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RESUMO

Este artigo descreve um experimento simples, envolvendo a ex¢ragfaracao de clorofilas
e carotenos de folhas vegetais por meio da técnica de cromaqegfarativa. Este ensaio
pode ser utilizado para o ensino de quimica organica em diversos de graduacdo. Nesta
pratica foram utilizadas placas com silica gel e os solvhatemo e acetona. A técnica permite
que os alunos visualizem de forma rapida e pratica o resultado da cromafogpiativa.

Palavras chave Cromatografia. Quimica organica. Pigmentos vegetais. Ensino. Aula Pratica

SEPARATION OF CHLOROPHYLLS AND CAROTENOIDS AS A TOOL FOR
INSTRUCTION IN PREPARATIVE CHROMATOGRAPHY

ABSTRACT

This article describes a simple experiment involving the eddraand the separation of
chlorophylls and carotenoids from plant leaves by preparative ctography technique. This
essay can be used for the teaching of organic chemistigrious undergraduate courses. In
this practice were used plates with silica gel and hexalwergs and acetone. The technique
allows students to view a fast and practical way the result of preparativeatbgoaphy.

Keywords: Chromatography. Organic chemistry. Vegetable pigments. Edaoca&ractical
class.
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1 INTRODUCAO

Cromatografia pode ser definida como método fisico-quimico de sapacke
componentes de mistura complexa, com o0 uso de duas fases irsigsgheeestacionaria e outra
moével (COLLINS et al, 2006). Existem vérias técnicas cromatografieasapo resultado de
combinacgdes entre diferentes fases estacionarias e fases méveisND&E@A 1998).

Uma destas técnicas € a cromatografia em camada garepaque € utilizada com o
objetivo de purificar substancias. Entre as fases estaciondlislat a silica € a mais comum,
no preparo, ela é depositada sobre uma placa suporte de vidro com tamanbim ate220cm,
aplicada com espessura de 1,0 milimetro, em seguida ocorre ansecatjeacdo em estufa
(DEGANI et al, 1998).

As clorofilas e carotenoides sédo pigmentos envolvidos na fotossimteBeam
armazenados nos cloroplastos que sdo as organelas onde ocorre o ptrEsatéfico. Com
0 processo de maceracao de tecidos vegetais com solventes orgamicss pomo acetona,
etanol, metanol e acetato de etila, ocorre o rompimento das bgegfie estas moléculas e
assim elas sao liberadas destas estruturas celulares (STRIEIZ095).

Em 1818, Pelletier e Caventou propuseram que a substancia verdaaedé&rdolhas
com auxilio de alcool fosse chamada de clorofila (STREIT,e2C4l5). Estas podem ser
classificadas enmg, b, c ed, no entanto, apesar de receberem diferentes denominacdes, ambas
possuem estrutura quimica semelhante: quatro anéis pirrolicoareelimociclico e no interior
h&a um atomo de magnésio (LANFER-MARQUEZ, 2003). Conforme pode savalisena
FIG. 1-A.

Além das clorofilas, hd também os carotenoides, que tém este devitlo estarem
presentes em grande quantidade em cenoDeagl\s carota), ja foram descritos cerca de 600
tipos de carotenoides, entre eles um que se destgtaarateno, que € um dos precursores da
vitamina A ou retinol (SILVEIRA et al, 2014). Apesar de tambémi@pdar da fotossintese é
designada como um “pigmento acessorio”, junto com a clorbfdaas ficobilinas (STREIT et
al, 2005).

Os carotenoides sao constituidos por cadeias de polienos isoprenomesjta@
unidades de cinco isoprenos unidos em um esqueleto central de 22 ataradmde e duas
caudas com 9 carbonos, resultando em uma molécula simétrica (BAEE al, 2014).

Conforme pode ser observado na FIG. 1-B.
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Figura 1-A - Estrutura quimica da clorofila Figura 1-B — Estrutura cuarotenoide

CH=CH, R

COOCH;
CHs HC H HeC H

Devido as clorofilas e carotenos serem facilmente visualizadosseparacao
cromatografica, sem necessitar de métodos adicionais paia@céeomo luz UV e reagentes
reveladores quimicos, elas podem facilitar o aprendizado da tédaeiceromatografia
preparativa.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver aula egpaairde facil
execucao, para ser utilizada em disciplinas que envolvam temgagwaa organica, e que nao
necessitasse de reveladores quimicos ou fisicos. A experi@msste na cromatografia
preparativa do extrato de folhas vegetais, que pode ser obtido facilmente comalgerdess
organicos, trituracdo/maceracdo das folhas e posterior fotraéara este ensaio foram
utilizados dois solventes: acetona e hexano, e silica como fasmoeatia nas placas

cromatograficas.

2 METODOS

2.1 Procedimentos gerais

Foram utilizados Solventes PA Vetec. O objetivo da aula foi demonstnatodo para
a realizacdo da cromatografia preparativa. Foram preparadas placamgréfitas de 10 cm
X 3 cm (FIG. 2-A). As placas de silica foram preparadas dilusitica gel 60 G sem
florescéncia em agua na proporcao 2:1, que, em seguida, foi aglddadso aparato de vidro
em espessura de um milimetro, deixou-se secar em temperahieat® e, em seguida, ativou-
se a silica com aquecimento em estufa a 130° C por duas horas.i¥ggEoahs placas foram

levadas ao dessecador até atingir temperatura ambiente.
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2.2 Preparo do extrato

Cerca de 50 gramas de folhas vegetais foram pesadas, enagetiuadas em cadinho
com auxilio de um pistilo, logo apds adicionou-se uma mistura de diexegtona (2:1) e a
solugéo obtida foi filtrada em funil usando algodao. Obtendo-se o extrat@ ara ser
aplicado nas placas (FIG. 2-B).

2.3 Separacao cromatografica

Ocorre em trés etapas: eluicao inicial, separagéo dos pigmentos e sdgigdda

2.3.1. Primeira etapa: eluicao inicial:Com auxilio de uma pipeta foi depositado o extrato
obtido sobre toda a extensao inferior da placa de cromatografigroginaadamente 0,5
centimetros da borda inferior (FIG. 2-C). Apds evaporar o solventeafpieeluida em cuba
contendo hexano (FIG. 2-D).

2.3.2. Segunda etapa: separacao dos pigment@g0s a primeira eluicdo foi observada a
presenca de duas regides com cores distintas na placa, uma gatdeamnarela (FIG. 2-E).
Com auxilio de uma espatula retirou-se as areas da placa quehaonts pigmentos,
separando em doisrlenmayers, um com a parte verde e outro com a parte amarela.
Adicionaram-se 5 mL de solucdo de hexano: acetona (2:1) enededaayer (FIG. 2-F),
estes foram colocados em banho-maria com ultrassom por 10 minutesge@ioe 0 material

foi filtrado para remocéao da silica.

2.3.3 Terceira etapa: segunda eluicad:oi realizada nova eluicdo com os liquidos obtidos na
segunda etapa, aplicou-se uma gota de cada um deles em sep#raslas na parte inferior da
placa de cromatografia em camada delgada (CCD) a aproxmeata0,5 cm da borda inferior,
conforme pode ser observado na FIG. 2-G. A placa de CCD pode ser prepansaesma
técnica usada para o preparado da placa de cromatografia pvepamatiiferenca € na

guantidade de silica depositada, que na CCD a camada é menos espessa.
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Figura 2-A — Placa de silica

Figura 2-B — Extrato para ser aplicado nas placas

Figura 2-C - Aplicacao do extrato nas placas

Figura 2-D - Eluicdo em cuba contendo hexano

Figura 2-E — Placa ap0s a 12 eluicéo

Figura 2-F — Erlenmayers com pigmentos separados na segunda etapa
Figura 2-G — Placa apés a 22 eluicao

Fonte: Material da pesquisa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Separacao dos pigmentos

Para analisar compostos em sistemas cromatogréaficos emuyerghrametro a ser
observado é a polaridade dessa substancia, pois isso influenciaddha €® solvente a ser
utilizado em cada etapa do processo (STREIT et al, 2005). Peagdextos pigmentos da
folha utilizou-se a acetona que € um solvente polar, pois a cloeofil@rotenos também
apresentam carater polar e assim pode-se obter boa extragdpagaentos do material foliar.

Apbs a 12 eluicao das placas, foi possivel verificar duas areas com colaliatiftss:
amarela e verde. A coloracdo amarela se deve a presencaotmades (FIG. 1-B), que
possuem cadeia carbdnica longa e com alto grau de insatura@@a éom tonalidade verde é
devido a presenca de clorofilase b (FIG. 1-A), suas estruturas sdo semelhantes, a Unica
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diferenca entre elas € que a cloroéilpossui um grupo metil (-CH3), e a clorofilano lugar
do grupo metil tem um grupo aldeido (-CHO). As cloroféas b possuem uma porfirina
contendo magnésio em seu centro, o que faz com que ela apresentganteriacforte com a
fase estacionaria (FONSECA; GONCALVES, 2004). Dessa forrag,téin tendéncia a ficar
mais retidas, enquanto os carotenos tendem a eluir mais raptdafieando localizados na
parte superior da placa, conforme pode ser observado na FIG. 2-E.

Através da observacdo da placa da 22 eluicdo pode-se percebeseparagao e
purificacdo dos pigmentos utilizando a técnica de cromatografianatea foi eficaz. Na FIG.
2-G é possivel observar claramente que os pigmentos foramdaepadequadamente, pois na
area onde foi aplicada a amostra que deveria conter apenadadaafica area observada foi
a que apresentava coloracdo verde, e na area onde foi aplicadé&@ guoecconteria 0s

carotenos foi visualizada apenas uma regiao com coloracdo amarela.

3.2 Aplicagéo em aula

Este experimento foi aplicado em aula pratica, na disciplina dedgle analiticos em
biotecnologia, do curso bacharelado em Ciéncias Biolégicas da UdadwsEstadual de
Montes Claros, com duracao de quatro horas, para dez alunos, divididos@duplas, todas
realizaram todas as etapas da prética. Apés a primeicd@lois pigmentos obtidos pelas cinco
duplas foram reunidos em um Uniedenmayer para o processo de concentracdo em banho-

maria.

4 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel perceber que com o uso de materipiesi como folhas
vegetais, € possivel preparar aulas praticas interessantes, obtendo bons resultsius e e
cromatografia preparativa e de cromatografia em camadmdiel Nessa pratica, pode-se
combinar ainda com a discussao de outros temas, como a import&sea pigmentos para

as plantas, abordando também fenémenos envolvendo interagdes intermoleculares.
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