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RESUMO

A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separacdo dos componentes de um
mistura através da migracao diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie plana. O processo de separacdo esta fundamentado, principalmente no fenémeno de
adsorgdo. As substancias ascendem por capilaridade diferente de acordo com sua natureza e com a
intensidade da interagdo solvente com adsorvente. Este trabalho tem como objetivo extrair o licopeno
e o0 B-caroteno do extrato de tomate industrial, esse processo € possivel devido as propriedades de
solubilidades dos compostos orgéanicos, o licopeno € solivel em alcool etilico devido as polaridades
iguais, isso favorece a extracdo do licopeno quando o extrato € tratado com alcool, j& que o B-
caroteno ndo é sollvel em alcool. Para a extracdo do (B-caroteno € utilizado o cloroférmio, pois o B-
caroteno é sollvel neste por terem polaridades iguais, a adigdo da solugdo de NaCl é utilizada para
retirar a 4gua e as impurezas da solugdo de B-caroteno e cloroférmio. O aquecimento em banho-
maria serve para favorecer a extracdo e garantir que todo o licopeno e o B-caroteno fossem extraidos

em seus respectivos solventes apropriados.

PALAVRAS CHAVES: Extracdo liquido-liquido, cromatografia  delgada,
carotenoides.

1 INTRODUCAO

A cromatografia em coluna foi primeiramente empregada em 1906 pelo
botanico russo TSWETT para isolar pigmentos de plantas. Outra configuracéao, a
forma aberta denominada cromatografia em camada delgada, Thin-Layer
Chromatography (CCD), foi introduzida no inicio da década de 50 por KIRCHNER e
posteriormente popularizada por STAHL, (Snyder et al., 1979).
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Citam Cass et al. (2001), que o primeiro tratamento matematico da teoria da
cromatografia foi desenvolvido em 1952 por Martin e Synge, rendendo a estes
pesquisadores o prémio Nobel.

Trés tipos de fluidos com amplas diferencas de propriedades fisico-quimicas;
liqguidos e gases, de baixa e alta densidade (incluidos aqui os gases no estado
supercritico) podem ser empregados como fase movel (Guiochon, 1993). S&do quatro
0S mecanismos de separacao Ou processos responsaveis pela retencdo do soluto
pela fase estacionaria. Estes em consequéncia conduzem a quatro métodos
basicos, além do liquido-sélido tém-se: liquido-liquido (particdo), a troca ibnica e a
exclusédo por tamanho.

A técnica da extracdo envolve a separacdo de um composto, presente na
forma de uma solugdo ou suspensdo em um determinado solvente, através da
agitacdo com um segundo solvente, no qual 0 composto organico seja mais solavel
e gue seja pouco miscivel com o solvente que inicialmente contém a substancia.
Quando as duas fases sao liquidos imisciveis, o0 método € conhecido como
"extracao liquido-liquido”. Neste tipo de extragédo o composto estara distribuido entre
os dois solventes. O sucesso da separacao depende da diferenca de solubilidade
do composto nos dois solventes. Geralmente, o composto a ser extraido € insoluvel
ou parcialmente sollvel num solvente, mas € muito soltvel no outro solvente.

Em uma extracdo liquido-liquido, o composto que se deseja obter encontra-
se dissolvido em um solvente A e para extrai-lo, emprega-se outro solvente B, sendo
os dois solventes imisciveis. A e B sdo agitados e o composto entdo se distribui
entre os dois solventes de acordo com as respectivas solubilidades. A razdo entre
as concentracdes do soluto em cada solvente é denominada "coeficiente de
distribuicdo ou de particao”, (K).

Com a extracdo de compostos organicos pode-se realizar uma cromatografia,
que é um método fisico-quimico de separacdo que se fundamenta na migracéo
diferencial dos componentes de uma mistura devido a diferentes interagfes entre

duas fases imisciveis: fase movel (gas, liquido ou um fluido supercritico) e uma fase
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estacionaria (fixa, em uma coluna ou superficie solida). Os varios tipos de
combinacdes entre fases moveis e estacionarias torna a cromatografia uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicacdo. A cromatografia pode ser utilizada
para a identificacdo de compostos, por comparacdo com padrbes previamente
existentes, para a purificacdo de compostos, separando-se as substancias

indesejaveis e para a separacao dos componentes de uma mistura.

1.1. Carotenoides

Carotenoides sao pigmentos amarelos, laranjas e vermelhos sintetizados por
vegetais, sendo alguns dos mais conhecidos o betacaroteno, alfa-caroteno, licopeno
e luteina. O betacaroteno € um exemplo de um carotenoide provitamina A, ou seja,
o que significa que pode ser convertido em retinol pelo nosso corpo, composto
importante para o crescimento 0sseo e para a visao. O licopeno por sua vez tem
forte acdo antioxidante no combate aos radicais livres com efeito anticancerigeno
sobre a préstata. (FONTONA, 2012).

O betacaroteno e o licopeno podem ser obtidos principalmente em frutas e
vegetais de coloracdo vermelha ou alaranjada. Por meio de uma extragcdo com
solventes organicos é possivel se obter esses compostos a partir de extrato de

tomate comum.

Os carotenoides sdo, em geral, pigmentos naturais responsaveis pelas cores
de amarelo a laranja ou vermelho de muitas frutas, hortalicas, gema de ovo,
crustaceos cozidos e alguns peixes. Esses compostos tem ganhado evidéncia por
terem efeitos benéficos a saude. A caracteristica de maior destague nestas
moléculas é um sistema extenso de duplas ligacbes conjugadas que confere aos
carotenoides as suas atraentes cores. Carotenoides hidrocarbonetos sao
denominados simplesmente de carotenos. (ROSEIN, 2006).

Dentre os principais carotenos estdo os isbmeros Licopeno e B-caroteno. O

Licopeno possui uma estrutura aciclica com liga¢cdes duplas conjugadas e vem
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sendo estudédo, por exemplo, para o tratamento do cancer de eséfago, pulméo e
prostata. O [B-caroteno possui também ligacbes duplas conjugadas, mas com
estrutura biciclica, e é o carotenoide de maior poténcia vitaminica A (SILVA, 2001).
O tomate possui esses dois compostos. Na Figura 1, sdo mostradas as estruturas

desses compostos.

Figura 1 - Férmulas estruturais de tragos para o -caroteno e para o Licopeno
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licopeno

Fonte: SILVA, 2001

Apesar de serem isdmeros, esses compostos apresentam diferentes
solubilidades em solventes organicos devido as suas diferentes estruturas
moleculares. Assim, consegue-se obter extratos de cada um desses compostos
através de uma extracdo liquido-liquido de uma solugcdo concentrada de tomate

(extrato de tomate) em alguns solventes organicos.

1.2. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A cromatografia em camada fina (ou delgada) é uma técnica simples, barata
e muito importante para a separacdo rapida e analise qualitativa de pequenas
quantidades de material. Ela é usada para determinar a pureza do composto,
identificar componentes em uma mistura comparando-os com padrdes, acompanhar
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0 curso de uma reacdo pelo aparecimento dos produtos e desaparecimento dos
reagentes e ainda para isolar componentes puros de uma mistura.

Na cromatografia de camada delgada a fase liquida ascende por uma
camada fina do adsorvente estendida sobre um suporte. O suporte mais tipico é
uma placa de vidro (outros materiais podem ser usados). Sobre a placa espalha-se
uma camada fina de adsorvente suspenso em agua (ou outro solvente) e deixa-se
secar. A placa coberta e seca chama-se “placa de camada fina”. Quando a placa de
camada fina € colocada verticalmente em um recipiente fechado (cuba
cromatografica) que contém uma pequena quantidade de solvente, este ira eluird
pela camada do adsorvente por acéo capilar (REGO, et. al. 199).

Figura 2 — Cromatografia em CCD
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Fonte: Régo, et. al, 1999.

A amostra € colocada na parte inferior da placa, através de aplicacdes
sucessivas de uma solucdo da amostra com um pequeno capilar. Deve-se formar
uma pequena mancha circular. A medida que o solvente sobe pela placa, a amostra
€ compartilhada entre a fase liquida mével e a fase sélida estacionaria. Durante este



> Encontro Nacional &
de Educagio, Ciéncia )
¢ Tecnologia/VERB)

processo, o0s diversos componentes da mistura sao separados. Como na
cromatografia de coluna, as substancias menos polares avancam mais rapidamente
que as substancias mais polares. Esta diferenca na velocidade resultard em uma
separacdo dos componentes da amostra. Quando estiverem presentes varias
substancias, cada uma se comportard segundo suas propriedades de solubilidade e

adsorcao, dependendo dos grupos funcionais presentes na sua estrutura (Figura 2).

2 METODOLOGIA

2.1. ETAPA | — Extracéo do licopeno e do betacaroteno

Com o intuito da realizacdo da Cromatografia de Camada Delgada para o
licopeno e o betacaroteno foi necessaria a extracdo desses compostos a partir de
extrato de tomate. Em um béquer, inicialmente pesou-se aproximadamente 10
gramas de extrato de tomate. Enquanto o extrato de tomate era pesado, o banho-
maria foi colocado para aquecer. Ao extrato pesado, adicionou-se 10 mL de Etanol
95%, e ao verificar-se com o auxilio de um termémetro que a temperatura do banho
estava em 40° C, o béquer foi levado ao aquecimento, e mexeu-se a mistura
cuidadosamente utilizando uma espatula pelo periodo de 5 minutos. Com a mistura
agora aquecida e bem diluida, utilizando um papel de filtro circular, preparou-se um
filtro estriado (em forma de leque) e filtrou-se a mistura para um erlenmeyer.
Pressionou-se o papel de filtro contra o funil para a maxima obtencéo de liquido.
Reservou-se a polpa obtida em um béquer para a extracdo do betacaroteno, e ao
liguido obtido adicionou-se uma pequena quantidade de Sulfato de sédio anidro,
enquanto o erlenmeyer foi agitado por cerca de 1 minuto, com o intuito de retirar
alguma agua ainda existente. A mistura foi mantida em repouso por 3 minutos, em
seguida realizou-se nova filtragcdo obtendo-se assim o licopeno, de coloracéo

amarelada.
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Apés a obtencdo do licopeno, a polpa previamente reservada adicionou-se,
na capela, 10 mL de cloroférmio e manteve-se a mistura em constante agitacdo com
auxilio de uma espatula por 5 minutos. Filtrou-se entdo a mistura para um
erlenmeyer, conduzindo-a em seguida para um funil de separacdo, onde se
adicionou ao sistema 4 mL de solucdo saturada de Cloreto de Sédio. Foram
realizadas as técnicas de agitacdo recomendadas para um funil de separacao (com
a torneira fechada e o funil tampado, mover a vidraria em movimentos circulares, e
em seguida ao recolocar o funil no suporte remover a tampa por alguns segundos
para que qualquer gas desprendido fosse liberado), e em seguida realizou-se a
separacdo das fases, sendo a parte mais densa da mistura heterogénea (parte
inferior) a que foi recolhida para o erlenmeyer. Adicionou-se uma pequena
guantidade de sulfato de sodio anidro, e assim foi obtido o betacaroteno, de
coloracdo laranja viva. O licopeno e betacaroteno obtidos foram transferidos para
pequenos frascos escuros recobertos por papel aluminio, a fim de isola-los da luz

solar.
2.2. ETAPA Il - Cromatografia de Camada Delgada

Para a realizagcdo da cromatografia de camada delgada, utilizaram-se as
placas. Em cada uma das trés placas, com o auxilio de capilares, foram aplicadas
amostras de licopeno e betacaroteno. As trés camaras de eluicdo utilizadas foi
adicionado um papel de filtro, e solventes diferentes, sendo eles hexano, cloroférmio
e uma mistura dos dois anteriores. As placas foram entdo colocadas nas camaras
de eluicdo, até que houvesse uma boa adsor¢cdo. Em seguida as placas foram
conduzidas a capela, para que se desse a evaporacao dos solventes para poderem
ir entdo para as camaras de revelacdo, que continham cristais de iodo, por cerca de
8 minutos, até que ficou visivel o arraste das amostras pela placa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Realizar-am-se 0S passos da metodologia e foram obtidos os carotenoides:
licopeno e betacaroteno, presentes no extrato de tomate, que foram utilizados na
cromatografia. Primeiramente, apds a mistura do extrato de tomate com o etanol a
95%, houve a separacdo dos carotenoides do extrato de tomate, em que 0s
carotenoides diluiram-se no etanol formando uma fase liquida (etanol 95% com os
carotenoides) e uma polpa do extrato, a partir do principio da extracédo liquido-liquido
em que o composto se solubiliza no solvente em que ele possui maior afinidade, no
caso, 0 etanol ndo devendo passar de 40° para obter uma maior pureza. Em
seguida foi obtida a maior quantidade possivel de liquido contendo o licopeno e o
betacaroteno através da filtracdo. Para separacdo dos carotenoides foi feita uma
nova filtracdo, depois da adicdo do sulfato de sodio anidro para que este reaja com
o liquido filtrado, obtendo-se o licopeno. A partir da polpa retida no papel filtro foi

extraido o betacaroteno, que estava cristalizado.

Apos extracao, foi possivel observar a partir de qual dos solventes utilizados —
cloroférmio, hexano e mistura de ambos — seria obtido um maior “arraste” do
licopeno e do betacaroteno, tendo como adstringente a silica gel, e o fator de
retencdo. Entdo, observam-se na Figura 3, que apdés a revelagdo por iodo, a mistura
de cloroférmio e hexano houve um maior deslocamento de ambas as substancias
extraidas. A partir do “arraste” das substancias é possivel calcular o fator de

retencdo para cada uma das placas, onde vemos na Figura 4:
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Figura 3 — Analogia do resultado obtido laboratorialmente

Placas reveladas

Marca do solvente
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Placa com solvente Placa com solvente  Placa com solvente
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@« Beta-caroteno

Licopeno
Fonte: propria (2012).

Figura 4 — Resultado do indice de retencéo

RTf = distancia percorrida pelo solvente - distincia percorrida pela substincia
Rfl(para o licopeno) = 5.5cm - 0.0cm = 5.5cm

Rfl(para o betacaroteno) = 5,5cm - 0,5cm = 5,0cm

Rf2(para o licopeno) = 5,6cm - 0,0cm = 5,6cm

Rf2(para obetacaroteno) = 5.6cm - 0,0cm = 5. 6cm

Rf3(para o licopeno) = 5.0cm - 2. 5cm = 2 Scm

Rf3(para o betacaroteno = 5.0cm - 1. 2cm = 3_8cm

Fonte: propria (2012).

4 CONCLUSAO

Ao realizar a extracdo, observa-se um olhar metodolégico para aulas
laboratoriais de quimica organica, com o intuito de motivar os alunos a um melhor
entendimento sobre a extracdo liquido-liquido. Em relagdo a extracdo, foi
minunciosamente quantificada nas substancias necessarias para realizacdo do

mesmo. Sobre a CCD, a mistura de cloroférmio e hexano houve um maior
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deslocamento de ambas as substancias extraidas, com o cloroférmio, ndo obteve
nenhum deslocamento, e com o hexano, s6 0 betacaroteno. Assim da para fazer os

calculos do indice de retencao, mostrado nos resultados.
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