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Application of the Extract of Cocoa Seed (Theobroma Cacao. L) As an
New Indicator in Acid-Base Titrations

Abstract: In this study we propose the use of a natural indicator obtained from the
seeds of plant found abundantly in the southern of Bahia, Brazil, Theobroma cacao L.
(cocoa). The extract containing the dyes from cocoa seed was applied as indicator in
several acid/base titrations, and the results were compared with values obtained in
potentiometric titrations and using phenolphthalein as an indicator of reference. The
methodologies involving weak and strong acids were applied with chemistry graduate
students of State University of Santa Cruz in llhéus, Bahia, Brazil.

Keywords: Natural indicator; Acid/base titration; Anthocyanins; Cocoa.

Resumo

Neste trabalho, foi proposto a utilizacdo de um indicador natural obtido das sementes
do Theobroma cacao L. (cacau) que é uma planta encontrada em abundancia no sul da
Bahia, Brasil. O extrato que contém os corantes a partir de sementes de cacau foi
aplicado como indicador em titulagdes acido / base, e os resultados foram comparados
com os valores obtidos na titulacdo potenciométrica e utilizando a fenolftaleina como
um indicador de referéncia. As metodologias que envolvem 4cidos fracos e fortes
foram aplicadas com os alunos de pds-graduacdo de Quimica da Universidade Estadual
de Santa Cruz, em Ilhéus, Bahia, Brasil.
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1. Introdugao

As antocianinas (ATC) (do grego: anthos =
flores; kianos = azul), pertencentes a classe
dos flavonoides, sd3o os pigmentos
responsaveis pela coloragcdo exibida por
flores e frutos. ™ Todas as ATC sdo derivadas
da estrutura basica do cation flavilium
apresentado na Figura 1, deficiente em
elétrons e, portanto, muito reativo.*

As ATC compde um dos mais importantes
grupos de pigmentos de origem vegetal e sdo
encontradas em maior quantidade nas
angiospermas.”® Atuam como filtro das
radiagcGes ultravioletas nas folhas e em certas
espécies de plantas estdo associadas com a
resisténcia aos patégenos e atuam
melhorando e regulando a fotossintese.” As
fungdes desempenhadas pelas ATC nas
plantas sdo variadas: antioxidantes, protecao
a acdo da luz, mecanismo de defesa e funcdo
bioldgica. As cores vivas e intensas que elas
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produzem tém um papel importante em
varios mecanismos reprodutores das plantas,

Vo

também apresentam propriedades
farmacoldgicas, sendo utilizadas para fins

tais como a polinizagio e a dispersdo de terapéuticos.>’ J& foram comprovados
sementes. As ATC podem ser encontradas em  cientificamente seus efeitos
alimentos industrializados, na qual sdo anticarcinogénico,lo'11 antioxidante,®*** e
empregadas como corantes nhaturais e antiviral.”

®

I

N

Figura 1. Estrutura basica do cation flavilium

As diferentes cores exibidas pelos vegetais apontadas em relacdo a utilizacdo de

que contém ATC dependem da influéncia de
diversos fatores, como a presenca de outros
pigmentos, a presenca de quelatos com
cations metalicos e o pH do fluido da célula
vegetal. A utilizaggo das ATC como
indicadores naturais de pH em
determinacbes analiticas e quantitativas é
possivel devido a sua propriedade de
apresentar cores diferentes dependendo do
pH do meio reacional.’®"’

Os indicadores acido-base ou indicadores
de pH sdo substancias organicas fracamente
acidas (indicadores acidos) ou fracamente
basicas (indicadores basicos) que apresentam
cores diferentes para suas formas protonadas
e desprotonadas; isto significa que mudam
de cor em fungdo do pH do meio onde
estdo.”® O uso dos indicadores naturais foi
introduzido no século XVII por Robert Boyle.
Este cientista preparou um licor de violeta,
gotejou-o sobre um papel branco e, em
seguida, adicionou algumas gotas de vinagre.
Apds este procedimento, observou que o
papel tornou-se vermelho. Além disso,
constatou que em solugGes basicas, o papel
impregnado com o extrato de violetas
tornava-se verde.” Boyle definiu 4cido como
qualguer substancia que torna vermelho os
extratos de plantas. Depois de Boyle,
surgiram varias definicdes tedricas sobre
acidos e bases, como as de Arrhenius,
Brgnsted-Lowry, Lewis, Usanovich, Lux-Flood
e Pearson.'®

Algumas das vantagens que podem ser

indicadores naturais, em substituicdo aos
indicadores convencionais, incluem o fato
dos indicadores naturais estarem disponiveis
em tecidos vegetais de vdrias espécies de
plantas facilmente encontradas na natureza.
Além disso, por serem naturalmente
encontrados no meio ambiente, esses
corantes causam menor impacto ambiental
guando descartados. Quimicamente, o fato
de serem consideravelmente sollUveis em
agua facilita a preparacdao do indicador na
forma de solugdo e acelera sua
decomposicido no meio ambiente.*

O uso de corantes naturais no ensino de
guimica tem sido proposto frequentemente.
As principais vantagens estdo relacionadas ao
despertar do interesse dos estudantes para o
conteldo abordado, devido a coloragao
natural das espécies quimicas contidas nos
tecidos vegetais e suas mudancas de cor em
funcdo do pH.?>?* Some-se a isto o fato de
usar algo presente no cotidiano dos
estudantes para esta finalidade, ligando a
guimica ao seu dia-a-dia. A relacdo entre as
substancias quimicas e suas cores para o
ensino de alguns contelddos de Quimica, tais
como funcgBes inorganicas, reagdes quimicas,
equilibrio i6nico e pH, é um tema que vem
sendo explorado por varios professores de
Quimica em nosso pais, e muitos desses
pesquisadores utilizaram plantas comuns de
suas regides ou até mesmo legumes para
produzirem formas alternativas de se
verificar o pH de diferentes solucdes.”
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Nesse contexto varios autores, tém se
preocupado em explorar o potencial desses
corantes para o ensino de quimica. Uma das
iniciativas foi desenvolvida pelo Grupo de
Pesquisa em Educacdo Quimica (GEPEQ-USP)
gue apresentou uma proposta empregando
extrato de repolho roxo como indicador de
pH.” Couto e colaboradores (1998)%*
propuseram o uso de pigmentos extraidos de
flores no ensino de Quimica. Nesta mesma
linha, Gouveia-Matos,”’ realizou um estudo
qgue trata da mudanca das cores de extratos
de flores e do repolho roxo. Soares e
Cavalheiro,”® destacaram a aplicacdo de
extratos brutos de flores e casca de feijao
preto em aulas experimentais de volumetria
acido-base. Terci e Rossi,'® relataram as
escalas de cores para diferentes pHs a partir
dos extratos de amora, jabuticaba, jamboldo
e uva. Cuchinski e colaboradores (2010)*
investigou o comportamento do extrato
aquoso e alcodlico da beterraba como um
indicador acido-base. Em trabalho posterior,
Cortes e colaboradores (2007)*° estudaram
titulagdes espectrofotométricas de sistemas
acido-base, utilizando extrato de flores
contendo  antocianinas. Guimaraes e
colaboradores (2012)* também estudaram
diferentes extratos vegetais para aplicacdo
em titulagdo acido-base e identificagdo via
cromatografia liquida e Espectrometria de
massa.

Nesse sentido procuramos desenvolver
nosso estudo com um fruto tipico das regides
sudeste e sul do Estado da Bahia, onde a
pesquisa foi desenvolvida. Assim, avaliou-se
o potencial do extrato de améndoa de cacau
(Theobroma cacao L.) em estudo de sistemas
acido-base. Levando em consideragdo a
disponibilidade do objeto de estudo na
regido, espera-se dessa forma despertar nos
alunos o interesse pela pesquisa regional e
demonstrar a aplicabilidade do material
didatico produzido no estudo de titulacGes
acido-base, verificando sua eficiéncia frente a
indicadores convencionais.

Costa, V. C. et al.

2. Experimental

2.1. Equipamentos

Para as medidas de pH das solugbes de
trabalho foi utilizado um pHmetro HANNA,
modelo pH 21 (Vila Formosa, Brasil),com
resolucdo de 0,01 unidade de pH que foi
calibrado com solugées tampdo padrao da
marca Hanna (pH 4,0 e 10,0). Também foi
utilizado um rota evaporador Fisaton modelo
802 A (Lauro de Freitas, Brasil)para a
eliminagdo do solvente. A obteng¢dao dos
espectros de absorcdo molecular em
diferentes valores de pH foi realizado
utilizando um  Espectrofotometro  de
absorcdo molecular no UV-Vis da marca
Thermo Fischer Scientific, modelo Aquamate-
Plus (EUA) e cubeta de quartzo com caminho
6tico de 10 mm.

2.2. Reagentes e solugdes

Agua deionizada foi utilizada no preparo
das solugGes. Todos os reagentes foram de
grau analitico (P.A.). As solugdes de acido
cloridrico (HCl)e hidréxido de sédio (NaOH)
fornecidos pela Merk, foram preparadas, em
concentragdes proximas de 0,1 mol L' e
foram  utilizadas nas  titulagdes. O
hidrogenoftalato de potdssio (Sigma-Aldrich)
foi usado como padrdao primario na
padronizacdo da solu¢do de NaOH. Também
foram preparadas solugdes de HClI e NaOH
em diferentes valores de pH, que foram
utilizadas nas medidas de absorcao molecular
na regido do visivel. Diariamente, antes de
iniciar os experimentos, determinava-se o pH
destas solu¢cdes empregando-se eletrodo de
vidro e o pH-metro. O vinagre de alcool foi
utilizado para a determinagcdo de 4cido
acético em vinagre e foi obtido em um
mercado local.
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2.3. Obtengao do Extrato Bruto

As améndoas de cacau foram adquiridas
junto ao Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC), setor da Comissdo Executiva do
Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC),
localizada na rodovia Jorge Amado km 20,
Ilhéus, regido Sudeste da Bahia.Os extratos
podem ser preparados com as améndoas
recentemente retiradas do fruto ou se forem
congeladas. Para obtencdo do extrato bruto
foram utilizadas trés améndoas que foram
trituradas num grau com pistilo e maceradas
por 10 minutos imersas em cerca de 150,0
mL de alcool etilico a 90 % (v/v). Em seguida,
o extrato foi filtrado,evaporado em
evaporador rotatério até obtencdo de um
liquido viscoso com aproximadamente 15,00
mL, que foi acondicionado em frasco de vidro
ambare conservado em geladeira, com
temperatura controlada para
aproximadamente 10°C. Dependendo da
disponibilidade do tempo, os estudantes
podem preparar o extrato bruto antes do
experimento ou, alternativamente, uma
equipe instrutora pode prepara-lo e fornecé-
lo para os estudantes no inicio da aula.

2.4. Caracteristicas

indicador

espectrais do

Os espectros das solugdes contendo o
corante foram obtidos na regido do visivel em
diferentes valores de pH, para determinagdo
dos comprimentos de onda de maxima
absor¢do e para avaliar as mudangas
espectrais em fung¢dao do pH. Para obter os
espectros de absor¢cdo preparou-se uma
solucdo contendo 3 gotas de extrato bruto
dissolvidos em 10,00 mL de agua deionizada.
Foram preparadas 10,00 mL de cada solucgao
de trabalho em pH 2,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e
10,0; adicionando-se 1,0 mL da solugao
indicadora. Os espectros foram obtidos na
regido entre 400 nm e 700 nm.

2.5. Sujeito da pesquisa

Vo

As atividades abaixo descritas foram
aplicadas  pelos alunos nas aulas
experimentais do componente curricular
Quimica Analitica Quantitativa do curso de
Licenciatura em Quimica da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC). Os alunos
trabalharam sob a supervisdo dos autores e
do docente responsdvel. Procurou-se intervir
o minimo possivel nos resultados obtidos,
respeitando a habilidade e os conhecimentos
dos alunos. Antes da pratica foi feita uma
prelecio (aproximadamente 20 minutos)
sobre o procedimento de titulagdo,
indicadores, seu uso e propriedades, e
discutiu-se a analise e interpretacdo dos
dados obtidos.

2.6. Titulagdo potenciométrica

Inicialmente, com uma pipeta
volumétrica, transferiu-se 20,00 mL de
solucdo de HCI 0,1 mol L™ para um béquer de
250,0 mL. Adicionou-se 3 gotas da solucdo
indicadora e o sistema foi agitado com auxilio
de agitador magnético . Em seguida, o acido
foi titulado com solugcdo padronizada de
NaOH 0,1 mol L. Durante a adicao do
titulante anotou-se a cor e o pH do sistema e
a titulacdo foi realizada em triplicata com o
indicador proposto e com a fenolftaleina.

2.7. Titulagdes de neutralizagio com o
indicador de cacau

A solugio de NaOH 0,1 mol L* foi
padronizada usando-se hidrogenoftalato de
potdssio como padrdo primario, o qual foi
previamente seco em estufa a 110 °C por
duas horas. As titulagdes foram efetuadas
usando-se aproximadamente 0,3000 g de
padrdo primario acrescido de 20,00 mL de
dgua e 3 gotas da solugdo indicadora do
extrato de améndoa de cacau. As titulacGes
foram realizadas em triplicata e o mesmo
procedimento foi realizado para a
determinacdo do teor de acido acético em
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vinagre de dlcool. Todos os experimentos
também  foram  realizados com a
fenolfetaleina, para efeito de comparacao.

3. Resultados e discussao

O uso dos corantes naturais em cursos de
quimica geral e de quimica analitica podem
enriquecer sobremaneira a discussao,
aproveitando a curiosidade e o interesse
despertado nos estudantes pelo uso de
indicadores alternativos. A aten¢dao dos
estudantes para o trabalho experimental
também fica agucada pela expectativa em
relagao aos resultados, com excelente efeito
sobre o entendimento dos procedimentos
experimentais e os conceitos abordados.

Costa, V. C. et al.

3.1. Caracteristicas

indicador

espectrais do

O fendbmeno de absorc¢do de radiagdo por
uma substancia pode também, ser
demonstrado pela utilizacdo de extratos de
vegetais com cor caracteristica. A
modificacdo da cor de extratos vegetais em
funcdo da alteragdo do pH do meio pode ser
associada a modificacdo dos espectros desses
extratos. Ou seja, relacionar a cor do extrato
numa solucdo em determinado pH com as
bandas de maior absor¢do da referida
solugdo. Deve-se lembrar de que a banda de
maior absorgdo é correspondente a cor que a
solu¢do absorve, porém, a cor que
enxergamos é a respectiva cor
complementar. A Figura 2 apresenta as
diferentes cores do extrato em solugdes com
valores diferentes de pH.

pH 2 pH 5

pH 6

pH 8 pH 10

Figura 2. Varia¢do na cor do extrato de améndoas de cacauem solugdes aquosas com
diferentes valores de pH

Pode-se observar, na Figura 3, que o
comprimento de onda do maximo de
absor¢do (M) se desloca com a variagdo do
pH. Quimicamente, os deslocamentos do A
de absorcdo estdo relacionados com as
diferengas nas estruturas das antocianinas
provocadas pela mudanca na acidez do meio,
resultando em espectros de absorgdo
diferentes. Assim, observa-se que em meio
acido destaca-se a coloragao vermelha em pH

2,0, passando a rdsea em pH 50 e
diminuindo o valor de absorvancia na regido
de comprimentos de onda entre 500 nm e
550 nm, onde hd o predominio da estrutura
catidnica. Aumentando-se o pH, a cor muda
para verde-amarelado em pH 8,0com A
entre 430 nm e 440 nm. Em valores de pH
mais elevados observa-se a formacdo de
chalcona de coloragdo amarela com A
entre 415 nm e 430 nm.
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Figura 3. Espectros de absorcdo do extrato de améndoas de cacau em solucdes aquosas com
diferentes valores de pH

Estas observacbes condizem para as
antocianinas  (3-B-galactosil- e = 3-a-
arabinosil-cianidina) encontradas na
améndoa de cacau por serem formadas por
apenas uma aglicona (cianidina) o que pode
justificar as diferencas encontradas em
relagdo as cores e valores de pH.*® Baseados

o~ acucar

Chalcona ionizada

OH

neste fato, podemos afirmar que os dados
encontrados sdo semelhantes com os relatos
da literatura em que, o comportamento para
as antocianinas em fung¢do da variagdo do pH
ocorre de acordo com o mecanismo descrito
na Figura 4.

Anidrobase ionizada

Figura 4. Possiveis transformacdes estruturais das antocianinas da améndoa do cacau em meio
aquoso em funcdo do pH (adaptado de MARCO, 2008)*
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3.2. Titulagdo potenciométrica

Um aspecto importante a ser abordado
esta relacionado com o tipo de titulacdo
acido-base no qual o indicador pode ser
utilizado. Quando um indicador possui
intervalo de pH para mudanga de coloragao
localizado na regido ligeiramente 4acida ou
neutra na escala de pH (5 < pH < 7), o uso
desse indicador é recomendado nas
titulacdes de base fraca por acido forte, pois
o ponto final nesse tipo de titulacdo ocorre
em pH ligeiramente acido a neutro; quando o
indicador possui o intervalo de pH para a
mudanca de coloracdo localizado na regido
ligeiramente basica (7 < pH < 9), o uso desse
indicador é recomendado nas titulagdes de
acido forte por base forte e nas titulacdes de
acido fraco por base forte, pois neste ultimo,
o ponto final da titulacdo acontece em um pH
ligeiramente alcalino.”

A partir dos resultados obtidos nas
titulagdes potenciométrias, é possivel avaliar
o valor de pH no ponto de equivaléncia, o
volume necessdrio da solucdo de NaOH 0,1
mol L™ para a neutralizagdo, e o ponto de

ApH/Av

0 - E-g-m-E-E-E-g-E-E-E-g-E-g-E-g-E-E
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viragem. Os resultados consistiram em
determinar o ponto exato em que o HCl e o
NaOH, ambos 0,1 mol L, encontraram-se
presentes em quantidades equivalentes,
determinando assim o ponto de equivaléncia.

A curva de titulacao obtida
experimentalmente é apresentada na Figura
5.Aplicando-se o método de derivadas é
possivel identificar o volume exato de NaOH
no ponto de -equivaléncia da titulagdo.
Conforme apresentado na Figura 5 e 6, o
ponto de equivaléncia da titulagao é atingido
em um volume médio de 19,30 mL da
solucdo de NaOH 0,1 mol L™. Visualmente, o
ponto de viragem do indicador é atingido
num volume médio de 19,60 mL do titulante,
em pH 7,4(Figura 7), o que representa uma
diferenga de 0,40 mL entre o valor obtido
pela titulacdo potenciométrica e pelo
titulagdo visual usando o indicador. Essa
diferenga equivale a um erro relativo de + 2,1
%, valor muito baixo e considerado aceitavel.
Assim, o indicador proposto pode ser
aplicado em titulagdo cuja regido de viragem
ocorre em valores de pH ligeiramente bdasico
(7<pH<?9).

Ver=1930mL ——— =

0 5 10

15 20 25

Volume de NaOH (mL)

Figura 5. Derivada primeira da titulacao
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Figura 7. Curva de titulacdo de NaOH x HC| 0,1 mol L™

Um fato interessante observado durante a
titulagdo potenciométrica foi que, o indicador
utilizado  apresentou  diminuicio  da
intensidade da coloragdo vermelha, a
medida que o pH do meio aumentava em
funcdo da adicdo de base, até deixar o
sistema incolor em pH 6,0. Com a adicdo de
mais solugdo alcalina o sistema assumia a
tonalidade verde clara, indicando ter sido
atingido o ponto de viragem, sugerindo
predominio da forma alcalina em relagdo a
forma acida do indicador, o que ocorreu em
pH acima de 7,0. Depois que o ponto final da
titulacdo é atingido e a adicdo da solucdo
basica continuava, a coloracdo assumiu uma
tonalidade amarela-esverdeada até o

predominio da coloracdo amarelada. Com a
permanéncia do extrato em meio bdsico, a
cor amarela fica irreversivel, indicando que o
corante ja perdeu a sua fungdo de indicador,
decorrente da formagdo de chalcona cuja
estrutura se forma pela abertura do anel.”

3.3 Titulagbes de neutralizagdo com
indicador de cacau

O indicador proposto foi aplicado na
padronizagdo de solugdo de NaOH 0,1 mol L™
e para a determinacdo do teor de acido
acético em vinagre comercial, pois, de acordo
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com as caracteristicas espectrais, da titulacdo
potenciométrica e da variagdo na coloragao,
o indicador de extrato de améndoa de cacau
apresenta mudanca brusca de coloragdo
localizado na regido de pH ligeiramente
basica (7 < pH < 9), sendo util em titulagOes
envolvendo acidos fraco ou fortes com bases
fortes. As Tabelas 1 e 2 apresentam os
resultados obtidos nas padroniza¢Ges

Costa, V. C. et al.

realizadas com o indicador proposto e com a
fenolftaleina. A avaliacdo pelo teste t
pareado demonstra que os valores obtidos
com o0s indicadores ndo apresentam
diferenga estatisticamente significativa pois,
os valores de t calculados (0,63; 0,53; 0,91)
para os resultados obtidos sdo menores que
o valor de t tabelado (4,30) a um nivel de 95
% de confianga.

Tabela 1. Padronizag3o da solucdo de NaOH 0,1 mol L™ com hidrogenoftalato de potéssio

Replicata Fenolftaleina Extrato de améndoa de cacau
Volume gasto  Conc. encontrada  Volume gasto Conc. encontrada
(mL) (mol L™) (mL) (mol L)
Replicata 1 22,20 0,1107 22,30 0,1097
Replicata 2 22,10 0,1091 22,45 0,1093
Replicata 3 22,30 0,1055 22,20 0,1107
Média 22,20 0,1084 + 0,0026* 22,31 0,1099 £ 0,0007*

*Média + desvio padrdo para n=3

Tabela 2. Determinacdo do teor de acido acético em vinagre pela titulagio com NaOH 0,1

mol L
Replicata Fenolftaleina Extrato de améndoa de cacau
Volume gasto Conc. encontrada Volume gasto Conc. Encontrada
(mL) (% m/v) (mL) (% m/v)
Replicata 1 14,75 4,75 14,95 4,88
Replicata 2 14,80 4,77 14,95 4,88
Replicata 3 14,75 4,75 14,85 4,85
Média 14,76 4,75 + 0,0115* 14,91 4,87 +0,1173

*Média + desvio padrdo para n=3.

4. Conclusoes

Tendo em vista os resultados obtidos,
pode-se concluir que o extrato bruto obtido
da améndoa de cacau apresenta
potencialidade didatica para demonstragdo
do comportamento de substancias naturais
como indicadores em titulacdes acido-base e
para a determinacdo de acido acético em
vinagre. Dessa forma, o indicador de cacau
surge como uma alternativa na substituicao

de alguns dos indicadores convencionais
tradicionalmente utilizados, principalmente
pela sua disponibilidade na regido de llhéus-
BA, onde a pesquisa foi realizada. Além disso,
a utilizacdo de indicadores naturais estaem
consonancia com os principios da quimica
verde, no qual se sugere o consumo de
menos reagentes quimicos sintéticos e a
geracdo de residuos menos perigosos.

As atividades experimentais deste
trabalho podem ser empregadas
didaticamente para favorecer a articulacdo
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entre teoria e pratica no ensino superior,
valorizando a pesquisa individual e coletiva,
atendendo as Diretrizes Curriculares para os
Cursos de Graduacdo e como um tema
interdisciplinar no ensino médio, atendendo

as recomendacgdes dos Parametros
Curriculares Nacionais. A
interdisciplinaridade  deste  experimento

consiste desde os procedimentos da quimica
analitica e organica, até conceitos de biologia
(classificacdo botanica) e geografia (tipo de
clima e solo para o cultivo destas espécies),
relacionando uma grande quantidade de
informagdes relevantes aos alunos de um
modo interessante, atraente e
contextualizado.
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