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Abstract. Column chromatography is an experiment that makes it possible to discuss
different chemical contents, however, it requires an extensive period of time. In this
perspective, this article proposes an experiment involving the classical separation
technique, chromatography in column, simple and quick realization, enabling
application in disciplines of experimental organic chemistry. The results showed that
the solvents used in the elution were efficient in separating bands of color well defined,
resuming concepts pioneering concepts that originated the column chromatography, in
addition to enable the experiment to be performed in a two hour period.

Resumo. A cromatografia em coluna é experimento que possibilita a discussdo de
diversos conteldos de quimica, no entanto, requer um extenso periodo na sua
realizacdo. Nesta perspectiva, o objetivo deste trabalho & propor um experimento
envolvendo a técnica de separacdo classica, cromatografia em coluna, de facil e rapida
execucdo e que permite aplicacdo em disciplinas experimentais de quimica organica.
Os resultados mostraram gue os solventes empregados na eluicdo foram eficientes na
separacao de faixas de coloracdo bem definidas, retomando conceitos pioneiros que
originaram a cromatografia em coluna, além de permitir que o experimento seja
realizado em um periodo de duas horas.

1. Introducéo

No ensino superior a obrigatoriedade dos créditos praticos esta regulamentada através
da resolucdo do Conselho Nacional de Educacdo - CNE n° 02/2015 que estabelece 400
(quatrocentas) horas de pratica como componente curricular, além de 200 (duzentas)
horas de atividades teorico-praticas que compreende a iniciacao cientifica, a iniciagdo a
docéncia, a extensdo e a monitoria, entre outras, consoante o projeto de curso da
instituicao.

Para o ensino de quimica, o desenvolvimento de atividades experimentais tem
sido apresentado por varios estudos como sendo uma estratégia positiva para 0 processo
de ensino e aprendizagem [Giordan, 1999; Galiazzi et al. 2007; Silva, Machado e Tunes
2011; Soares et al, 2013; Novais, 2018]. A importancia das praticas também é
enfatizada na Lei de Diretrizes e Bases — LDB 9.394/96 em seu artigo 43, que aponta
dentre as finalidades da educacdo superior o desenvolvimento do espirito cientifico e
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pensamento reflexivo, além do incentivo ao trabalho de pesquisa e investigacdo
cientifica, que tem por objetivo o desenvolvimento da ciéncia, tecnologia e da criacao e
difusdo da cultura. Neste contexto, estas finalidades sdo alcancadas a partir do
desenvolvimento de experimentos praticos inseridos por meio de aulas experimentais,
desenvolvimento de trabalhos de conclusdo de cursos no &mbito cientifico, bem como
na insercao dos alunos em programas de iniciacéo cientifica.

As aulas experimentais como ferramenta para a insercdo no universo cientifico
possibilitam a construcdo do conhecimento através do desenvolvimento préatico
[Giordan, 1999], além da ampliacdo de competéncias como: leitura critica do mundo e
capacidade argumentativa que envolve dominio da linguagem [Luca e Santos, 2016].

Apesar de ser um componente de extrema importancia, a realidade estrutural e
econdmica de muitas escolas e universidades publicas ndo favorecem a execucao desta
atividade. Para superar esses entraves, experimentos com materiais alternativos estéo
sendo empregados. Entretanto, quando se trata de ensino superior o uso de vidraria e
reagentes de uso comum em laboratdrio possibilitarda uma formacdo mais aprimorada,
aproximando o aluno a realidade de laboratorios de pesquisa, além de acrescentar
conhecimentos referentes a estes materiais e seu desenvolvimento em técnicas
cientificas. A cromatografia € uma técnica classica, empregada corriqueiramente na
separacio de substancias em laboratérios de pesquisa na area de quimica organica. E um
método fisico-quimico de separacdo, que se baseia na migracdo de diferentes
componentes de uma determinada mistura, que interagem entre duas fases imisciveis
[Degani, Cass, Vieira, 1998]. E um experimento que permite uma rica abordagem a
diferentes contetidos do ensino de quimica organica. No entanto, demanda um longo
tempo na sua execucdo, fato que dificulta na aplicacdo em aulas experimentais, que
necessitam de praticas com desenvolvimento em um periodo menor de tempo.

Diante das vantagens apresentadas pelo experimento de cromatografia em
coluna, faz-se necessario a adequacdo desta técnica com o intuito de torna-la aplicavel
em uma aula pratica. Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo propor um
experimento envolvendo a separacdo de pigmentos de trés hortalicas, a ser desenvolvido
por cromatografia em coluna com materiais tradicionalmente usados em laboratérios
quimicos, com facil execucdo e em tempo reduzido.

2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais

A cenoura, beterraba e folha de couve foram adquiridas no mercado local na cidade de
Boa Vista-RR e armazenados em geladeira até a realizacdo do experimento. Foram
utilizados uma coluna cromatografica com dimens6es 18x390mm, tubos de ensaio com
capacidade de 10mL, bequer de 50mL, bastdo de vidro e erlenmeyer de 50mL, gral e
pistilo. Os reagentes utilizados foram, hexano, etanol, acido acético glacial, sulfato de
sadio e silica gel 60 para cromatografia em coluna.

2.2. Empacotamento da coluna:

Em uma coluna cromatografica (18x390mm) foi introduzido um pequeno
chumaco de algoddo com auxilio de um bastdo de vidro (para que a coluna contenha
antes da torneira, um pequeno tampé&o de algodao). Pesou-se 2 g de silica gel 60, 0,063 -
0,200mm, 70-230 MESH para cromatografia em coluna, adicionou-se cerca de 20 mL
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de hexano, misturou-se com bastédo de vidro para eliminar bolhas de ar. Adicionou-se
toda mistura com auxilio de funil simples na coluna cromatografica. Bateu-se levemente
a coluna com os dedos para melhor sedimentacdo do adsorvente. Abriu-se a torneira
para retirada parcial do solvente, deixando aproximadamente 1 mL de solvente acima da
silica gel.

2.3. Preparo da amostra

Cortou-se as hortalicas em pequenos pedacos e macerou-se com auxilio de um
gral com pistilo, foram adicionados pequenas porcdes de sulfato de sodio,
posteriormente o material foi submetido a secagem em estufa a 60°C por
aproximadamente 10 minutos. Apo6s a desidratacdo do material adicionou-se uma
pequena porcdo de silica gel até obter uma mistura seca e dispersa (“farofa™).
Adicionou-se na coluna cromatogréfica, cuidadosamente uma espatula pequena de
“farofa” com auxilio de um funil simples, batendo levemente a coluna com 0s dedos
para melhor sedimentagéo e distribui¢do uniforme do material na coluna. Adicionou-se
a farofa até uma espessura aproximada de 0,3 cm.

2.4. Eluicéo

Apods o acondicionamento da “farofa”, iniciou-se a elui¢do, adicionando na
coluna com auxilio de uma pipeta de Pasteur 3 mL de hexano. Abriu-se a torneira da
coluna e iniciou-se a coleta do solvente em um erlenmeyer, continuou-se a adi¢do aos
poucos do solvente até o carreamento dos primeiros compostos, que foram coletados em
um tubo de ensaio. Antes da completa eluicdo da fracdo hexanica, adicionou-se na
coluna, 3 mL de alcool etilico para eluicdo da segunda fracdo. Mais 3 mL do solvente
foram adicionados gradualmente até o inicio da coleta da fracdo etandlica em um
segundo tubo de ensaio. Modificou-se o solvente, adicionando-se inicialmente 3mL de
uma mistura alcool etilico/acido acético (30%), o eluente foi adicionado
progressivamente até a total eluicdo da terceira fracdo, coletada em um terceiro tubo de
ensaio.

3. Resultados e discussdes

A proposta de experimentacdo foi criada levando em consideracdo as ementas de
disciplinas de quimica orgénica aplicadas em diferentes institui¢des de nivel superior do
Brasil, que engloba tépicos como: intera¢6es intermoleculares, polaridade das moléculas
e ligacOes, propriedades fisicas, separacao e purificacdo de compostos organicos, dentre
outros. A disponibilidade de materiais para execucdo do experimento também foi
pensada, solventes grau analitico e vidrarias tipicas de laboratdrios foram utilizadas, o
que possibilita a inser¢do do aluno de nivel superior em um ambiente mais similar ao da
pesquisa cientifica. No entanto, materiais alternativos podem ser usados, como descritos
em outros estudos [Celeghini e Ferreira, 1998; Fonseca e Gongalves, 2004].

A escolha das hortalicas ocorreu pela presenca de pigmentos com caracteristicas
conhecidas e pela facil obtencdo destas matérias-primas no mercado alimenticio. As
matérias-primas trabalhadas foram: a cenoura que € fonte de carotenoides pro-
vitaminicos A especialmente o p-caroteno (Figura 1A) [Contado et al, 2010], sdo
compostos de cadeias longas, conhecidos como um grande grupo de pigmentos
presentes na natureza, sdo produtos do metabolismo secundarios, conferindo coloragéo
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amarelo ou vermelha aos vegetais e até mesmo a fungos [Maldonado-Robledo et al,
2003; Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan, 2008] a folha de couve com
coloragdo verde, atribuida as clorofilas (Figura 1B) que sdo o0s pigmentos mais
abundantes na plantas [Streit et al, 2005] e a beterraba com o foco nas betalainas (Figura
1C) que estdo em todos os tecidos deste tubérculo e que Ihe conferem a sua coloragéo
roxa [Kluge e Preczenhak, 2016]. Além disso, o uso de alimentos amplamente
conhecidos e que facilmente se encontram na mesa dos alunos, € um motivador para
despertar o interesse pela quimica vinculando os contetddos teéricos e praticos com a
realidade do estudante.

CH; CH;

H,C

Figura 1- Estrutura quimica de A) p-Caroteno, B) Clorofila B e C) Indicaxantina

O empacotamento da coluna foi feito de forma que a fase estacionaria se distribui
homogeneamente pela coluna, o que permitiu uma maior eficiéncia na separacdo dos
compostos, devido uma interagdo mais uniforme dos constituintes que passavam por
esta fase [Degani, Cass e Vieira, 1998]. Esta etapa do experimento, permite discusses
relacionadas ao método cientifico inicial, como a escolha correta da fase estacionaria, e
a sua finalidade, sendo um material usado como suporte sélido e também participa do
processo de separacdo por adsorcdo, que envolve a interacdo quimica e fisica das
moléculas com as fase solida e liquida.

Ao contrario do que é comumente realizado na fitoquimica, optou-se por nédo
elaborar extratos, para facilitar a execucdo do experimento, desta forma, pequenas
porcdes de cenoura, folhas de couve e beterraba foram desidratadas e, posteriormente
pulverizadas, isso permitiu a obtencdo de uma mistura solida homogénea, que
possibilitou a interacdo do solvente equitativamente por todo o material, sem
interferéncia de agentes que prejudiquem a separagdo das fases, como por exemplo, a
agua. Nesta etapa podem ser abordados conceitos de tipos de mistura, interferéncias
externas no experimento, propriedades da matéria, esta Gltima sendo de fundamental
importancia, para evitar a realizacdo de procedimentos que degradem a matéria
estudada. Assim explica-se o porqué do uso de temperatura mais branda, do uso de
produto dessecante e da necessidade de diminuir a dimenséo das particulas, para haver
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Figura 2- Farofa obtida apds a maceracao dos vegetais com a adicéo de silica gel

A separacdo dos compostos na coluna cromatografica ocorreu pela adicdo de
eluentes com aumento gradativo de polaridade. Iniciou-se com um solvente de baixa
polaridade, o hexano, para carrear primeiramente os compostos de baixa polaridade,
posteriormente eluiu-se com alcool etilico e por fim uma mistura alcool etilico/acido
acético (30%). O uso inicial de solventes em polaridade crescente na cromatografia
liquida classica é feito para facilitar o desenvolvimento da corrida cromatografica, pois
solventes de menor polaridade apresentam menor interacdo com a fase estacionaria de
carater polar, no caso a silica gel, eluindo os compostos menos polares com maior
fluidez pela acdo da gravidade. Esta etapa do experimento possibilita uma enriquecedora
discussdo em torno das interacBes intermoleculares e de func@es, organicas existentes
entre as diferentes moléculas de todos os materiais envolvidos. Discute-se também o0 uso
de solventes de forma isolada ou em mistura, como é o caso da mistura alcool e acido
acético usada no experimento, que facilita o carreamento da amostra na coluna, devido a
menor interacdo desta mistura com a silica, caso que ndo aconteceria com 0 uso de
100% de &cido acético.

A primeira fracdo eluida apresentou-se como uma coloragdo amarela na extensao
da coluna (Figura 3), esta faixa pode esta associada a separacdo dos carotenoides,
presentes na cenoura. Apos adi¢do de um solvente de maior polaridade, o lcool etilico,
observou-se 0 aparecimento de uma faixa na coluna de coloracdo verde (Figura 4),
atribuida a extragdo das clorofilas, obtidas da folha de couve. A terceira fracdo eluida
com alcool etilico/acido acetico (30%), permitiu a separacdo de uma faixa de coloracédo
vermelha, proveniente da beterraba (Figura 3). A mistura de solventes possui maior
polaridade, possibilitando o arraste de compostos mais polares, como é o caso dos
compostos presentes na beterraba.
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Figura 3- Fracionamento da mistura desidratada de cenoura, folhas de couve e
beterraba

A técnica de cromatografia liquida classica, apresentou-se como uma oétima
alternativa para o estudo da separacao destes compostos, com grande representatividade,
pois inicialmente esta técnica ficou conhecida como separagdo de compostos pela cor,
apesar de estar estabelecido que o processo ndo depende desta caracteristica [Degani,
Cass e Vieira, 1998].

Propostas similares de experimentos envolvendo a cromatografia ja foram
apresentadas, com abordagens diferenciadas, umas utilizaram materiais alternativos
[Celighini e Ferreira, 1998; Freitas Filho et al., 2012], outras empregaram corantes
artificiais para a separagdo [Carneiro e Carneiro, 2004]. A sugestdo deste trabalho, é de
rapida execucdo, considerando o uso de diferentes vegetais ricos em determinadas
classes de compostos com intensa coloracdo, para facilitar a visualizacdo do
fracionamento, obtendo fra¢6es de coloracdo bem definida (Figura 4), além da diferenca
nas caracteristicas de cada composto, que facilita discussdes em relagdo as interacdes
envolvidas com a fase movel e estacionaria.

Figura 4- Fracgdes obtidas no experimento

RCT v.6 (2020) ISSN 2447-7028




" g RCT - REVISTA DE CIENCIA ETECNOLOGIA

www.revista.ufrr.br/rct

A proposta de experimentacdo se adequa as demandas de disciplinas
experimentais de organica e correlatas, pois abre caminho para diferentes discussoes.
Foi adaptada para a execu¢do em tempo minimo de 2 horas, pois ndo é necessaria a
prévia producdo de extratos. A partir deste experimento podem ser geradas outras
praticas complementares, como é o caso da cromatografia em camada delgada (CCD),
técnica amplamente empregada e que também aborda os conteddos ja mencionados.
Além disso, alteracbes e/ou complementacbes do experimento podem ser consideradas
pelo professor que o conduzir, por exemplo, determinar a massa e, consequentemente 0s
rendimentos das fragOes obtidas.

4. Concluséo

Diante dos resultados obtidos, é possivel constatar que o experimento proposto, permite
discussdes mais profundas sobre os fenémenos fisicos e quimicos envolvidos no
experimento, isto € facilitado pelo fato de o experimento de cromatografia em coluna,
ndo se processar de maneira instantdnea, o que provavelmente permitird uma maior
fixacdo dos conteldos teoricos e praticos que estdo envolvidos na aula experimental. Os
materiais utilizados no experimento direcionam a aplicagdo em aulas experimentais de
quimica organica no ensino superior, entretanto, adaptacbes com materiais de baixo
custo podem ser testadas para tornar factivel a realidade de alunos do ensino médio.
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