade de indicador de pH, ou seja, maior a quantidade de antocianina. Porém, a partir
dos testes realizados, nao pdde ser definido qual método € mais eficiente, ou seja, qual extraiu
mais antocianina, pois as intensidades das cores obtidas foram muito préximas, como pode

ser visto nas Figuras 10 e 11.

Figura 10: Comparagéo de testes de pH das amostras extraidas na maceragdo utilizando etanol com agua.
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Figura 11: Comparagdo de testes de pH das amostras extraidas no Soxhlet utilizando etanol com agua.

4.6 TESTE DE PADRONIZACAO DE AMOSTRAS DA CLOROFILA

Para a clorofila, decidiu-se fazer uma padronizagdo de volumes. Para as extracdes de
maceracao, utilizou-se 20 mL de agua e 30 mL de etanol. J& para o extrator de Soxhlet, foram
utilizados, com proporcionalidade, 84 mL de etanol com 56 mL de agua, pois esse ¢ o volume

necessario para o equipamento.

Apoés as extragdes, foram obtidos diversos valores de volume, uma vez que foram
deixados evaporando em uma capela, entdo verificou-se qual amostra continha mais volume,
e foram padronizadas as outras amostras a partir deste. Haja visto que foram realizados

calculos para ser adicionado etanol com agua com proporcionalidade.

Na Figura 12, € possivel perceber, através da intensidade da cor apos a padronizagao
proporcional de solvente, que o Soxhlet extraiu mais corante. Tendo em vista que todos os

integrantes do grupo fizeram essa andlise, na mesma luz e em mesmo fundo.

Figura 12: Comparagao de qual método extraiu mais clorofila com o solvente etanol com agua (na esquerda
Soxhlet e na direita maceragio).
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4.7 EXTRACOES COM HEXANO

Era esperado que o hexano extraisse clorofila, pois acreditava-se que suas polaridades
fossem parecidas, porém, como ja abordado anteriormente, a clorofila pode possuir carater
mais polar, entdo seria melhor extraido com um solvente polar do que com um solvente
apolar. E foi isso que aconteceu, como pode ser visto nas Figuras 13 e 14. A clorofila ndo foi
bem extraida utilizando o hexano (solvente apolar), e ainda, foram extraidas outras
substancias junto, pois, além da reduzida intensidade de cor na extragdo, a coloragdo ¢ mais

amarelada.

Figura 13: Maceragdo de espinafre para a extracdo clorofila utilizando hexano.
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Figura 14: Extragdo da clorofila através do espinafre pelo Soxhlet utilizando hexano.

Porém, ja era esperado que o hexano ndo extraisse antocianina por conta da polaridade
distinta das duas substancias. Como podemos ver na figura 15 e 16, ndo houve nenhuma

interacdo em nenhum dos dois métodos utilizados.

Figura 15: Macerag@o de repolho roxo para a extragdo de antocianina utilizando hexano.
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Figura 16: Extragdo da antocianina através do repolho roxo pelo Soxhlet utilizando hexano.

4.8 TRATAMENTO DE RESIDUOS

A matéria organica utilizada, ou seja, repolho roxo e espinafre, foram depositados nos

reservatorios de residuos sélidos do proprio laboratério de quimica da instituigao.

Ja os solventes, ou seja, acetona, etanol, agua, alcool isopropilico e hexano, foram

recuperados e guardados nas dependéncias deste mesmo laboratorio para outros fins didaticos.

O hidroxido de potassio e o acido sulfurico, que foram utilizados para os testes de pH

da antocianina, foram neutralizados e descartados.
5 CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa teve como principal objetivo compreender quais sdo os métodos
extratores mais eficientes e quais os solventes sdo mais adequados para serem utilizados na
obtencao dos corantes naturais, a antocianina e a clorofila, encontrados no repolho roxo e no
espinafre, respectivamente. Para identificar a melhor extracdo foram analisadas algumas

propriedades dos corantes, como polaridade, intensidade da cor ao olho nu e o pH.

O objetivo geral era: verificar e determinar o método mais eficiente, dentre a
maceragdo e o Soxhlet, e o solvente mais eficiente, dentre o etanol com dgua e o hexano, para
a extracao dos corantes naturais antocianina e clorofila encontrados em verduras, e para isso

foram realizadas analises laboratoriais.

Com as andlises realizadas, concluiu-se que, para o corante proveniente do espinafre
(clorofila), o melhor método de extragdo foi via Soxhlet, utilizando a combinagdo dos
solventes etanol e dgua. Para a comprovagdo desse resultado realizou-se a padronizacao do
volume de cada amostra e assim foi possivel analisar qual método obteve uma quantidade

maior de clorofila.

Ja para para o corante proveniente do repolho roxo (antocianina), o melhor solvente
também foi a combinagao de etanol e agua. Porém, apesar de ter sido realizado o teste de pH e

analise da cor das amostras para comprovac¢ao do melhor método, os resultados obtidos foram
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muito préximos (intensidade das cores muito préximas), ndo podendo assim, ser definido qual

fora o melhor método de extracao para esse corante.

A primeira hipdtese descrita afirmava que, tendo em vista a polaridade das
antocianinas, seu corante serd melhor extraido utilizando o solvente etanol com 4gua, e com
base nas andlises obtidas, esta hipotese confirmou-se verdadeira. Isso se deve ao fato de a
antocianina possuir polaridade proxima a do etanol com agua, ou seja, tanto o corante quanto

o solvente possuem estrutura quimica mais polares do que apolares.

A segunda hipdtese, que descrevia que o hexano extrairia melhor a clorofila do que o
etanol com agua em virtude da polaridade das clorofilas, fora refutada, pois, como ja fora
abordado, o hexano ndo extraiu nenhum dos dois corantes, em nenhum dos dois métodos de

extracao.

A terceira e ultima hipotese afirmava que a clorofila seria o corante que teria os
resultados das extracdes melhores qualitativamente. Nao pode ser respondida pois nao
conseguiu-se realizar as andlises qualitativas, que seriam a cromatografia, por ndo ter

separado e o UV-Vis, por ndo possuir curva padrao.

Os diferentes métodos de extra¢do das antocianinas e clorofilas mostra eficiéncia uma
vez que estes conferem a cor aos vegetais. As analises mostraram-se importantes para a
identificacdo do melhor solvente e método extrator, porém, destaca-se que novas analises
quantitativas podem ser feitas uma vez que o tempo habil dos integrantes, assim como 0s
equipamentos necessarios nao encontram-se disponiveis no laboratorio de quimica do

Instituto Federal de Santa Catarina Campus Jaragua do Sul-Centro.
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