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Este artigo descreve um experimento simples envolvendo a extracao
de carotenos e clorofilas do espinafre e a separacao desses
constituintes através de técnicas cromatograficas utilizando giz.

p cromatografia, extragdo, isolamento «

clorofila é facilmente identifi-
cada nas plantas, pois é ares-
ponsavel pela coloracéo verde
das mesmas. A clorofila a ¢ a mais
abundante no reino vegetal, sendo en-
contrada, juntamente com a clorofila
b, numa proporcao de 3:1, respectiva-
mente.

O mais conhecido dos carotenos é
0 B-caroteno, com ampla ocorréncia no
reino animal e vegetal, sendo normal-
mente encontrado nas plantas, junto
com a clorofila. E 0 mais importante
dos precursores da vitamina A e
utilizado como corante na industria
alimenticia. As estruturas das clorofilas

a e b e a do B-caroteno séao ilustradas
abaixo.

O experimento envolve a extragao
das clorofilas e carotenos presentes no
espinafre com o auxilio de solventes e
posterior emprego de técnicas croma-
togréficas para a visualizacéo e sepa-
racao desses componentes.

Giz triturado fara o papel da silica
ou alumina, normalmente empregados
como fase estacionaria de uma coluna
cromatogréfica, para efetuar a sepa-
racao dos carotenos e das clorofilas.

Materiais e reagentes

Cuba cromatografica ou vidro de
maionese de 250 g com tampa

2 giz inteiros

Acetona (etanol) e benzina (hexano
ou éter de petréleo)

Folhas de
espinafre fresco
Algodao

Tubo de vidro
ou seringa des-
cartavel

Frascos de

vidro para coletar
as fracoes
1 conta gotas ou pi-
peta de Pasteur

Procedimento

Preparo do extrato de
espinafre

Pese 50 g de folhas de

| HeC, H HiC H espinafre e transfira para um
CHz\)\/\/”(/\/’(/\)\ gral. Utilize uma mistura de

Clorofilas a: R=CHgz e b: R=CHO

benzina e acetona (8:2) e
triture as folhas com o auxilio
de um pistilo (em todas as

Figura 1: Estruturas do B-caroteno e das clorofilasaeb. etapas, a benzina pode ser
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substituida por éter de petréleo ou he-
xano). Separe a solugao verde obtida
por filtragao ou simplesmente transfira-
a lentamente para um recipiente de
vidro, separando-a das folhas de
espinafre.

Utilizagao de um giz para ilustrar o
processo envolvido na cromatografia
em camada delgada

Mergulhe vérias vezes e rapida-
mente a parte inferior do giz no extrato
preparado. Utilize um vidro de maio-
nese ou qualquer outro recipiente de
vidro vazio com tampa para efetuar o
desenvolvimento da cromatografia.
Adicione a benzina ao vidro de maio-
nese até cobrir o fundo do mesmo.
Insira 0 giz em pé, com a porgdo mer-
gulhada no extrato para baixo, no in-
terior do vidro, e tampe-o. Deixe o
solvente subir até atingir 1 cm do topo
do giz. Observe a coloracao das
regides obtidas.

Giz triturado como fase estacionaria
de coluna cromatografica

O resultado observado no processo
descrito acima sera empregado para

separacao de uma quantidade maior
de carotenos das clorofilas através da

Figura 2: Folha e extrato de espinafre.

Figura 3: Resultado da cromatografia no
giz utilizando benzina.
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técnica de cromatografia em coluna.
Triture 4 de um giz e adicione a
um béquer ou qualquer outro recipi-
ente de vidro, contendo 10 mL de ben-
zina. Agite a mistura obtida e transfira-
a, com o auxilio de um funil, para o
interior da coluna contendo um peda-
¢o de algodao em uma das extremi-
dades. A coluna de vidro utilizada
tinha didametro interno de 0,5 cm. Uma
seringa plastica descartavel pode
substituir a coluna de vidro. Espere até
a benzina atingir o nivel do recheio da
coluna, deixando o solvente escorrer
por acao da gravidade, evitando des-
sa forma uma compactagao maior do
giz triturado, o que tornaria a cromato-
grafia bastante lenta. Adicione, com
o auxilio de um conta-gotas ou de uma
pipeta de Pasteur, aproximadamente
3 mL do extrato de espinafre. Deixe
todo o extrato penetrar pela fase esta-
cionaria da coluna e adicione, lenta-
mente, a benzina. Colete toda a banda
amarela, mude o solvente para aceto-
na e colete a banda verde. O alcool

-<—— Benzina

~<——  Clorofila

- Giz
<—— Carotenos

20 cm
3cm

—<—— Algodao

etilico pode substituir a acetona,
apesar de se obter melhor resultado
com a acetona.

Comentarios

O experimento descrito é facilmente
executado em sala de aula ou labora-
tério e, utilizando materiais de facil
acesso, permite ao aluno entrar em
contato com varios conceitos envolvi-
dos, desde a extracdo de compostos
de plantas com o auxilio de solventes
até a cromatografia do extrato obtido.
Conceitos como solubilidade, polarida-
de, coeficiente de particao, adsorcao
e fator de retengao (R) podem ser
abordados durante a execugao do
experimento, que também proporciona
ao aluno o conhecimento de uma
poderosa técnica de analise empre-
gada cotidianamente em laboratérios
de pesquisa e em algumas industrias,
como a farmacéutica.

Questoes propostas

1) Por que se utiliza uma mistura de
benzina e acetona no preparo do ex-

Figura 4: Representagao da coluna cromatografica e solugdes dos componentes do extrato

apbs cromatografia em coluna.

trato de espinafre? O mesmo extrato
poderia ser preparado somente com
a benzina? Teste.

2) Depois de separado o extrato
das folhas, observa-se a presenca de
duas fases. Qual é o solvente da fase
inferior? Por que essa fase apresenta
coloragao verde mais intensa que ada
fase superior?

3) Explique o resultado obtido na
cromatografia utilizando o giz inteiro e
a benzina em funcao da polaridade
dos compostos cujas estruturas sao
representadas na Fig. 1.

4) Por que a clorofila é eluida da co-
luna com acetona ou etanol e nao com
benzina?

Para responder as questbes 3 e 4,
recomenda-se uma discussao com 0s
alunos sobre as interagdes entre o -
caroteno e as clorofilas com a fase
estacionaria (giz) e com a fase movel
(benzina ou acetona).
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