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ABSTRACT

The phytochemical research is an issue that can be approach by several areas of science. The Hydrangea sp., also
known in Brazil, as “horténsia” is an ornamental plant widely known because the presence of flavonoids, a class of
antioxidant compounds, which can interact with aluminum ions in the soil, changing the color of the sepals of the
Hydrangea flowers. In this work, the objective was to extract chlorophyll from leaves of Hydrangea sp. using three
different solvents (dichloromethane, acetone and aqueous solution of acetone, 80 %). The obtained results indicated
that in addition to chlorophyll, there were strong spectroscopic evidence of the presence of the carotenoids -carotene
and/or lutein, and lycopene. The used method can be applied to explain that: i) the leaves are green by the presence
of the pigment chlorophyll; however, ii) they not only contain chlorophyll in their constitution, also have yellow and
reddish pigments and; iii) the aging leaves lose their green color, by the breakage of the resonance of the porphyrin
ring from chlorophyll and hence the other colors in the plant predominates.
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RESUMO

A investigagdo fitoquimica ¢ um tema que pode ser abordado por diversas areas da ciéncia. A Hydrangea sp., também
conhecida com hortensia, ¢ um planta ornamental muito conhecida por possuir flavonoides, compostos antioxidantes,
que interagem com ions aluminio no solo, alterando as cores das sépalas das flores. Este trabalho teve como objetivo
extrair clorofila das folhas de Hydrangea sp. utilizando trés solventes (diclorometano, acetona e solu¢do aquosa de
acetona, 80 %). Os dados indicaram que além de extrair clorofila, também ha fortes evidéncias espectroscopicas da
presenca dos carotenoides f-caroteno e/ou luteina e licopeno. Assim, o método utilizado pode ser aplicado em aulas
praticas para explicar que: 1) As folhas sdo verdes pela presenga do pigmento clorofila; ii) no entanto, elas ndo contém
apenas clorofila em sua constitui¢ao; também possuem pigmentos amarelos e avermelhados; e iii) ao envelhecer, as
folhas perdem a coloragdo verde, ha pela quebra da ressonancia do anel porfirinico da clorofila e, consequentemente,
as outras cores presentes no vegetal tornam-se predominantes.

Palavras-chave: carotenoides; clorofila; Hydrangea.
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INTRODUCAO

Preparar um protocolo experimental envolve a
reflexdo sobre o tema, a area, os materiais disponiveis
bem como a contextualizacdo do tema a area de inte-
resse. Graulich (2015) descreveu, de forma bastante in-
teressante, os diversos conceitos envolvidos em Quimi-
ca, comparando-a a um iceberg (1). E sabido que nem
todo o gelo de um iceberg € visto no nivel superior das
aguas, muito dele esta no nivel inferior. Assim também
sdo os diversos conceitos que permeiam as diversas
areas de aplicagdo da Fitoquimica. Um exemplo disso
s30 as porfirinas, que podem ser definidas como uma das
mais importantes formas de interagdo entre os metais e
os sistemas biologicos (2). Os dois complexos metalo-
porfirinicos mais importantes sdo a clorofila e a heme,
heterociclicos com centros reativos, tendo como unidade
base os anéis pirrol (3). Independente da area, a clorofi-
la é um dos mais importantes pigmentos vegetais. E ela
o catalisador do processo fotossintético que ocorre nas
plantas verdes (4-6).

Estroma
(fase aquosa)

A fotossintese ocorre na membrana dos tilacoides,
localizados no interior dos cloroplastos, convertendo gas
carbonico (CO,) e agua (H,0) em géis oxigénio (O,) e
carboidrato (CH,0)_ na presenca de luz solar (4v). Essa
rea¢do ocorre em diversas espécies de bactérias, orga-
nismos eucaridticos unicelulares (algas) e em plantas
vasculares (Figura 1). Durante esse processo ocorre a
fosforilagdo, isto ¢, sintese de ATP. De forma geral, o
processo de fosforilagdo pode ser descrito por meio de
duas reacdes (5) apresentadas na Figura 1: i) na reag@o
fotoquimica, os elétrons provenientes da agua sdo trans-
feridos para a membrana dos tilacoides (que geralmente
organizam-se em pequenas pilhas, denominadas grana),
produzindo NADPH e ATP; e ii) a reagdo de combus-
tdo, que ocorre durante a fotossintese, reduzindo o CO,
a partir dos elétrons provenientes do NADPH e da ener-
gia liberada pelo ATP produzido. Essa reacdo ocorre no
estroma, isto ¢, na fase aquosa encapsulada pela regido
interna da membrana que reveste os cloroplastos, que
contém as enzimas responsaveis pelas rea¢des de fixa-
¢do de carbono pela combustao.
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Figura 1: Representagdo esquematica da fotossintese e do processo de fosforilacdo

Existe mais que um tipo de clorofila (7), sendo as
mais comuns clorofilas a (8), b (9), ¢ (10),d (11, 12) e f
(13). Em sua maioria, os pesquisadores discutem sobre a
presenga e o comportamento da clorofila a e b (Figura 2)
e dos seus pigmentos acessorios (carotenos ¢ xantofilas)
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(9, 14-27). A concentragdo de clorofila e de seus pigmen-
tos acessorios pode variar dependendo das condi¢des de
cultivo da planta (28-31). A capacidade que a clorofila e
seus pigmentos acessorios possuem de absorver luz na
regido do visivel do espectro eletronico, deve-se a resso-



nancia das insaturagdes, que caracterizam 0s grupos cro-
moforos (5). A espectroscopia na regido ultravioleta-visi-
vel (UV-Vis) esta fundamentada na absor¢do molecular,
principalmente pelas transi¢oes eletronicas de sistemas
conjugados, sendo importantes os grupos: i) cromo6foros:
grupos insaturados, responsaveis pela absor¢ao eletroni-
ca, por exemplo, C=C, C=0; e ii) auxocromos: grupos
saturados que quando esto ligados a grupos cromoforos

(A)

(B)

CH;

Fitol:

CH, CH, CH,

OH

q Gy (Grupo ligado ao Pirrol I)

alteram tanto a posi¢do quanto a intensidade da banda de
absorgdo, tais como OH, NH, (32). Quando ha desloca-
mento de uma banda de absor¢ao para comprimentos de
onda maior, ocorre um deslocamento batocromico, isto
¢, um deslocamento para o vermelho. Por outro lado,
quando ha deslocamento de uma banda de absorgao para
comprimentos de onda menores, ocorre um deslocamen-
to hipsocrémico, isto ¢, para o azul.

\

G4 =HC=CH,, (Vinil) (clorofila a, b, ¢, c¢; €})
G, = CHO (clorofila d)

G'pr (Grupo ligado ao Pirrol I)

Gy = CH3 (corofila a, b,c;, ¢; €d)
G, = CHO (clorofila /)

Gpy1 (Grupo ligado ao Pirrol II)

G1 = CHgj (Clorofila a, ¢;, ¢, de )
G, = CHO (Clorofila b)

G'pr1 (Grupo ligado ao Pirrol II)
G1 = CH,CH3 (Clorofila a, b ¢;, de )
G, = HC=CH, (Clorofila ¢;)

Gppy (Grupo ligado ao Pirrol V)
G4 = CH,CH,COO-Fitilo (Clorofila a, b, d ef)
\Gz = CH=CHCOOH (Clorofila ¢; € &)

J

Figura 2: (A) Tipos de clorofila (pigmento verde) em funcdo dos grupos ligados aos anéis pirrlicos do centro porfirinico.(B) Grupo

fitol (fitol + R-CH,CH,COOH —ftilo + H,0).

Com base nesse principio, varias pesquisas fo-
ram e vém sendo realizadas utilizando especialmente
espectroscopia no UV-Vis (9, 14, 26, 27), com o obje-
tivo de desenvolver tanto atividades de ensino quanto
de pesquisa. Abordar de forma interdisciplinar o tema
metaloporfirinas, em especial, a clorofila, através de
atividades que contribuam para a construgdo de con-
ceitos cientificos por parte dos estudantes ¢ tarefa que,
conforme descrito por Bachelard (33): “/...] consiste no
esfor¢o de mudar de cultura experimental, de derrubar
os obstaculos ja amontoados pela vida cotidiana, de
propiciar rupturas com o senso comum, com um saber
que se institui da opinido e com a tradi¢do empiricista
das impressées primeiras” e que pode ser aplicada em
atividades voltadas a investigacdo cientifica (6, 14, 34)
bastando o pesquisador refletir sobre o grau de comple-
xidade que se pretende abordar. A planta utilizada para
o estudo fitoquimico deste trabalho foi a Hydrangea sp.,
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a qual é conhecida por ser uma planta indicadora do pH
do solo (35). Esse fenomeno ¢ explicado porque um dos
fatores que provoca a acidez nos solos ¢é a presenga de
ions aluminio (AI*") resultado do intemperismo natural
dos solos, ricos em aluminossilicatos. Sendo o ion AI**
soluvel ele pode ser absorvido e transportado para as
sépalas da Hydrangea, e formar complexos de AI** com
as antocianinas, resultando em uma cor azul nas pétalas
em solos acidos, com altas concentragdes do ion Al** e
rosea em solos basicos, com baixas concentracdes do
ion AI¥* (35-39).

Neste artigo foi investigado o comportamento fo-
toquimico dos constituintes quimicos de Hydrangea sp.
(HY), dos extratos brutos (EB) (diclorometandlico e ace-
tonico) e suas respectivas fragoes (FE), que foram obti-
das a partir do fracionamento em coluna cromatografica
(CC). Tal analise foi possivel por meio do fator de reten-
¢do (Rf), calculado a partir de Cromatografia em Papel



(CP). Também foi avaliado o comportamento espectros-
copico pos-obtencdo dos espectros por meio de espec-
troscopia de UV-Vis, desses extratos e fragdes. A partir
de trés amostras dos Extratos Brutos EB-DCM, EB-ACE
e EB-ACER0 e 11 fragdes, sendo 6 fragcdes provenien-
tes de EB-DCM e 5 fragdes provenientes de EB-ACE,
foram obtidos dados para a construcdo de duas tabelas
com informagdes acerca de: 1) polaridade relativa; ii) gra-
diente de polaridade dos solventes utilizados na corrida
cromatografica; e iii) dados sobre os fatores de retengdo
(Rf) dos extratos brutos ¢ das fra¢des purificadas. Ao todo
foram testados 63 gradientes de polaridade, sendo que,
deste nimero, foram selecionados como eluentes os 10
gradientes de polaridade que apresentaram as melhores
separagdes de cores e 0 maior nimero de cores observa-
das. Dentre os 10 gradientes de polaridade selecionados,
estdo incluidos o menor e o maior gradiente de polaridade
testados (2,71 e 4,88, respectivamente) ¢ 8 gradientes de
polaridade intermediarios (3,01; 3,12; 3,31; 3,42; 4,20;
4,23; 4,25 ¢ 4,26). Este trabalho teve como objetivo pro-
por e discutir uma atividade que utilize a espectroscopia
de UV-Vis e as cromatografias em coluna e em papel, que
sdo técnicas classicas de analise e de facil execugdo, en-
volvendo o tema clorofila, podendo ser aplicada em estu-
dos fitoquimicos ¢ em aulas experimentais.

[Extragéo com DCM, ACE e ACEso]

Extrato bruto

h 4 h 4

[ EB-ACES0 ] [ EB-DCM, EB-ACE ]

!
e«

1]

—

[ UV-V1s

Figura 3: Representacdo esquematica da parte experimental

Extracio dos pigmentos e analises por CC, por
CP e por UV-Vis. A extragdo, realizada em triplicata,
seguiu o método descrito por Maestrin e cols. (2009),
o qual se baseia na utilizagdo de 5,0 g de massa foliar
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Coleta: Amostra HY

MATERIAL E METODO

Descri¢ao experimental. Os solventes foram uti-
lizados sem purificagdo prévia (99,8 %, Vetec). Sendo
que: i) Para as extragdes foi utilizado diclorometano P.A.
(CH,CI,, DCM), acetona P.A. (H,CCOCH,, ACE) e so-
lucdo aquosa de acetona 80 % (ACE80). Cada solvente
extrator gerou 1 EB, totalizando 3 EB (EB-DCM; EB-
-ACE e EB-ACES0). ii) Para a purificacdo em croma-
tografia em coluna (CC), foi utilizado DCM e tolueno
(TOL) (99,8 % Vetec), sendo a coluna empacotada com
TOL. Foram fracionados os EB-DCM (gerando 6 FE)
e EB-ACE (gerando 5 FE). iii) Para o acompanhamen-
to por cromatografia em papel (CP) foram mantidos os
mesmos eluentes: DCM, ACE e TOL, utilizando papel
filtro comum, com porosidade de 14 pum. iv) Para as
analises por CC, foi utilizada silica gel (200-400 mesh),
empacotada com TOL em coluna de 15 cm de altura x 2
cm didmetro, em capela de exaustdo, sem luz interna e
protegida da luz externa para minimizar os efeitos de fo-
todegradagdo da clorofila. Tempo de eluic¢@o: entre 4 e 6
h. e v) Para as analises por espectroscopia no ultravioleta
visivel (UV-Vis), as analises foram realizadas em espec-
trofotdmetro UV-BASIC, entre 300 e¢ 700 nm. As etapas
experimentais estdo resumidas na Figura 3.

cc:
EB:DCM e
EB:ACE.
Eluentes:
DCM e TOL
FE

F1ltragao de Amostra de cada
cada EB EB concentrada

(Total 3 EB) obtidas a
Maceragao: partir de:
Em DCM, ACE e ACE8O EB:DCM
(com 6 FE)
e EB:ACE
(com 5 FE)

UV-Vis e CP
1) Dos EBs em DCM, ACE e ACE80 (3 EB)
2) Das FE a partir do EB:DCM (com 6 FE) e
EB:ACE (com 5 FE)
Eluentes: DCM e TOL

(HY) macerados em 50 mL DCM, e mantidos sob agi-
tagdo, a temperatura ambiente, em frasco fechado, ao
abrigo da luz, durante 20 min (14). O extrato foi filtrado
e concentrado até o volume final de aproximadamente



2,0 mL. O mesmo procedimento foi realizado utilizando
como solventes extratores ACES0 (27) ¢ ACE (24, 27).
Os extratos brutos obtidos foram discriminados como
EB-DCM, EB-ACE e EB-ACES80. Considerando que as
folhas de Hydrangea sp. contém clorofila a e b, além de
carotenos e xantofilas (os pigmentos acessorios) (36, 40)
os quais podem ser extraidos com DCM, ACE e ACE80
(14, 27) foi executada cromatografia em coluna (CC)
dos extratos obtidos em DCM e ACE para separar os
constituintes quimicos presentes em cada extrato. Poste-
riormente, foram determinados os fatores de retencdo de
cada EB e de cada uma das FE obtidos, por cromatogra-
fia em papel (CP). Foi tragado o perfil espectroscopico
no UV-Vis destas amostras, comparando os espectros
obtidos com os apresentados na literatura (41-45) e com
os comprimentos de onda maximos A __calculados (32).

Os extratos brutos obtidos, EB-DCM e EB-ACE,
foram purificados em coluna, utilizando TOL e DCM
como eluentes, nesta ordem. O extrato bruto EB-A-
CE80 néo foi purificado em CC por ser uma solugao
aquosa. As 3 amostras de EB e as 11 amostras de FE
(sendo 6 de FE:EB-DCM ¢ 5 de FE:EB-ACE) foram
analisadas por CP utilizando 10 gradiente de polarida-
de (2,71; 3,01; 3,12; 3,31; 3,42; 4,20; 4,23; 4,25; 4,26
e 4,48, conforme apresentado nas Tabelas 1 e 2) e por
espectroscopia no UV-Vis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracio e analise dos extratos. Apds a obten-
¢do dos 3 EB, foram obtidas as seguintes dilui¢des: 1)
2 gotas do extrato EB-DCM concentrado em 3 mL de
diclorometano; ii) 2 gotas do extrato EB-ACE con-
centrado em 3 mL de acetona; ¢ ii) 2 gotas do extrato
EB-ACES80 concentrado em 3 mL de solugdo aquosa
de acetona 80 %. Os espectros foram obtidos por es-
pectroscopia UV-Vis entre 300 ¢ 700 nm, conforme
apresentado na Figura 4. Quando foram comparados
os trés espectros obtidos a partir dos EB (EB:DCM,
EB:ACE e EB:ACES80) foram observados perfis es-
pectroscopicos semelhantes entre EB-DCM e EB-A-
CES80 (Figura 4). No entanto, houve deslocamento das
bandas maximas de absorgdo especialmente entre 300
e 550 nm (Figura 4).

Os carotenoides absorvem principalmente na re-
gido do espectro eletronico entre 350 e 550 nm (46),
sendo que foram observados, na Figura 4, alteracdes
principalmente na regido entre 400 e 550 nm. Todavia, o
uso de acetona pura como solvente ndo evidenciou pre-
sen¢a de banda de absorg@o caracteristica nessa regido,
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conforme pode ser observado no espectro EB:ACE apre-
sentado na Figura 4.

Os solventes DCM e ACE80 mostraram ser efi-
cientes para a extracdo de carotenoides e de clorofila dos
extratos brutos obtidos (EB:DCM e EB:ACES80, Figura
4), e sdo 0s que apresentaram as maiores e as menores
polaridades, dentre os trés solventes extratores testados,
sendo a polaridade do DCM 3,30 e a polaridade relativa
do solvente ACE80 6,12, enquanto que o solvente ACE
tem polaridade 5,40 (47). Os carotenos (carotenoides
hidrocarbonetos) geralmente sdo hidrofobicos (48) e as
xantofilas (carotenoides oxigenados) (49) tem baixa po-
laridade, enquanto que solventes com polaridade maior
sdo0 os mais eficazes para a extragdo completa das cloro-
filas (14, 50, 51).

14— Extratos Brutos
' —— EB-ACE80
3259 —— EB-ACE
1,2+ -~ EB-DCM
1,0
©
2 os
g 27/
g 06
04
02
0,0
300

A (nm)

Figura 4: Espectros no ultravioleta-visivel (UV-Vis) dos extra-
tos brutos de HY em acetona, acetona 80 % e diclorometano.

Também foi evidente, nos espectros dos EB (Figura
4), a presenca de banda de absor¢do entre 400 ¢ 420 nm
(regido do azul) e entre 600 ¢ 700 nm (regido do ver-
melho), devido as transigdes eletronicas de porfirinas (9,
14, 26, 27), pois suas fortes absor¢des nas regides do es-
pectro eletromagnético no azul (préximo a 400 nm) e no
vermelho (préoximo a 700 nm) fazem com que sejam ob-
servadas bandas de absorc¢ao na regido do verde (14, 52).

De acordo com a Equacgao 1 (32) é possivel calcular a
o comprimento de onda méaximo (A, ) teorico de cada ca-
rotenoide, por exemplo, 476,3 nm para o licopeno; 453,3
nm para o B-caroteno; 447,5 nm para a luteina; 453,3 nm
para a zeaxantina; 453,3 nm para a anteraxantina; 458,3
nm para a violaxantina e de 438,3 nm para a neoxantina,
sendo esses os carotenoides mais comuns (Figura 5). Os
valores dos A, tedricos calculados sio muito proximos,
indicando que os carotenoides podem aparecer sobrepos-
tos, tanto em uma mistura quando isolados.



Amax = 114 + 5M + n(48,0 — 1,7 n) — 16,5R,ng, — 10R,,

Equacao 1

n: namero de ligacdes duplas conjugadas

M= ntimero de grupos alquila ou assemelhados ligados
ao sistema conjugado

HO

HO OH
0

HO

HO

R, .=numero de aneis com ligagdes duplas endociclicas
no sistema conjugado
R, =numero de an¢is com ligagdes duplas exociclicas.

anteraxantina

betacaroteno
licopeno
OH
luteina
OH
0 neoxantina
OH
0
violaxantina
OH

zeaxantina

Figura 5: Representacdo dos carotenoides mais comuns.

Como no extrato bruto a absor¢do de um cons-
tituinte quimico se sobrepde a outro, para otimizar a
interpretacdo espectroscopia dos extratos, as amostras
foram purificadas utilizando coluna de silica gel. O
EB proveniente da extragdo com ACES80 nao foi puri-
ficado por essa técnica, por conter 20 % de dgua. Ana-
lisando a Tabela 1, pode ser observado que, mantendo
os mesmos gradientes de polaridade para a eluicdo
dos compostos presentes nos extratos brutos EB-D-
CM, EB-ACE e EB-ACES80, a amostra que apresenta
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o maior nimero de manchas de cores distintas ¢ o EB-
-ACERO0. A celulose, utilizada como fase estacionaria,
¢ constituida por mais de duas mil unidades de glicose
anidra, ligadas por atomos de oxigénio, fazendo com
que os componentes menos soliiveis na fase estacio-
naria tenham movimentagdo mais rapida ao longo
do papel, isto é, maiores Rf. Como foram utilizados
solventes orgdnicos como eluentes, isto ¢, solventes
menos polares, eles sdo repelidos pela estrutura celu-
losica (53).



Tabela 1: Fator de retencdo (Rf) dos extratos brutos (EB), a partir das extracdes com diclorometano P.A (DCM), solucdo aquosa

de acetona 80 % (ACE 80) e acetona PA (ACE).

2,71 DCM:TOL:ACE (1:8:1) VEC 96,67 (+ 1,53)

VER 96,67 (+ 0,58)
3,01 ACE:TOL:DCM (1:5:4)

VEC 89,67 (« 0,58)
3,12 TOL:ACE:DCM (5:1,5:3,5) AMQ 98,33 (+ 0,58)
3,31 ACE:TOL:DCM (1:2:7) VER 95,67 (+ 1,15)
3,42 DCM:TOL:ACE (5:3:2) VEM 97,33 (+ 0,58)

VMC 97,33 (« 0,58)
4,20 DCM:TOL:ACE (5:0,5:4,5)

VEM 96,33 (+ 0,58)

VMC 98,00 (+ 0,00)
4,23 ACE:TOL:DCM (5:1,25:3,75)

VEM 96,33 (+ 0,58)
4,25 TOL:ACE:DCM (1:5:4) VEM 96,33 (+ 2,08)
4,26  DCM:TOL:ACE (1:3:6) VER 97,33 (£ 0,58)
4,88 DCM:TOL:ACE (1:1:8) VER 96,67 (+ 1,53)

ACE80

97,33 (+ 0,58) 96,33 (+ 0,33)

AML 97,37 (+ 1,09) VEM 97,00 (+ 0,00)
VEM 97,34 (+ 0,58) VEM 98,00 (+ 0,00)
VEC 97,33 (+ 0,58) VEM 96,67 (+ 0,33)
VEM 97,69 (+ 0,60)

VEM 97,00 (+ 0,00)
AZC 58,74 (+ 1,56)
VMC 97,00 (+ 1,00) AMC 96,67 (+ 0,58)
AZC 96,00 (+ 1,00) VEM 96,33 (+ 0,58)
VMC 98,00 (+ 1,00)
RXC 97,33 (+ 0,58) VEM 96,68 (+ 2,40)
VEM 96,67 (+ 0,58)
AZU 98,33 (+ 0,58)
VER 97,33 (+ 0,58) VEM 96,00 (+ 0,00)
VEM 97,00 (+ 1,00)
VEM 97,33 (+ 0,58) VEM 96,00 (+ 0,00)
VER 96,00 (+ 1,00)

AMC 89,33 (+ 1,53)
VEC 85,00 (+ 3,61)

CM = Cor da Mancha. PR = Polaridade Relativa. DCM = Diclorometano. ACE = Acetona. Rf = Indice de retencdo. AMC = Amarelo Claro. AMQ =
Amarelo Queimado. AZU = Azul. AZC = Azul Claro. RXC = Roxo Claro. VER = Verde. VEC = Verde Claro. VEM = Verde Musgo. VMC = Verde Musgo Claro.

Os extratos brutos foram purificados por cromato-
grafia em coluna para posteriormente serem analisados
por espectroscopia no UV-Vis ¢ CP. A amostra EB-D-
CM foi dividida em 6 fra¢des por CC, sendo utilizado o
TOL, o mesmo solvente de empacotamento da coluna,
para separar as primeiras 4 fragdes e DCM para separar
as outras 2 fragdes. As fragdes foram separadas utilizan-
do a cor como parametro qualitativo.

A partir da purificagdo de EB-DCM, a primeira fra-
¢do (espectro FE_ TOL 1, Figura 6), mostrou ser
rica em carotenos (9, 27), caracterizada pela colora-
¢do amarela do extrato (Figura 7A), em virtude das
duplas liga¢des conjugadas (41), e espectroscopica-
mente (Figura 6, FE . TOL 1), pela presenga de om-
bros de absor¢do em 443,0 nm ¢ em 490,8 nm e uma
banda de absor¢dao em 461,1 nm. Com base no traba-
lho realizado por Xu e cols. (2006), e no calculo ted-
rico do comprimento de onda méaximo (_ ) dos ca-
rotenoides (Equagdo 1), provavelmente, a substancia
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purificada foi o licopeno, pois teoricamente seu A, ¢
476,3 nm ¢ o licopeno (P.A.) possui trés bandas de ab-
sorcdo caracteristicas em 450, 470 ¢ 505 nm (41), que
sdo comprimentos de onda proéximos aos observados
neste trabalho (Figura 6, FE ., TOL 1).
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Figura 6: Espectros no ultravioleta-visivel (UV-Vis) das fra-
coes dos extratos de Hydrangea sp em diclorometano
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Na segunda, terceira ¢ quarta fragdes do extrato
de EB-DCM purificado, ainda utilizando tolueno como
eluente (Figura 6, FE_ . TOL 2, FE ., TOL 3 e FE
TOL 4, respectivamente), foi observada a presenca de
banda de absorg¢do em 415,5 nm, definida como banda
de Soret, sendo normalmente observada entre 400 € 420
nm, indicando a presen¢a da principal banda de absor-
¢do de um derivado do tipo porfirina/clorina (14), e em
673,7 nm, definida como banda Q (14), sendo normal-
mente uma banda de absor¢do intensa e tipica de deriva-
dos de clorofila (27, 51) (Figura 6, espectros FE ., TOL
2,FE, ., TOL3 e¢FE ., TOL4).

As fragdes coletadas eram esverdeados (Figura 7A)
e as bandas de absor¢do em 506,7, 537,7 ¢ 616,6 nm
(Figura 6, espectros FE | ., TOL 2, FE . TOL3eFE .,
TOL 4) acompanham a banda Q e também sdo devidas
as transicdes eletronicas da porfirina da clorofila (14). O
quinto extrato da amostra EB-DCM, utilizando dicloro-
metano como eluente (Figura 6, espectro FE_ , DCM
1) mostrou-se como um intermediario do quarto e do
sexto extrato, com bandas pouco evidentes na regido de
carotenos, com duas bandas em 424,3 ¢ 453,9 nm, e na
regido de clorofilas. A banda de absor¢@o observada em
649,8 nm (Figura 6, espectro FE ,, DCM 1) apresen-
tava baixa intensidade, com colorag@o da fracdo verde
claro, tendendo a um amarelo (Figura 7A).

Na sexta fragdo (Figura 6, espectro FE_ ., DCM 2)
foi observado, no UV-Vis, uma fraca banda de absor¢ao
na regido de clorofila (14, 27) em 669,3 nm, devida as
transigoes eletronicas da porfirina da clorofila. Também
bandas de absor¢ao em 424,3, 453,9 e 477,7 nm, regido
caracteristica de p-caroteno. Esses valores experimen-
tais estdo em consonancia com o A__teorico (32) calcu-
lado a partir da Equacdo 1 para o B-caroteno, de 453,3
nm, sendo muito préximo do valor observado de 453,9
nm na Figura 6, espectro FE ., DCM 1 ¢ ao valor des-
crito por Xu e cols. (2009) de 450 nm (41) e por Sricha-
roen e cols. (2016) de 460 nm (42).
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A coloragdo do extrato é predominantemente ama-
rela (Figura 7), em virtude das duplas ligagdes conjuga-
das do B-caroteno (32, 41, 54). Geralmente, o B-caroteno
e o licopeno sdo constituintes que estao presentes de for-
ma sinérgica nas plantas (41, 42, 45, 55) o que também
¢é observado neste trabalho a partir dos extratos de HY
utilizando como solvente extrator o diclorometano (es-
pectros FE . TOL 1 ¢ FE ,, DCM 2, na Figura 6).

Quando o comportamento das FE foi analisado por
CP (Tabela 2), foi observado que a amostra FE ., TOL
1 proveniente da extragdo utilizando DCM, apenas nas
proporg¢des com polaridades relativas de 2,71 e de 4,20 as
cores obtidas por CP foram sdo verde-claro (VEC), devi-
do provavelmente a clorofila. Nos demais gradientes de
solventes testados, as cores observadas no papel foram
amarelo-claro (AMC). Tendo em vista que por UV-Vis
(Figura 6, espectro FE ,, TOL 1) esse extrato apresentou
comportamento espectroscopico do licopeno, pode ser
sugerido que os Rf apresentados na linha FE ., TOL 1,
na Tabela 2, nos gradientes 3,01; 3,12; 3,31; 3,42; 4,23;
4,25; 4,26 ¢ 4,88 sejam devidos ao licopeno.

Nas amostras FE_,, TOL 2, FE ., TOL 3 e FE
ou TOL 4, todas as cores obtidas em CP foram verde,
nos 10 gradientes de polaridade usados, indicando que
apenas clorofila eluiu nas condigdes testadas, estando
este comportamento coerente com os espectros FE_
TOL 2, FE ., TOL 3 e FE ., TOL 4, da Figura 6, que
indicaram apenas a presenga de bandas de absor¢do da
clorofila, e qualitativamente, na Figura 7A, pela colora-
¢do verde das fragdes do extrato EB-DCM purificado. A
amostra FE ., TOL 4, eluida com a mistura de polarida-
de relativa 4,20 evidenciou a presenga de manchas, com
dois Rf bem distintos, sendo uma mancha azul (AZU),
com Rf 70,3 e a outra mancha verde claro (VEC), com
Rf 96,3. E dificil predizer quais sdo os compostos que
foram eluidos, mas pode ser que tenha ocorrido a sepa-
racdo da clorofila a da clorofila b presentes no extrato.
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Figura 8: Espectros no ultravioleta-visivel (UV-Vis) das fra-
coes dos extratos de Hydrangea sp. em acetona, utilizando
como eluente na CC tolueno e diclorometano, respectivamente
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A quinta fracdo de EB-DCM, a amostra FE
DCM 1, apresentou, no gradiente de polaridade 4,25
(Tabela 2), duas manchas azuis ¢ uma amarela, indican-
do ser este um gradiente de polaridade que permite sepa-
rar os carotenoides da clorofila, em uma mesma eluigao.

DCM

Em relagdo a amostra FE_, DCM 2, analisada por CP
(Tabela 2), apenas foram observadas cor amarelo-claro
(AMC) no papel, nos 10 gradientes de polaridade tes-
tados. Como o espectro FE_ . DCM 2 apresentado na
Figura 6, apresentou perfil espectroscopico que pode ser
atribuido ao B-caroteno, pode ser sugerido que os Rf ob-
tidos e calculados para a fragdo do extrato FE ., DCM
2 proveniente do EB-DCM, que apresentou coloragao
amarela (Figura 7), sejam atribuidos ao p-caroteno.

Quando a extragdo foi realizada utilizando ACE
(acetona P.A, 99,8 %), foi possivel separar 5 fragdes no
processo de purificagdo por CC (Figura 7B). Os dados
indicaram que este solvente foi mais eficiente para ex-
trair clorofila do que carotenoides, pois a primeira fracao
do extrato de EB-ACE (FE, ., TOL 1), apesar de quali-
tativamente indicar coloracdo amarela (Figura 7B) nao
possuia indicativos espectroscopicos que permitissem
descrever ou caracterizar algum componente da mistura.
Quanto a segunda e a terceira fragdes purificadas, apre-
sentaram coloragdo verde (FE, .. TOL 2 ¢ FE, .. TOL 3,
respectivamente, Figura 7B).

A segunda fracdo purificada a partir de EB-ACE,
apresentada na Figura 8 como espectro FE, .. TOL 2,
mostrou bandas de absor¢ao em 414,6 nm (banda de
Soret) ¢ em 672,4 nm (banda Q), bem como as bandas
complementares 507,4, 540,7 ¢ 615,8 nm. A terceira
fragdo purificada de EB-ACE, apresentada na Figura 8§,
como espectro FE, .. TOL 3 apresentou banda de Soret
em 416,3 nm e bandas complementares em 506,7, 539,2
e 613,8 nm, além da banda Q em 672,3 nm.

As bandas de absorcao observadas no segundo e no
terceiro extrato purificado de EB-ACE (FE, ., TOL 2 e
FE, . TOL 3) sdo caracteristicas do espectro eletronico
da clorofila (7, 14). A 4° fracdo do extrato de EB-ACE
(espectro FE, .. TOL 4, Figura 8) indicou a presenca de
bandas de absorg¢do de intensidades muito baixas, mas
que provavelmente ja carregavam consigo tracos dos
constituintes arrastados na 5° fragdo, quando foi utiliza-
do, como eluente, diclorometano (espectro FE, .. DCM
1, Figura 8). O espectro FE, ., DCM 1, apresentado na
Figura 8, indicou a presenca das bandas de absor¢ido em
422.,8,450,3 ¢ 477,7 nm, devidas, provavelmente, a pre-
senga de B-caroteno (41) ou de luteina (43, 44).

A partir dos espectros obtidos ndo foipossivel ca-
racterizar o constituinte da amostra, pois pelo calculo
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teorico do A, ndo foi possivel afirmar se o constituinte
presente na mistura era o f3-caroteno ou a luteina, pois
teoricamente, o valor do A__calculado foi 447,5 para o
B-caroteno e de 453,3 para a luteina e experimentalmen-
te o valor obtido foi 450,3 nm (Figura 8, espectro FE, ..
DCM 1). Todavia, a composi¢do em percentual dos ca-
rotenoides pode variar na ordem de 25-40 % para B-ca-
roteno, 40-57 % para luteina, 9-20 % para violaxantina e
5-13% para a neoxantina, dependendo das condigdes de
desenvolvimento e do estresse fisiologico da planta (27).
Quanto a avalia¢do por CP das FE:ACE, as mesmas nao
foram apresentados na Tabela 2 por ndo corroborarem
com a discussao espectroscopica realizada.

CONCLUSAO

A andlise por espectroscopia no UV-Vis indicou
que: (1) Os extratos brutos EB:DCM e EB:ACES0 fo-
ram os que apresentam bandas de absor¢do na regidao dos
carotenoides (entre 400 ¢ 550 nm) e de clorofila (entre
400 e 420 nm e entre 600 e 700 nm). (2) Apos a purifi-
cacdo dos extratos brutos EB:DCM por cromatografia
em coluna, foi possivel separar 6 fragdes. A ordem de
eluigdo indicou na que primeira fragdo (FE, ., TOL 1) o
licopeno foi eluido, caracterizado pela presenga da ban-
da de absor¢do com A, experimental em 461,1 nm. Em
seguida, as fracdes 2, 3 e 4, indicaram bandas de absor-
¢do de clorofila (banda de Soret em 415,5 nm e banda
Q em 673,7 nm). A quinta fragdo continha tracos dos
constituintes da fragdo 4 e 6. E a sexta fragdo do extrato
de EB:DCM indicou a presenca de B-caroteno pela pre-
senca da banda de absor¢do com A experimental em
453,9 nm. (3) Apos a purificagdo do extrato bruto EB:A-
CE, foi possivel separar 5 fragdes. Destas, ndo houve
evidéncias espectroscopicas que permitissem distinguir
os constituintes presentes nas amostras amarelas, que
qualitativamente indicaram a presenga de carotenoides.
No entanto, foi possivel verificar a presenca de clorofila,
pela presenga da banda de Soret (em 414,6 na segunda
fragdo eluida; FE, . TOL 2, € em 416,3 na terceira fra-
¢do eluida, FE, . TOL 3) e da banda Q (em 672,4 nm
FE, .. TOL2eFE,  TOL 3).

Esses resultados permitem que o estudante seja ca-
paz aprender sobre métodos de extracdo, de purificacdo
e de analise. A variacdo da polaridade do solvente pode
resultar em diferentes constituintes extraidos da planta,
bem como indicar diferentes perfis de eluicdo, quando
analisados os dados por cromatografia em papel e di-
ferentes perfis espectroscopicos quando analisados os
espectros UV-Vis.



O estudo fitoquimico por meio das analises por UV-
-Vis e por CP ¢ ambientalmente favoravel pelo baixo gas-
to com solventes organicos. Além de serem métodos clés-
sicos e de baixo custo também apresentam precisao pela
sua reprodutibilidade, separando com eficiéncia a clorofi-
la dos carotenoides presentes nas folhas de Hydrangea sp.
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