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Ciéncias Exatas

Separacao dos Pigmentos por Cromatografia em Camada Delgada
utilizando como suporte lata de aluminio

Thakayma da Costa Romano!, Rayene Monteiro de Souza?, Gerlane Martins da
Silva3, Klenicy Kazumy de Lima Yamaguchi4

Resumo

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagcdo de misturas que pode ser
desenvolvida de forma planar ou no interior de colunas. A Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) € uma técnica planar pratica e eficiente no processo de separacdo de
compostos e capaz de apresentar conceitos visuais de substancias presentes em um ma-
terial vegetal. O presente trabalho visou readlizar o processo de separacdo de pigmentos
utilizando CCD com materiais alternativos, inovando o uso do suporte da placa croma-
togrdéfica ao utilizar materiais recicléveis e do cotidiano. A metodologia utilizada constou
da separacdo dos pigmentos por macera¢cdo, extraidos da folha da Justicia acuminatis-
sima conhecida popularmente como “sara tudo”, utilizando como fase estaciondria a
goma (amido) que € um produto extraido da mandioca em mistura com o giz; € como
fase mével, a mistura de removedor de gordura e acetona. A separacdo cromatografica
demonstrou ser uma ferramenta didatica simples, econdmica e reprodutivel, tanto em
sala de aula quanto em laboratdrio. A utilizagdo de materiais de facil acesso, permitiv a
separagcdo dos pigmentos extraidos da folha do “sara tudo” com boa resolucdio e de
facil visualizagdo. Durante a experimentacdo foi possivel notar que os pigmentos foram
visivelmente separados. Assim, a utilizacdo dessa técnica proporciona ao aluno um con-
tato mais direto com os conceitos envolvidos do ensino de quimica, podendo ser expan-
didos para aulas de Ciéncias e de Biologia de uma forma eficiente, estando relacionado
com a realidade dos alunos.

Palavras-Chave: CCD, experimentacdo, ensino de Quimica.

Pigment separation by thin layer chromatography on aluminum as support. Chromatog-
raphy is a chemical technique used to separate mixtures. It is can be prepared in flat or
inside column. Thin Layer Chromatography (TLC) is planar technique efficient and prac-
tice by selecting compounds and ability to display visual concepts of substances present
in a plant material. The present work aims to show the pigment separating by TLC with al-
ternative materials. This innovating is chromatographic plate support using recyclable and
alternative materials. Maceration was extraction method was using the pigments extract-
ed from the Justice acuminated leaf popularly known as "sara tudo", using as starter
phase the starch (gum) which is a product extracted from mandioca; and as a mobile
phase, a mixture of fat remover and acetone. The chromatographic mixture demon-
strates a simple, economical and reproducible teaching tool, both in classroom and la-
boratory. The use of easily accessible materials allowed the selection of pigments extract-
ed from the “sara tudo” sheet with good resolution and easy answers. During an experi-
ment, it was possible 1o see visibly separation of the pigments. Thus, the use of this tech-
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nigue provides the student with a more direct contact with the concepts involved in
chemistry teaching and, and it can be used to science and biology classes in an efficient

way, related to the students' reality.

Keywords: TLC, experimentation, teaching chemistry.

1. Introdugao

A cromatografia € um método fisi-
co-guimico de separacdo de misturas
que ocorre pela migracdo diferencial da
amostra em uma fase movel e outra es-
taciondria, podendo ser gds-sélido, gds-
liquido, liquido-liquido e liquido-sdlido,
respectivamente (COLLINS, 2006). O ter-
mo cromatografia foi utilizado pela pri-
meira vez em 1906 e sua utilizagcdo € atri-
buida a um botdnico russo ao descrever
suas experiéncias na separacdo  dos
componentes de extratos de folhas. Essa
técnica pode ser feita em papel (CP),
por centrifuga¢cdo (Chromatotron), em
camada delgada (CCD), em coluna
(CC), dentre outras metodologias (DE-
GANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A Cromatografia em Camada Del-
gada (CCD) utiliza o meio liguido-sélido
na separacdo dos componentes de uma
mistura pela migrac&o diferencial enfre a
fase moével e a fase estaciondria sobre
uma superficie plana e pode ser usada
tanto na escala analitica quanto na pre-
parativa, baseando-se no mecanismo de
adsorgcdo (COLLINS, 2006; AQUINO NETO
e NUNES, 2003).

Essa técnica é amplamente utiliza-
da nas pesquisas cientificas como ferra-
menta para determina¢do da pureza de
produtos utilizados em laboratdrios relo-
cionados @ Quimica de Produtos Naturais
(Fitoguimica), andlises orgdnicas € orga-
nometdlicas, identificagcdo de um princi-
pio ativo, separa¢cdo de substancias in-
desejaveis, purificagdo e acompanha-
mento de sinteses pela visualizagdo e
detecgdo das subst@ncias. Enfre as van-
tagens do uso, cita-se a simplicidade,
rapidez e reprodutibilidade das andlises
(SANTOS et. al, 2007; MARTIN, MARTEN-
DAL e HUELSMANN, 2020).
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Uma drea que vém apresentando
destagque com o uso de CCD é a de en-
sino de quimica. Verifica-se que no ensi-
no regular hd inUmeros entraves que difi-
cultam a aplicagdo de prdticas experi-
mentais € um dos mecanismos para ate-
nuar esse quadro, vem sendo o uso de
materiais alternativos e de baixo custo
como matéria prima para os experimen-
tos (OLIVEIRA; ANTUNES; SILVA, 2020).

Entre as possibilidades, cita-se o
uso de cromatografia em papel, giz, mis-
tura de areia e mdrmore, casca de arroz
e acucar comercial como adsorvente e
de variados extratos vegelais para ilus-
tracdo das classes de pigmentos e co-
rantes como clorofilas, carotenos e an-
tocianinas (OLIVEIRA, SIMONELLI e MAR-
QUES, 1998; PALOSCHI e RIVERQOS,1998;
FREITAS FILHO et al., 2012). Além de ser
eficiente no processo de separacdo de
compostos, & possivel abordar conceitos
fundamentais de quimica como: polari-
dade, solubilidade, separac&o de mistu-
ras, interacdes intermoleculares, entre
outros (ROSA; SCHELEDER, 2016; OLIVEIRA;
ANTUNES; SILVA, 2020).

Nas andlises em CCD os suportes
das placas utilizadas no processo croma-
togrdfico sdo de vidro ou aluminio reco-
berto de matericis adsorventes como
siica, alumina, celulose e poliamida. A
preparacdo das placas cromatograficas
pode ser executada no préprio laboratd-
rio de andlise ou de forma industrial, no
entanto, este Ultimo inviabiliza o uso em
escolas publicas devido o material utili-
zado tornar-se onerante (SANTOS ef. al,
2007).

O presente trabalho buscou avaliar
0 processo de separacdo por CCD utili-
zando materiais reciclaveis e conhecidos
do cotidiano discente. Para tanto, reali-
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Zou-se a separagdo dos pigmentos extra-
idos da folha da Justicia acuminatissima
conhecida popularmente como “sara
tudo”, goma de tapioca (amido) que €
um produto exitraido da mandioca,
acrescido de giz como fase estaciondria,
0s solventes acetona e removedor de
gordura como fase mdvel e o uso de lata
de refrigerante como suporte. A finalida-
de desse trabalho foi demonstrar que é
possivel executar praticas experimentais
utilizando poucos recursos € com materi-
ais de facil obtencdo.

2. Material e Método

Os materiais necessdrios para exe-
cucgdo desta pratica experimental estdo
listados na Tabela 1 e ilustrados na figura
1;

Tabela 1: Materiais e reagentes utilizados.

Materiais Reagentes

Folha de sara tudo

bastdo de madeira i AR
(Justicia acuminatissima)

Tampa de garrafa pet Acetona comercial

Removedor de gor-

Copo fransparente dimireetsre

Lata de refrigerante Amido (goma)

Giz (sulfalo de cdl-
Frasco de porcelana | cio, gesso e Oxido de
ferro)

TesouraEstilete

Prato

Capilar de tubo de
caneia

Removedor de gordura

Placas de aluminio
feita de latinha ;
g Tesoura |
Figura 1: relacdo dos principais materiais.
Fonte: Romano, 2019.
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Coleta e preparacdo da amostra

Coletou-se vinte e cinco folhas do
material vegetal, sara tudo (Justicia
acuminatissima), de forma aleatdria, e
posteriormente realizou-se a higienizagdo
das folhas com dgua destilada. Apds a
coleta, cortou-se o material vegetal em
pequenos pedagos (cerca de Smm), aos
quais foram adicionados 10 mL de ace-
tona e 30 mL de removedor de gordura.
Assim, com auxilio de um frasco de por-
celana macerou-se a mistura com um
bastdo de madeira e em sequéncia, dei-
Xou em repouso por 30 min. Apds, para
separar as folhas da fase liguida, a solu-
¢do foi filtrada e o extrato obtido foi ar-
mazenado em um frasco dmbar.

Preparacéio da placa cromatogrdfica

Para a elaboragdo da placa cro-
matogrdfica, com o auxilio de um estile-
te, cortou-se o centro da lata de refrige-
rante. Em seguida, foi demarcado um
reténgulo com medida de 40x80cm e
cortou-se utilizando uma tesoura.

A fase estacionaria foi preparada
por meio de uma mistura de 3 colheres
de giz comercial (sulfato de cdlcio, gesso
e Oxido de ferro) triturado de forma pré-
via, e 1 colher de goma de tapioca
(amido), em uma proporgdo de 3:1 res-
pectivamente. Apds, acrescentou-se
10mL de acetona comercial, homoge-
neizou-se a suspensdo e adicionou-a
cuidadosamente & placa cromatogréfi-
ca de aluminio, deixando-a secar em
temperatura ambiente por cerca de é
horas.

Elui¢do

Demarcou-se a linha de inicio e finali-
zacdo da eluicdo e apds, foram adicio-
nadas com o auxilio de um conta-gotas,
duas gotas do extrato obtido pela mace-
racdo da amostra, aplicadas em pontos
diferentes da placa cromatogréfica. Fo-
ram feitas duas placas. Acrescentou-se a
fase mdével no copo de vidro e o papel
filtro para saturacdo do ambiente, dei-
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xando a atmosfera interna do recipiente
saturada com vapores da fase maével
para faciliiar a eluigdo (SKOOG et dal.,
2006). Foram testados o uso de acetona
comercial em uma cuba (copo) e na
outra, removedor de gordura comercial
e acetona (2:8). Iniciou as duas eluicdes
de forma paralela, ao adicionar as pla-
cas cromatogrdficas nos copos.

3. Resultados e Discussao

Os resultados apresentados refe-
rem-s€ a um experimento de cromato-
grafia realizado em uma aula de da dis-
ciplina “Introdu¢cdo aos métodos croma-
togrdéficos e espectrométricos” do curso
de Ciéncias: Biologia e Quimica do Insti-

o
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D
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o
.
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tuto de Saude e Biotecnologia da Univer-
sidade Federal do Amazonas, objetivan-
do aplicar os conceitos adquiridos na
presente disciplina, utilizando reagentes
e solventes alternativos e de facil acesso.

Para a separagdo cromatogrdfica,
utilizou-se a exiragdo dos pigmentos de
um material vegetal comumente encon-
frado na regido Amazdnica, o sara tudo
(Justicia acuminatissima), solventes co-
merciais e de fdacil acesso, uma mistura
de acetona e removedor de gordurq, €
lata de refrigerante. Pode-se observar a
separa¢cdo dos componentes do extrato
da folha conforme visualizado na figura

Figura 2: Preparacdo das placas crcmatogrdficas. A) Extracdo; B) preparacdo dos suportes; C)

eluicdo. Fonte: Os autores, 2020.

Na placa cromatogrdfica pode-se
observar que as manchas utilizando a
fase mével em mistura (polar e apolar)
tiveram uma melhor separagdo que utili-
zando a fase mével polar (acetona) (Fi-
gura 2). Isso pode ser reflexo da seletivi-
dade da fase mdvel em interagir de for-
ma intermolecular com as substancias.

Apesar de nem todas as manchas
terem sido separadas, as cores estavam
intensas e visiveis, sendo perceptivel a
presenga da coloragdo amarela na drea
da linha de chegada da fase modvel,
uma mancha de colora¢do verde escu-
ra na area central da placa e outra ver-
de-azulada abaixo da mancha central,
caracteristicos das manchas de xantofi-
las e clorofilas descritos em materiais ve-
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getais. Sabe-se que embora a palavra
cromatografia enfatize o processo de
separagdo de misturas pela coloragdo,
esta &€ uma definicdo em desuso e subs-
tGncias incolores ou que apresentam
pouca intensidade estdo presentes,
mesmo que ndo possam ser visualzadas
(AQUINO NETO e NUNES, 2003). De acor-
do com Skoog et al. (2006), as substan-
cias coloridas podem ser visualizadas
diretamente sobre a fase estaciondria
enquanto as incolores precisam de rea-
gentes apropriados para serem detec-
tadas.

Segundo dados na literatura, as
manchas de coloragcdo amarela nas
placas cromatogrdficas de folhas sdo
caracteristicas da presenca do pigmen-
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to denominado xantofila, comum em
amostras vegetais. De acordo com Bo-
nafé et al. (2010), € uma das classes dos
carotenoides que apresentam grupos
carbonilas, carboxilas ou hidroxilas e que
sdo solUveis em solventes polares, como
€ o caso da acetona.

xantofilas |

Clorofila xantofilas

Clorofila

Figura 3: Cromatografic em camada delgo-
da de extratos de sara-tudo. (A) Placa cro-
matogrdfica com acetona como fase movel.
(B) Placa cromatogrdfica utilizando a mistura
de acetena e removedor de gordura comao
fase movel.

A estrutura dos grupos funcionais
dessa classe explica a afinidade que a
molécula possui com a fase movel e au-
xilia no entendimento sobre o por que a
mancha de cor amarela eluiu mais rdpi-
do que as demais, tendo em vista que a
interagdo deste constituinte polar na
amostra foi maior do que os demais
constituintes do exirato (manchas de
pigmentos verde escuro e verde-
azulado). Os dados detectados neste
trabalho est@o em conformidade com o
descrito por Magaln&es (1985), que iden-
tifica a clorofila pela coloragdo verde-
azulada (clorofila alfa) e pela cor verde
(clorofila beta).

De acordo com Silva e colaborado-
res (2013), a molécula de clorofila tem
uma regido polar que € representada
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pelo anel de porfiina € que possui o
dtomo de magnésio que tem carga posi-
tiva, e outra regido apolar constituida
pelo fitol. Ressalta-se ainda que devido a
isso, as clorofilas séo menos polares que
as xantofilas, por isso interagem melhor
com a fase estaciondria e eluem em
uma velocidade mais lenta em ambas as
placas.

O tempo de eluicdo ao utilizar @
acetona (19 minutos) foi mais rdpida que
a mistura de acetona e removedor de
gordura (30 minutos). Isso pode ser expli-
cado pela afinidade entre as fases esta-
ciondria e fase mdével e a migragdo dife-
rencial entre elas e € um dos pardmetros
para mensurar a eficiéncia do método.

Quanto a visualizagdo dos pigmen-
tos (cores mais intensas), o sistema da
elvicdo 2 (figura 3b) apresentou melhor
resolucdo. verifica-se que o removedor
de gordura contém componentes sur-
factantes como o alquil benzeno sulfato
de sédio, o que pode contribuir para a
seletividade do processo e a melhor se-
paracdo cromatogréfica. Observa-se
gue a resolugdo das manchas na placa
cromatogrdfica acontece pelo conjunto
de fatores, incluindo a especificidade
dos componentes relacionados a sepa-
racdo diferencial da fase mével com a
fase estaciondria, a solubiidade e inte-
ra¢do intermolecular.

Para este trabalho, optou-se por
elaborar um procedimento que pudesse
ser realizado de forma simples em sala
de aula ou em laboratérios € que ndo
dispusessem de muitos recursos materiais
e equipamentos mais sofisticados. No
entanto, os autores ndo limitam a conti-
nuagdo deste procedimento em escolas
ou universidade com a andlise de técni-
cas espectrométricas, espectroscopicas
ou com uso de reveladores gquimicos
e/ou fisicos. Além disso, estimula-se a
continuacdo do desenvolvimento da
pratica e otimizagdo utilizando outras
matrizes vegetais, andlise de diferentes
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percentuais da fase estaciondria e fase
modvel e detecgdo do fator de retengdo.

O uso de cromatografia com mate-
ricis alternativos € um procedimento que
vem demonstrando de forma diddtica
como ensinar os conceitos de separa-
¢des quimicas em diversas amostras,
como o espinafre, pimentdes, flores e
principios ativos em medicamentos. A
técnica pode ser aplicada tanto de for-
ma planar, como é o caso da cromato-
agrafia em papel utilizando filiros de cafe,
quanto em coluna, Ao usar seringas co-
mo suporte e os mais variados adsorven-
tes, como os citados na infroducdo deste
trabalho (OLIVEIRA, SIMONELLI e MAR-
QUES, 1998; PALOSCHI e RIVEROS,1998;
FREITAS FILHO et al., 2012; OLIVEIRA; AN-
TUNES; SILVA, 2020). .

Isso permite aos estudanties entra-
rem em contato com vdrios conceitos
envolvidos, como a extragcdo de com-
postos de plantas, solubilidade, polari-
dade, coeficiente de particdo, adsorgcdo
e fator de retengdo (Rf), podendo ser
utilizados tanto no ensino regular, quanio
no universitdrio (OLIVEIRA, SIMONELLI e
MARQUES, 1998; FREITAS FILHO ef dal,
2012).

No experimento realizado, o dife-
rencial foi o uso de placas de aluminio
obtidos a partir de latas de refrigerante.
O uso desse suporte aumenta a possibili-
dade da aplicagdo em amostras que
necessitem de fonte de calor externo,
podendo ser utilizada em maiores tem-
peraturas sem danificar a estrutura da
fase estaciondria.

Segundo Santos e Schnetzler (1996),
a aproxima¢do do conhecimento pes-
soal com o cientifico € uma das fungdes
da ciéncia guimica e possibilita que os
alunos consigam veicular o conteldo
estudado com @ aplicacdo em sua vi-
véncia social. Baseando-se na teoria de
David Ausubel, a presenca de metodo-
logias experimentais contextualizadas
ddo margem para que ocorra a apren-
dizagem significativa e o desenvolvimen-
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to cognitivo do aluno (MOREIRA; MASINI,
2001).

Além disso, ressalta-se que a ativi-
dade foi realizada para futuros professo-
res e que isso poderda possibilitar o desen-
volvimento dessa técnica no ambiente
escolar. No trabalho realizado por Martin,
Martendal e Huelsmann (2020), o uso de
cromatografia em fase gasosa para de-
tectar e quantificar ésteres de ftalato (EF)
de amostras cotidianas de embalagens
de alimentos proporcionou o desenvol-
vimento da vivencia dos licenciandos
em Quimica relacionadas ao ponto de
vista cientifico e social, instrumentalizan-
do os futuros docentes para a sua prati-
ca profissional.

Espera-se que trabalhos como esse
possam ocorrer fazendo com gue exista
interacdo do conhecimento cientifico e
social dos estudantes, colaborando com
um contato mais direto da aplicagdo
das teorias envolvidas no ensino de qui-
mica em uma aprendizagem baseada
na realidade vivenciada.

4. Conclusao

A utllizacdo de materiais alternati-
vos e de facil acesso permitiu a separa-
¢do dos pigmentos extraidos da folha do
sara tudo com boa resolu¢cdo e de facil
visualizacdo. A elaboracdo do suporte
utilizando aluminio recicléavel de latas de
refrigerante, fase estaciondria utilizando
goma e giz, e fase mdvel com a mistura
de removedor de gordura com a aceto-
na, proporcionou a separagcdo de pig-
mentos do exitralo de forma eficiente.
P&de-se demonstrar o processo croma-
tografico em camada delgada de forma
simples, diddtica e reprodutivel, sendo
essa metodologia perfeitamente aplica-
vel em escolas de ensino regular e sendo
um incentivo de para realizagdo de pra-
ticas experimentais no ensino de Cién-
cias.
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Divulgacao

Este artigo € inédito e ndo estd
sendo considerado para qualguer outra
publicacdo. O(s) autor(es) e revisores
ndo relataram qualquer conflito de inte-
resse durante a sua avaliagdo. Logo, a
revista Scientia Amazonia detém os direi-
tos autorais, tem a aprovacdo e a per-
missdo dos autores para divulgacdo, des-
te artigo, por meio eleirénico.
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