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RESUMO

Ao longo da historia diferentes teorias foram formuladas para explicar os conceitos
de acido e base. No ensino de Quimica, a classificacdo mais difundida atualmente é
atribuida a Arrhenius (1859-1927), e nela, acidos sdo substancias que em meio
aquoso produzem ions H* e bases sdo aquelas que produzem OH-. Em solucdes
aguosas, a concentracdo de H* pode ser expressa em unidades de pH (potencial
hidrogenibnico) e essas unidades sdo organizadas em uma escala numérica que varia
de 0 a 14. Além de equipamentos, existem substancias quimicas capazes de revelar
por meio de rea¢Bes se um composto tem o carater 4cido ou basico, sdo os chamados
indicadores quimicos de pH, podendo ser sintéticos ou naturais. Dentre as
substancias naturais que variam a coloracdo em funcdo do pH, podemos citar as
antocianinas, que podem ser encontradas em flores, folhas, frutos, caules e sementes,
sendo responsaveis pelas seguintes cores: rosa; vermelho; roxo; azul e preto. A
utilizacdo da palha de espigas do milho da variedade Palha Roxa para a producao de
indicadores quimicos naturais se enquadra nos principios da Quimica Verde, pois
aproveita um residuo agricola, reduzindo a dependéncia de matérias-primas néo
renovaveis e minimizando os impactos ambientais associados. Para a producao dos
extratos da palha de milho, testou-se trés solventes distintos: 4gua destilada, etanol
96 °GL e etanol 50% acidificado (HCI 1%). Qualitativamente, o extrato feito com agua
destilada, pela técnica de decoccédo, apresentou cores mais nitidas na escala de pH.
Nesta l6gica, por utilizar um solvente renovavel, atoxico e de facil acesso, recomenda-
se seu uso no contexto educacional. Desta forma, este trabalho contribui para o
avanco do conhecimento na area de indicadores naturais e incentiva a continuidade
de pesquisas relacionadas ao uso da palha de espigas do milho da variedade Palha

Roxa como recurso sustentavel em diversos contextos.

Palavras-chaves: Milho Palha Roxa; indicador natural; pH; extracéo; Quimica Verde.
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ABSTRACT

Through history, different theories have been developed in order to explain acid base
concepts. In chemistry education, it is attributed to Arrhenius (1859-1927) the most
widespread theory. In this theory, substances which, in aqueous medium, produce
cations H+ are classified as acids, whereas bases are substances which, in same
condition, produce anions OH-. In aqueous medium, H+ concentration can be
expressed as units of pH (hydrogenic potential), with values ranging from 0 to 14.
Besides equipment uses, there are substances capable of evaluate, by chemical
reactions, if a compound shows acid or base character. These substances, natural or
synthetic, are known as pH indicators. Among the natural compounds whose colors
changes depending on pH values, anthocyanins are highlighted. This metabolite class
is mainly found in flowers, leaves, fruits, barks, and seeds, usually, present the colors
pink, red, purple, blue, and black. The use of corn cob straw of the “Palha Roxa” variety
to produce natural pH indicator is in accordance with green chemistry principles since
it represents the use of an agricultural residue and the decrease of non-renewable
feedstocks dependence and its environmental impacts. Three different solvents were
used for extract production: distilled water, ethanol 50 % (acidified with HCI 1 %), and
ethanol 96 o GL. Qualitatively, aqueous extract, obtained by decoction, presented
better results once it presented sharper colors in the pH scale. In this context, the use
of water, a renewable, nontoxic, and accessible solvent, is recommend for educational
purposes. Therefore, this work contributed to the advance in knowledges related to
natural pH indicators area outstanding the need of future investigations concerning the

use of corn cob straw of the “Palha Roxa” variety as sustainable resource.

Keywords: Corn “Palha Roxa”; natural indicator; pH; extraction; green chemistry.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da historia, diferentes teorias foram formuladas para explicar os
conceitos de acido e base. Os livros-texto de Quimica do ensino médio no Brasil,
abordam a evolucéo das teorias acido-base, como um processo continuo, linear e
acumulativo. Normalmente, limitam-se aos cientistas cujas linhas de pesquisa tiveram
continuidade durante o século XX, especificamente, Johannes Nicolaus Bronsted
(1879-1947), Thomas Martin Lowry (1874-1936) e Gilbert Newton Lewis (1875-1946).
Entretanto, achar que uma teoria esta interligada com as demais, sendo uma a
expansdo da outra é um equivoco, tendo em vista que 0s cientistas possuiam
divergéncias quanto ao tema (SOUZA; ARICO, 2017).

No ensino de Quimica, a classificacdo de acidos e bases mais difundida
atualmente é atribuida a Svante August Arrhenius (1859-1927), apesar de ele préprio
nunca ter estabelecido uma definicdo do que era um acido e uma base no sentido
literal. Geralmente, os livros de Quimica mencionam que acidos sao substancias que
em meio aguoso produzem ions H+ e bases sdo aquelas que produzem OH-. A
neutralizacdo € a reacdo entre estas duas espécies idnicas, produzindo um sal
(HERBST, 2022). Em termos didaticos a expressdo a seguir demonstra esse

processo.

H*A@q) + BOH" (aq) & H20¢) + BAq)

Além disso, S. A. Arrhenius acreditava que seu ponto de vista talvez nao
estivesse certo, sendo apenas uma hipoétese util de trabalho, j& que naquele periodo
as ideais eram discutidas no campo filosoéfico e era “impossivel discernir qual teoria
era a mais adequada para explicar ampla e satisfatoriamente os fenbmenos quimicos
estudados” (SOUZA; ARICO, 2017).

Em soluc¢des aquosas, a concentracdo de H* pode ser expressa em unidades

de pH — potencial hidrogeniénico (LEE, 1999), onde:

pH = -log[H']

Além de equipamentos, existem substancias quimicas capazes de revelar, por
meio de reacgdes, se um composto possui carater acido ou basico, sdo os chamados
indicadores quimicos de pH. A utilizacdo de indicadores de pH é uma pratica bem
antiga que foi introduzida no século XVII por Robert Boyle. Ele preparou um extrato

de violeta e observou que este tornava-se vermelho em solucdo acida e verde em
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solucéo alcalina. Além disso, percebeu que gotejando o extrato sobre uma folha de
papel e, logo apoés, adicionando vinagre, o papel tornava-se vermelho. Assim foram
obtidos os primeiros indicadores de pH em ambas as formas: solugéo e papel (TERCI,
ROSSI, 2002).

Foi somente no inicio do século XX que uma explicacdo para esse fendbmeno
foi proposta, quando Willstatter e Robinson “relacionaram as antocianinas como sendo
0S pigmentos responsaveis pela coloracdo de diversas flores e que seus extratos
apresentavam cores que variavam em funcédo da acidez ou alcalinidade do meio”
(TERCI; ROSSI, 2002).

As antocianinas sdo pigmentos naturais de plantas, solUveis em &gua e
pertencentes a classe de compostos fendlicos conhecidos como flavonoides.
Esses compostos, assim como indicadores de pH comerciais, possuem
coloragdes diferentes para a sua forma acida (HIn) e basica (In") [...] (NUNES;
JANSEN; QUINAIA, 2002, p. 113).

A utilizacdo desses extratos naturais indicadores de pH pode ser explorada
didaticamente como uma importante ferramenta para fortalecer a articulagdo entre a
teoria e a pratica. O experimento didatico privilegia o carater investigativo, favorece a
compreensao conceitual da disciplina e permite que os estudantes manipulem objetos
e ideias, desta forma, possibilita aprender tanto com erros quanto com os acertos
(FARIAS; BASAGLIA; ZIMMERMANN, 2009).

Neste trabalho é apresentado um estudo de avaliacdo do uso do extrato da
palha de espigas do milho da variedade Palha Roxa, como indicador natural acido-
base. Os experimentos realizados sdo simples e de baixo custo, ndo sendo necessaria
a infraestrutura de um laboratério para replicacdo da maior parte das praticas. Além
disso, conteudos quimicos importantes podem ser trabalhados de maneira

contextualizada com as atividades experimentais descritas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

> Avaliar a utilizacdo dos extratos da palha de espigas do milho da

variedade Palha Roxa como indicador natural acido-base.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Preparar os extratos da palha das espigas de milho utilizando como
solvente a agua destilada, o etanol 96° GL e o etanol 50% acidificado (HCI 1%);

>  Verificar a presenca de antocianinas na amostra, por meio da reacao
reversivel em papel e da espectrofotometria UV-vis;

»  Testar os extratos em solucdes com diferentes valores de pH;

»  Criar as escalas de pH para os extratos analisados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 APROVEITAMENTO DE RESIDUOS E PRODUCAO DE INDICADORES
QUIMICOS NATURAIS DE pH

A Quimica Verde, também conhecida como Quimica Sustentavel, é
caracterizada pela criagdo, desenvolvimento e emprego de produtos e processos
quimicos com o objetivo de minimizar ou eliminar a utilizacdo e a producdo de
substéancias prejudiciais. Nesse contexto, o0 aproveitamento de residuos e a utilizacéo
de matérias-primas renovaveis tém ganhado destaque, proporcionando avangos
significativos em processos mais eficientes, seguros e sustentaveis (ALMEIDA et al.
2019).

A palha de milho, geralmente considerada um subproduto agricola, é uma fonte
abundante e renovavel de biomassa. Dentre os componentes da palha de milho da
variedade Palha Roxa, destacam-se as antocianinas, que s&o pigmentos naturais
responsaveis pelas cores em plantas que vado desde as tonalidades claras; rosa e
vermelha, até tonalidades escuras; roxa, azul e preta. Essas substancias podem ser
extraidas e utilizadas como indicadores de pH, oferecendo uma alternativa sustentavel
aos indicadores sintéticos (GAMARRA et al. 2009).

A utilizacdo da palha de milho em estudo para a producdo de indicadores
quimicos naturais se enquadra nesse conceito, pois aproveita um residuo agricola,
reduzindo a dependéncia de matérias-primas nao renovaveis e minimizando o0s

impactos ambientais associados.
3.2 CLASSES DE METABOLITOS DAS ANTOCIANINAS

Todos 0s organismos vivos necessitam sintetizar e converter muitos compostos
organicos para viver, crescer e se reproduzir. Isto é possivel gracas a uma rede de
reacoes quimicas mediadas por enzimas, chamadas de vias metabolicas. Os
organismos vivos variam muito em sua capacidade de sintetizar e transformar
produtos quimicos. No entanto, as vias para modificar e sintetizar carboidratos,
proteinas, gorduras e acidos nucleicos sdo essencialmente as mesmas em todos 0s
seres vivos, exceto variagdes. Esses processos sdo chamados de metabolismo
primario e os compostos envolvidos nessas vias sdo conhecidos como metabolitos
primarios (DEWICK, 2002).
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Em contrapartida, existem metabolitos que sdo encontrados apenas em
organismos ou grupos de organismos especificos e refletem a individualidade da
espécie, sdo os chamados metabdlitos secundarios. Nas plantas, temos como
exemplo os compostos fendlicos, que atuam por exemplo na producdo de toxinas
fornecendo defesa contra predadores, na liberacdo de atrativos/repelentes volateis
(perfumes e odores), ou como coloracdo para atrair ou alertar outras espécies
(DEWICK, 2002).

Os compostos fendlicos compreendem estruturalmente um anel aromético,
contendo um ou mais substituintes hidroxila, e variam de moléculas fenélicas simples
a moléculas altamente polimerizadas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN,
2006). Podem ser classificados segundo o tipo do esqueleto principal, conforme
representado no quadro 1, em que Cs corresponde ao anel aromatico.

Quadro 1: Classes de compostos fendlicos em plantas.

Fendlicos simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzéicos Ce-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Cs-C>
Acidos hidroxinamicos, fenilpropanoides Ce-Cs
Nafitoquinonas Ce-C4
Xantonas Ce-C1-Cs
Estilbenos, antoquinonas Cs-C2-Cs
Flavonoéides, isoflavondéides Cs-C3-Cs
Lignanas, neolignanas (C6-C3)2
Biflavonoides (C6-C3-Cé)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos Condensados (C6-C3-Cé)n

Fonte: Carvalho (2022).

A classe dos flavonoides representa o maior e mais amplo grupo de compostos
fendlicos. A maioria das substancias desse grupo, possui massa moleculares
relativamente baixos e sdo solluveis de acordo com sua polaridade e estrutura quimica
(BRAVO, 1998). Sao encontrados nas partes aéreas das plantas de diferentes
ecossistemas. Quimicamente, estdo ligados a acucares como glicosideos e séo
bastante estaveis, pois resistem a oxidacgéo, altas temperaturas e variagcdes de acidez
(SILVA et al., 2015).
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A estrutura basica destes compostos, consiste em 15 atomos de carbono,
arranjados em dois anéis aromaticos [A e B], e interligados a uma estrutura
heterociclica central [anel C] (DORNAS et al., 2007), conforme pode ser visualizado

na Figura 1.

Figura 1: Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: Bravo (1998).

Existem diferentes tipos de flavonoides, e essa diversidade é fruto de pequenas
modificacdes quimicas na estrutura basica destes compostos, a partir de processos
como: hidrogenacfes, hidroxilagdes, metilacbes, malonilacdes, sulfatacbes e
glicosilagbes (MACHADO et al., 2008). As principais classes e caracteristicas dos

flavonoides estao descritas no Quadro 2.

Quadro 2: Principais subclasses e caracteristicas dos flavonoides.

Quercetina Vegetais,
Flavonbis 3 - Hidroxi Mircetina maioria dos
2 4 - Oxo Rutina frutos
Campferol
Luteolina Especiarias,
Flavonas 2 4 - Ox0 Apigenina cereais, frutos
Hesperidina
Flavanonas 2 4 - Oxo Naringenina Frutos citricos
Catequina Chas, uva e
Flavanas 2 3 - Hidroxi Epicatequina vinho tinto
Teaflavina
Daidzeina Maioria dos
Isoflavonoides 3 4 - Oxo Genisteina legumes
Cianidina Frutos
Antocianidinas 2 3 - Hidroxi Delfinidina vermelhos
Peonidina

Fonte: Flamb6 (2013).
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Dentre os flavonoides, as antocianidinas sdo o grupo mais comum e abundante.
Seus produtos glicosilados, as antocianinas, sdo pigmentos naturais solUveis em
agua, que podem ser encontrados em flores, folhas, frutos, caules e sementes de
muitas plantas (TAN et al., 2022). Além disso, s&o responsaveis pelas cores vermelha,
azul e roxa desses tecidos vegetais (SILVA et al., 2016). Nas plantas, as antocianinas
protegem contra a acao da luz, sdo antioxidantes, atuam no mecanismo de defesa e
nas funcdes biologicas. Suas cores vivas e intensas sdo importantes em VAarios
mecanismos reprodutores, como a polinizacdo e a dispersao de sementes (LOPES et
al., 2007).

3.3 ESTRUTURA QUIMICA DAS ANTOCIANIDINAS E ANTOCIANINAS

Derivadas do cation flavilium, as antocianidinas possuem grupos hidroxila
adicionais nas posicoes 3, 5, 7 e 4’ (Figura 2). Quando as antocianidinas sofrem
glicolisacédo (Gly) elas dao origem as antocianinas. A glicolisacéo refere-se as reacoes
nas quais as hidroxilas (OH) das antocianidinas séo parcial ou totalmente substituidas
por agucares, sendo 0s mais comuns: glicose; galactose; arabinose; xilose; ramnose
ou dissacarideos formados por esses acucares. Em teoria, todas as OH das
antocianidinas podem ser glicosiladas, no entanto, com algumas excecdes, sao
sempre glicosiladas no Cs-OH, ou Cs e Cs-OH (ZHAO et al., 2014; MARCO; POPPI &
SCARMINIO, 2008).

Figura 2: Estrutura do cétion Flavilium e principais antocianidinas.

OH =— [Gly)
(Gly) —»-HO

Pelargonidina: Ry=H R2=H
Cianidina: Ry=0H Ra=H
Delfinidina: Rqy=0H Ro=0H
Peonidina: Ry=0CH4 Rg=H
Petunidina: Ry=0CH4 R5=0H
Malvidina: Rq{=0CH4 R5=0CH4

Fonte: Silva et al. (2016); Tan et al. (2022).
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Existem seis antocianidinas comuns: Pelargonidina; Cianidina; Delfinidina;
Peonidina; Petunidina e Malvidina. Todas as antocianinas conhecidas séo derivadas
de uma dessas seis estruturas basicas e diferem apenas no nimero de substituintes
hidroxila e/ou metoxi no anel B (SILVA et al., 2016).

As antocianinas possuem insaturacdes e grupos facilmente oxidaveis, o0 que leva
a suas propriedades extremamente instaveis. Fatores externos, como pH,
temperatura e concentracdo de O2, afetam a degradacdo das antocianinas. Além
disso, fatores estruturais, como numero e posi¢cdo dos grupos hidroxila; grau de
glicolisacdo, metilacdo e acilacdo, também afetam a estabilidade das antocianinas
(TAN et al., 2022).

3.4 COMPORTAMENTO DAS ANTOCIANINAS FRENTE A VARIACAO DE pH

A cor das antocianidinas difere com o numero de hidroxilas ligadas em suas
moléculas, especialmente aquelas contidas no anel B do cétion flavilium, como
demonstra a figura 3 (ANANGA et al., 2013).

Figura 3: Cores caracteristicas das principais antocianidinas.

_Pelargonidin _ Cyanidin Peonidin _ Delphinidin Petunidin Malvidin

Fonte: Ananga et al. (2013).

J& as antocianinas, quando em solucéo, apresentam diferentes estruturas e cores
em funcdo do pH do meio, podendo ser usadas como indicadores acido-base
(MAZZINI, 2020). A figura 4 ilustra as diferentes estruturas das antocianinas em
funcéo do pH. Em meio acido, pH < 3, a estrutura basica da antocianina representada
pelo cation flavilium, apresenta coloracdo vermelha. A medida que o pH aumenta em
torno de 6, o céation perde um préton e sofre hidratacao, dando origem a pseudobase
ou carbinol que é incolor. Para pH > 6, o cation perde prétons, formando a anidrobase

de cor violeta, que em seguida, em pH > 9 assume a cor azul. Além disso, para valores
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de pH acima de 12, ocorre a quebra do anel de pirano e a formacao das chalconas de
coloracdo amarela (ALBARICI; PESSOA; FORIM, 2006).

Uma caracteristica importante das antocianinas é que, em razdo de sua
estrutura ressonante (deslocalizacdo eletrbnica), elas sdo capazes de absorver
radiacdo do espectro ultravioleta até o visivel (ARRUDA et al., 2019). Em moléculas
organicas, como as antocianinas, 0s sistemas conjugados que absorvem energia na
faixa do visivel sdo chamados de cromoforos, e fatores como a variacdo de pH e
presenca de grupos auxocromos que alteram o comprimento de onda absorvido pelos
cromoforos, sdo responsaveis pela variedade de cores das antocianinas (MARTINS;
SUCUPIRA; SUAREZ, 2015). O aumento de pH do meio, reduz o numero de ligacdes
duplas, deslocando os maximos de absor¢cdo para menores comprimentos de onda,
ocasionando a perda de coloracdo da solucéo (SILVA et al., 2019).

Figura 4: Estrutura das antocianinas em fungéo do pH.
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HO. -~ _O. [ [ - 0. -~ 0o kL
e e =y "-R- OH Ry g o o \R
L e 9@
“\l-’"’ "~ T OAglicar H* ST opccar
OH OH
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Fonte: Campos (2006).
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3.5 O MILHO PALHA ROXA COMO FONTE DE ANTOCIANINAS

O milho (Zea mays L.) € uma planta doméstica, originaria do México, que evoluiu
sob influéncia humana, de uma ou mais variedades de teosinto selvagem a
aproximadamente 9.000 anos [A. P.] (KISTLER et al., 2018). O Brasil é o terceiro maior
produtor de milho no mundo, com uma producéo estimada em 124,67 milhdes de
toneladas na safra 2022/23, segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2023).

Dentre as espécies cultivadas, o milho possui uma das maiores variabilidades
genéticas conhecidas, tendo aproximadamente 400 racas identificadas no mundo, e
milhares de variedades dentro de cada raca (ELTETO, 2019), sendo que todas as
variedades de milho existentes pertencem a espécies Zea mays L. (MAGALHAES;
SOUZA, 2015). No Banco Ativo de Germoplasma de Milho do Brasil (BAG Milho),
plataforma mantida pelo Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN) da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), e contida no Portal Alelo
Recursos Genéticos, constam cerca de 4.080 variedades de milho cadastradas.

Nos ultimos anos, constata-se uma predominancia da utilizacdo de variedades
de milho hibridas ou transgénicas por parte dos produtores no Brasil, devido ao melhor
custo-beneficio (FILHO; BORGHI, 2018), o que p&e em risco a variabilidade genética
das variedades locais/crioulas. (JUNIOR et al., 2015).

Segundo a Lei n° 10.711 de 5 de agosto de 2003, que dispdes sobre o Sistema
Nacional de Sementes e Mudas (SNSM), variedade local, tradicional ou crioula é toda
“[...] variedade desenvolvida, adaptada ou produzida por agricultores familiares,
assentados da reforma agraria ou indigenas, com caracteristicas fenotipicas bem
determinadas e reconhecidas pelas respectivas comunidades [...]" (BRASIL, 2003).

Uma dessas variedades crioulas € o milho Palha Roxa. Diferentemente do milho
comercial que apresenta a palha das espigas na cor verde, o milho Palha Roxa tem

suas palhas na cor roxa, como mostra a figura 5.
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Figura 5: Milho Comercial (A) x Milho Palha Roxa (B).

As familias agricultoras atribuem nomes locais as variedades de milho que
cultivam, estes nomes estdo geralmente relacionados a origem, caracteristicas
estéticas e usos de cada uma. A mesma variedade pode receber nomes locais
distintos quando séo cultivadas por diferentes familias. Este € o caso do milho Palha
Roxa, também conhecido como “Cana Roxa” ou “Macabu” (ELTETO, 2019). Apesar
de possuir a palha roxa, os graos dessa variedade de milho apresentam cor amarela
(Figura 6), assim como os milhos comerciais.

Figura 6: Fenotipo do milho Palha Roxa.

Sabe-se que a cor roxa € um forte indicio da presenca de antocianinas em uma
planta. Desta forma, este trabalho visa avaliar a utilizacdo do extrato da palha das
espigas do milho Palha Roxa como indicador natural acido-base, tendo em vista que
esta parte da planta é geralmente descartada ap6s a colheita.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE MILHO

As primeiras sementes de milho da variedade Palha Roxa (Figura 7) foram
adquiridas no “Sitio da Vovo Lucia” localizado na cidade de Gonzaga - MG em
02/07/2021, através da plataforma Shopee. Nesta propriedade sdo produzidos e
comercializados diversos géneros alimenticios da agricultura familiar, e de acordo a
Sra. LUcia, em registro de video em seu canal no Youtube, o milho da variedade Palha
Roxa é cultivado h& varias geracdes por sua familia.

A aquisicao desta variedade de milho por parte do autor foi fruto do seu desejo
de cultivar milho ndo transgénico no sitio de sua familia, no povoado Vereda,
localizado na zona rural de Vitoria da Conquista — BA. Ao realizar a colheita da
primeira lavoura, o autor observou que suas méaos haviam ficado manchadas de roxo,
cor caracteristica das espigas do milho Palha Roxa. Diante disso, o autor sup6s que
a coloracédo poderia estar relacionada com a presenca de antocianinas, surgindo
assim a ideia de utilizacao do extrato das palhas das espigas como indicador natural
de pH.

Figura 7: Primeiras sementes adquiridas do milho Palha Roxa.

4.2 PLANTIO E COLHEITA DOS GRAOS DE MILHO

O plantio do milho ocorreu em dois momentos distintos. No primeiro destes

(29/09/2021), as sementes compradas foram plantadas com o intuito de aumentar a
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guantidade de sementes em estoque e verificar se de fato as amostras adquiridas
correspondiam ao milho palha roxa, tendo em vista que foram adquiridas pela internet.
O local escolhido para o plantio foi um canteiro no quintal da casa da Sra. Aldaide
Souza Santos (tia do autor), no bairro Cidade Modelo, na cidade de Vitéria da
Conquista — BA, por apresentar o solo feértil.

O canteiro foi capinado e adubado (A), posteriormente foram plantadas 80
sementes distribuidas igualmente em 16 covas (B). A colheita ocorreu
aproximadamente dois meses depois no dia 25/11/2021 (C), e algumas etapas deste

processo podem ser visualizadas na figura 8 a sequir.

Figura 8: 1° plantio de milho Palha Roxa.

O segundo plantio ocorreu no dia 12/02/2022, e teve a finalidade de produzir
algumas palhas das espigas para a realizagdo deste trabalho. O local escolhido foi 0
mesmo, desta forma, o canteiro foi novamente capinado e adubado (A), entretanto,
desta vez foram plantadas 100 sementes igualmente distribuidas em 25 covas (B). A
colheita também ocorreu cerca de dois meses depois, no dia 17/04/2022 (C e D) e

algumas etapas do cultivo podem ser observadas na figura 9 a seguir.
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Figura 9: 2° plantio de milho Palha Roxa.

4.3 PROCESSAMENTO E ESTOCAGEM DAS PALHAS DE MILHO

Apoés colher as espigas de milho, algumas palhas foram retiradas e deixadas
secar em sol pleno por cerca de uma semana, para evitar a proliferacdo de
microrganismos. Posteriormente, as palhas secas foram cortadas em pequenos
pedacos e trituradas com o auxilio do liquidificador até obter-se um po, que em
seguida foi acondicionado em um pote de vidro com tampa, revestido em papel
aluminio e filme plastico, para ser armazenado na geladeira. Esses cuidados foram
tomados a fim de evitar que a amostra sofresse degradacdoes causadas pela

exposicdo a luz ou ar. A figura 10 abaixo demonstra este processo.

Figura 10: Processamento das palhas do milho Palha Roxa.
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4.4 TECNICAS DE EXTRACAO

A qualidade e a composicao final dos extratos de produtos naturais sao
diretamente influenciadas pela técnica de extracdo utilizada na obtencdo desses
produtos. O procedimento de extracao é determinado pela classe de compostos que
se deseja extrair e pelos objetivos da analise, que podem ser quantitativos ou
qualitativos (OLIVEIRA, 2010).

Nesta perspectiva, foram realizadas trés extragdes distintas, duas utilizando a
técnica da extracdo por maceracao que consiste na imersdo da amostra em um
solvente, por um periodo determinado, podendo haver agitacdo ocasional e variacdo
de temperatura (JACQUES, 2005) e uma utilizando a técnica da extracdo por
decoccao que € quando a amostra é imersa em um liquido extrator, geralmente agua,
sob aquecimento, durante 20-30 minutos (TOMASI, 2021).

4.4.1 Extragdo com solucgao de etanol 50% acidificada com acido cloridrico

(HCI) 1%

Esta foi a primeira extracdo por maceracao e o solvente utilizado foi o alcool
etilico 50% acidificado (HCI 1%), tendo em vista que Patil et al. (2009) e
Chandrasekhar et al. (2012) demonstraram em seus trabalhos que essa combinacéo
de etanol acidificado € a mais eficiente na extragdo de antocianinas. O planejamento
experimental adotado surgiu de uma adaptacdo das condi¢cdes propostas por Hentz
(2015), que mostraram maior rendimento na extracdo de antocianinas, estas foram:
10g de amostra seca para 100 mL de solugéo extratora a 40°C por 2 horas.

Inicialmente  foram pesados, utilizando uma balanca analitica,
aproximadamente 10g do triturado de palha de milho em um Becker de 250 mL (1).
Posteriormente, mediu-se em uma proveta 100 mL da solu¢do contendo etanol 50%
acidificado (HCI 1%) (2). Logo ap6s, o solvente e o triturado foram transferidos para
um Erlenmeyer de 250 mL, misturados e colocados no banho térmico na temperatura
de 40°C por 2 horas (3). O recipiente era agitado manualmente a cada 10 minutos.
Apés as duas horas de extracdo, a mistura foi filtrada em um sistema contendo funil
de Buchner, papel de filtro e bomba de vacuo (4). Em seguida, foi medido o pH do
extrato com o auxilio de um pHmetro e constatado o valor de 1,66. Logo apds, o

extrato foi transferido para um frasco de vidro @mbar, etiquetado e acondicionado na
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geladeira para conservacéao e utilizacdo nas etapas seguintes (5). A figura 11 ilustra

algumas etapas deste processo.

Figura 11: Extracdo com solucao de etanol 50% acidificado (HCI 1%).

4.4.2 Extracdo com etanol 96° GL

Esta foi a segunda extragdo por maceracao, entretanto, foi realizada de forma
exaustiva em um periodo de 5 dias. O solvente utilizado foi o etanol 96° GL e a
proporcao amostra/solvente foi a mesma da técnica anterior 1:10 (m/v).

Inicialmente, foram pesados, utilizando uma balanca analitica, 20g do triturado
de palha de milho em um Becker de 250 mL (1). Posteriormente, mediu-se em uma
proveta 200 mL do etanol 96° GL (2). Logo apds, o solvente e o triturado foram
transferidos para um Erlenmeyer de 250 mL e misturados (3). O recipiente foi vedado
com uma rolha de silicone e colocado em repouso dentro de um armario, durante 5
dias. ApOs esse periodo, a mistura foi filtrada em um sistema contendo funil de
Buchner, papel de filtro e bomba de vacuo (4). Em seguida, foi medido o pH do extrato
com o auxilio de um pHmetro e constatado o valor de 4,63. Logo apods, o extrato foi
transferido para um frasco de vidro ambar, etiquetado e acondicionado na geladeira
para conservacao e utilizacdo nas etapas seguintes (5). A figura 12 ilustra algumas
etapas deste processo.

Figura 12: Extracdo com etanol 96°GL.

I i

—_—
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4.4.3 Extracdo com agua destilada

Nesta extracdo empregou-se a técnica de extracao por decoccdao, utilizando a
adgua destilada como solvente. Como nos procedimentos anteriores a proporgao
amostra/solvente foi de 1:10 (m/v), sendo realizada durante 2 horas a temperatura de
40°C.

Inicialmente  foram  pesados, utiizando uma balanca analitica,
aproximadamente 20g do triturado de palha de milho em um Becker de 250 mL (1).
Posteriormente, mediu-se em uma proveta 200 mL de 4gua destilada (2). Logo apés,
o solvente e o triturado foram transferidos para um baldo de fundo redondo de 500 mL
e misturados. O recipiente foi colocado em uma manta térmica e a temperatura foi
regulada em 40°C, sendo monitorada constantemente com um termémetro (3). Apos
2 horas, a mistura foi filtrada em um sistema contendo funil de Buchner, papel de filtro
e bomba de vacuo (4). Em seguida, foi medido o pH do extrato com o auxilio de um
pHmetro e constatado o valor de 4,76. Logo apds, o extrato foi transferido para um
frasco de vidro ambar, etiquetado e acondicionado na geladeira para conservagao e

utilizacao nas etapas seguintes (5). A figura 13 ilustra algumas etapas deste processo.

Figura 13: Extracdo com agua destilada.

4.5

Para identificacdo da presenca de antocianinas nos extratos, foram utilizados
dois procedimentos analiticos, a reacéo reversivel em papel e a espectrofotometria no
ultravioleta-visivel (UV-vis).

A reacdo reversivel em papel, baseia-se na propriedade apresentada pelas
antocianinas de variar a coloracéo de forma reversivel em funcdo do pH, e consiste
em gotejar uma aliquota do extrato em um pedaco de papel, expondo 0 meio a gases

de natureza alcalina e posteriormente acida. Caso a mancha retorne a cor inicial apos
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o procedimento, significa que existem antocianinas no extrato (MARCO; POPPI,
2008).

A espectrofotometria (UV-vis) € outra técnica amplamente empregada para
verificar a presenga de antocianinas em extratos vegetais. Nela é medido a absorgao
da luz por uma substancia em funcdo do comprimento de onda (FILHO et al., 2010).
As antocianinas, apresentam duas bandas distintas de absorcdo quando em meio
acido: uma banda menos intensa na faixa de 260 a 280 nm e outra mais intensa na
faixa de 465 a 550 nm (SILVA, 2015). Vale ressaltar que ambas as técnicas se limitam
a verificar a presenca de antocianinas na amostra, ndo sendo capazes de identificar

antocianinas individuais.
4.5.1 Identificacdo de antocianinas utilizando reacdo reversivel em papel

Para realizacdo desta técnica foram necessarios dois pequenos papéis de filtro,
recortados em formato retangular. Em ambos, utilizando uma pipeta Pasteur aplicou-
se uma gota do extrato, um exemplo deste procedimento pode ser observado na figura

14 abaixo.

Figura 14: Mancha do extrato no pedaco de papel.

Um dos papéis contendo a mancha do extrato sera a referéncia para a andlise
(A) e o outro sera exposto as transformacges quimicas (B). A comparacdo entre a
mancha de referéncia e aquela utilizada nas reacfes, possibilitara a validacdo da
técnica.

Segurou-se o0 segundo papel (B) com uma pinca e o levou até a capela de
exaustdo, expondo-o a vapores de amoénia. Este procedimento resultou em um

escurecimento da macha como demonstra a figura 15.
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Figura 15: Mancha de referéncia (A) x mancha exposta a vapores de amonia (B).

Logo apos, o segundo papel (B) foi novamente levado a capela de exaustéo,
entretanto, desta vez foi exposto a vapores de acido cloridrico, fazendo com que a cor

original retornasse como demostra a figura 16.

Figura 16: Mancha de referéncia (A) x macha exposta a vapores de HCI (B).

4.5.2 ldentificacdo de antocianinas utilizando espectrofotometria

Para realizacao desta técnica, foram necessarios 15 tubos de ensaio contendo
solugdes com pH de 0 a 14, que foram misturadas com o extrato aquoso de palha de
milho. A proporgcdo da mistura foi de 0,5 mL de extrato para 5 mL de solugéo.
Entretanto, essa mistura mostrou-se muito concentrada para este tipo de analise,
sendo necessario realizar uma diluicdo 1:10. Desta forma, foram coletadas as
aliquotas de 1 mL de cada tubo de ensaio e misturadas com 9 mL de agua destilada
em 15 novos tubos de ensaio.

Posteriormente, iniciou-se a andlise das amostras utilizando o

espectrofotdbmetro da marca Instrutherm (figura 17). As analises foram feitas de forma
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individual em cada uma das solucfes da faixa de pH, e a varredura dos comprimentos

de onda foi realizada manualmente no intervalo de 400 a 700 nm.

Figura 17: Espectrofotdmetro.

UV 2000A

O procedimento de analise consistia em colocar agua destilada em uma cubeta
de quartzo para representar o branco, alinhando-a ao feixe de luz do comprimento de
onda desejado, para calibrar o branco em 100% de transmitancia. Em seguida, outra
cubeta contendo a amostra desejada era exposta ao mesmo feixe de luz e a medida
de absorvancia era registrada para posterior constru¢cdo dos graficos. Esse
procedimento foi repetido diversas vezes, variando os comprimentos de onda em 50
nm por analise até realizar a varredura do intervalo de 400 a 700 nm em cada uma

das soluc¢des com pH distintos.

4.6 TESTES DOS EXTRATOS EM DIFERTENTES FAIXAS DE pH

Para a realizacdo dos testes, optou-se em fazer uma adaptacéo no planejamento
experimental de Terci e Rossi (2002). Dessa forma, foram escolhidas 15 soluc¢des
incolores com valores de pH entre 0 e 14. As solu¢des foram organizadas em ordem
crescente de pH em tubos de ensaio contendo 10 mL de solugédo cada, como pode
ser observado na figura 18. O sistema foi montado em triplicata, tendo em vista que
os testes foram realizados com trés extratos distintos: extrato em agua destilada,
extrato em etanol 96° GL e extrato em etanol 50% acidificado (HCI 1%).
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Figura 18: Solucdes com pH entre 0 e 14.

O primeiro extrato a ser testado foi aquele que utilizou agua destilada como
solvente. De forma individual, foi adicionado 0,5 mL de extrato em cada tubo de ensaio
e homogeneizado com agitador vortex. As cores encontradas podem ser visualizadas

na figura 19 a segquir.

Figura 19: Teste do extrato feito com 4gua destilada.

O segundo extrato a ser testado foi aquele que utilizou etanol 96° GL como
solvente. Seguindo os mesmos passos do teste anterior foram adicionados 0,5 mL do
extrato em cada tubo de ensaio e homogeneizado com agitador vortex. Resultando

nas cores apresentadas na figura 20 a seguir.



35

Figura 20: Teste do extrato feito com etanol 96° GL.

O terceiro e ultimo extrato a ser testado foi aquele que utilizou como solvente o
etanol 50% acidificado (HCI 1%). Os procedimentos experimentais também foram os
mesmos adotados anteriormente, desta forma, adicionou-se 0,5 mL de extrato nos
tubos de ensaio e os homogeneizou por agitacdo vortex, dando origem as cores
demonstradas na figura 21 a seguir.

Figura 21: Teste do extrato feito com etanol 50% acidificado (HCI 1%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 OBTENCAO E PLANTIO DAS SEMENTES DE MILHO.

Apesar de terem vindo do estado de Minas Gerais, a obtencdo das sementes de
milho da variedade Palha Roxa ocorreu de forma tranquila, pois foram compradas pela
internet e entregues no enderec¢o do autor. O custo total para adquirir 250g naquela
época foi de R$ 14,99, tendo em vista que a plataforma Shopee frequentemente
concede cupons de frete gratis para compras em seu site.

Ja o plantio das sementes foi um processo mais trabalhoso, tendo em vista que
foi necessério realizar a limpeza e preparacao do solo, além disso, durante o periodo
de cultivo era necessario manter a lavoura livre de ervas daninhas, sendo feita
limpezas frequentes e também realizando irrigacédo para garantir o desenvolvimento

das plantas.

5.2 COLHEITA, PROCESSAMENTO E ESTOCAGEM DAS PALHAS.

A colheita das espigas ocorreu cerca de 2 meses ap0s o plantio, e apesar de levar
um longo periodo, a experiéncia de cultivar um alimento e acompanhar as etapas do
seu crescimento foi extremamente gratificante. Uma parte dos grédos foi seca e
armazenada para preservar amostras do material genético, os demais foram
consumidos. Algumas palhas, ao invés de serem descartadas, foram separadas para
servirem de matéria prima na producado do extrato indicador natural &cido-base. Neste
processo, foram necessarias a utilizacdo de poucas espigas de milho, ja que uma
Gnica espiga € revestida por varias camadas de palha.

O processamento das palhas foi uma etapa muito importante, na qual, as palhas
foram secas, trituradas e guardadas. O processo foi simples e de baixo custo, ja que
a secagem foi feita utilizando o calor do sol, a trituracao foi realizada utilizando um
liquidificador doméstico e a armazenagem foi feita em um recipiente de vidro, fechado,
revestido em papel aluminio e filme plastico, e guardado na geladeira. Essas medidas
foram fundamentais na conservacdo da amostra, pois evitaram degradacdo das
antocianinas causada pela exposicéo a luz; a temperaturas elevadas; ao oxigénio; e

a fungos e bactérias.
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5.3 TECNICAS DE EXTRACAO

As trés técnicas empregadas para extragdo das antocianinas neste trabalho:
Extracdo com solucao de etanol 50% acidificada (HCI 1%); Extragdo com etanol 96°
GL e Extracdo com agua destilada, mostraram-se eficientes. Tendo em vista que os
solventes utilizados em cada uma delas era incolor, foi possivel evidenciar que os
extratos apresentavam cor roxa intensa apds o procedimento de extracdo (etapa 4
das figuras 11, 12 e 13), demonstrando que foram capazes de desprender as
antocianinas responsaveis pela coloracdo da amostra.

Os solventes utilizados possuem pouca (etanol) ou nenhuma (agua) toxicidade,
sdo de facil acesso e baixo custo. Os procedimentos experimentais sao simples,
rapidos e facilmente reproduziveis ou adaptaveis, ndo sendo necesséria a utilizacao
de equipamentos sofisticados ou a infraestrutura de um laboratério de Quimica. Além
disso, foi necesséario pequenas quantidades de solvente e amostra para se realizar

uma extracao.

5.4 IDENTIFICACAO DE ANTOCIANINAS

A deteccéo da presenca das antocianinas em extratos vegetais pode ser realizada
por meio de diversas técnicas a depender dos objetivos da analise. Tendo em vista
que o objetivo desse trabalho é analisar a utilizacdo do extrato das palhas das espigas
do milho da variedade Palha Roxa como indicador natural acido-base, foi importante
se certificar de que as substancias responsaveis pela variacdo de cor sao de fato as
antocianinas, jA& que na natureza existem outros compostos com coloracdo
semelhante, como por exemplo as betacianinas que déo cor as beterrabas.

A técnica da reacao reversivel em papel, mostrou ser um procedimento eficaz,
simples e rapido. Tendo em vista que a cor da mancha B voltou a ser rosa como a cor
da mancha de referéncia A (figura 16), ficou constatado a presenca de antocianinas
na amostra do extrato. Entretanto, vale destacar que a aplicacao desta técnica requer
alguns cuidados como a utilizagao de capela exaustora, para evitar acidentes com os
vapores nocivos a saude.

Outra técnica, desta vez mais sofisticada, que também se mostrou extremamente
eficaz foi a espectrofotometria (UV-vis). Com os dados coletados nas anélises de cada

solucédo de pH distinto nos comprimentos de onda de 400 a 700 nm, foi possivel plotar
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no software Orange, com o auxilio do Prof. Almir Ribeiro de Carvalho Junior, os

graficos 1 e 2 a sequir.

Gréfico 1: Absorvancia x comprimento de onda nas faixas de pH de 0 a 6.
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Gréfico 2: Absorvancia x comprimento de onda nas faixas de pH de 7 a 14.
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A partir do grafico 1, em meio acido, foi possivel observar os maximos de absorcao
na regiao de 500 nm. Ja no grafico 2, com o aumento do pH, observa-se o surgimento
de uma nova banda na regido de 600 nm. Isso pode ser explicado pela presenca do
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cation flavilium e da base quinoidal respectivamente, sendo essas espécies, as unicas
coloridas em solucao aquosa. (SILVA, 2015). Esse comportamento grafico comprova

a presenca de antocianinas no extrato analisado.

5.5 TESTES DOS EXTRATOS EM DIFERTENTES FAIXAS DE pH

Um dos critérios iniciais deste procedimento, foi escolher apenas solucfes
incolores para construir a faixa de pH. Tendo em vista, que o extrato ja possuia
coloracao propria, foi importante que as solucdées nao tivessem cores, para que as
cores resultantes da mistura extrato-solugcdo fossem sempre as mesmas naquelas
condic¢des, podendo assim elaborar uma escala de pH padréo. Apos os testes de cada
um dos extratos, foi possivel desenvolver trés escalas de pH distintas como

demonstram as figuras 22, 23 e 24.

Figura 22: Escala de pH do extrato feito com 4gua destilada.

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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Figura 23: Escala de pH do extrato feito com etanol 96° GL.

6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 24: Escala de pH do extrato feito com etanol 50% acidificado (HCI 1%).

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Apesar de os extratos terem sido feitos da mesma amostra, foram encontradas
trés escalas diferentes. Isso pode ser explicado pela forma, como os extratos foram
feitos, utilizando solventes e técnicas distintas. Além disso, o pH de cada extrato foi
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diferente, o que pode ter influenciado nas cores finais. Visualmente, a escala que
apresentou cores mais intensas e definidas foi aquela que utilizou o extrato feito com
agua destilada (figura 21). Este resultado mostra-se interessante, tendo em vista que
na literatura o extrato que apresentaria maior concentracéo de antocianinas seria o do
etanol 50% acidificada (HCI 1%), porém visualmente ndo apresentou as melhores
cores na escala.

Em ambas as escalas no meio 4cido, pH < 3, pode-se observar a coloracao
avermelhada. Isso pode ser explicado, pois a estrutura basica das antocianinas (cation
flavilium) apresenta essa cor nesses valores de pH. Conforme o pH aumenta em torno
de 6, o cétion perderd um proton e sofrera hidratacdo, originando o carbinol que é
incolor, explicando os tons mais claros da escala. Para pH > 6, o cation perdera
prétons, formando a anidrobase de cor violeta, que posteriormente, em pH > 9
assumira a cor azul, explicando a mistura de cores nesse intervalo. Além disso, para
valores de pH acima de 12, ocorre a quebra do anel de pirano e a formacdo das
chalconas de coloragdo amarela (ALBARICI; PESSOA; FORIM, 2006).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho se insere no contexto da quimica verde, uma abordagem que busca
desenvolver processos quimicos sustentaveis, com menor impacto ambiental e maior
eficiéncia. A quimica verde enfatiza a utilizacéo de recursos renovaveis, a reducao do
consumo de substancias téxicas e a minimizacdo da geracdo de residuos. Nesta
l6gica, com essa pesquisa foi possivel obter resultados relevantes que contribuem
para a compreensdo e aplicacdo dos extratos da palha de espigas do milho da
variedade Palha Roxa como indicador natural 4cido-base.

No decorrer deste trabalho, foram alcancados o0s objetivos especificos
estabelecidos. Primeiramente, os extratos da palha das espigas de milho foram
preparados utilizando diferentes solventes, como agua destilada, etanol 96° GL e
etanol 50% acidificado (HCI 1%). Em seguida, foram realizadas analises para verificar
a presenca de antocianinas nos extratos, utilizando a reagéo reversivel em papel e a
espectrofotometria UV-vis. Esses métodos permitiram confirmar a presenca desses
compostos nos extratos da palha de espigas de milho, evidenciando seu potencial
como indicador natural.

Outro objetivo especifico foi testar os extratos em solu¢des com diferentes valores
de pH. Esses testes revelaram a capacidade dos extratos em apresentar diferentes
tonalidades de cor, dependendo do pH da solucdo. Essa resposta visual fornece
informacgdes sobre a acidez ou basicidade da solucéo, tornando os extratos da palha
de espigas de milho uma alternativa viavel aos indicadores sintéticos convencionais.

Além disso, foram criadas escalas de pH para o0s extratos analisados,
possibilitando uma referéncia visual na determinacao do pH das soluc@es. Diante dos
resultados obtidos, conclui-se qualitativamente que o extrato feito com agua destilada
como solvente e pela técnica de decocc¢édo, apresentou cores mais nitidas na escala
de pH. Nesta logica, por utilizar um solvente renovavel, atoxico e de facil acesso,
recomenda-se seu uso no contexto educacional.

Por fim, este trabalho contribui para o avanco do conhecimento na area de
indicadores naturais e incentiva a continuidade de pesquisas relacionadas ao uso da
palha de espigas do milho da variedade Palha Roxa como recurso sustentavel em
diversos contextos. A aplicacdo desses indicadores naturais ndo apenas reduz a
dependéncia de produtos quimicos sintéticos, mas também aproveita um recurso

local, que geralmente € considerada um subproduto agricola sem valor comercial.
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