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EXTRACTION AND PURIFICATION OF CHLOROPHYLL A ISOLATED FROM Spirulina maxima: AN EXPERIMENT FOR
THE CHEMISTRY COURSES. This work describes a simple and economical experiment for the extraction and purification of
chlorophyll a from Spirulina maxima. Extraction and purification of natural compounds can be considered one of the most illustrative

experiments that can be performed in Organic Chemistry courses. Particularly, the chromatography of dyes and pigments allows

students to have a better comprehension of the chromatography separations. These compounds represent an important class of organic

pigments applied in pharmaceutical, cosmetic, detergent compositions, and various other fields and can be extracted from plants and

algae. To extract, separate and purify chlorophyll a from associated pigments such as xanthophylls, carotenes, and pheophytins, very

costly processes are reported. The present approach is perfectly adequate for use in Chemistry experiments for undergraduate students.
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INTRODUCAO

As clorofilas destacam-se dentre os mais conhecidos pigmentos
vegetais sendo responsdveis pela captura de luz solar, producio de
oxigénio e agtcares através da fotossintese.'? A intensa cor verde
das clorofilas deve-se a suas fortes absorcdes nas regides do azul e
vermelho do espectro eletromagnético, fazendo com que transmitam
na regifo do verde.? Presentes em quase todos os tipos de plantas,
algas e algumas bactérias, estes pigmentos tém sido apontados como
excelentes fotossensibilizadores,® antioxidantes e como agentes
terapéuticos no combate de diversas doencas.'

A clorofila a pode ser considerada como o pigmento mais recor-
rente desta classe de compostos (75% dos pigmentos verdes presentes
nas plantas), sendo empregada em vdrias composi¢des farmacéuticas,
como cosméticos, materiais de higiene bucal, em dietas, culindria e
até mesmo em alguns detergentes.! Muitos dos seus derivados, como a
clorina e, e 0 “pheophorbide”, ao lado de similares sintéticos, t€m sido
investigados como agentes sensibilizadores na terapia fotodinimica,*
em particular nos tratamentos de cincer de pele.

As clorofilas a e b (Figura 1) s@o encontradas quase sempre em
conjunto, sendo a clorofila @ mais abundante na maioria dos casos.
Particularmente nas algas Spirulina pacifica ou S. maxima encontra-
se apenas a clorofila ¢ com rendimento de até 2% do seu peso.'” A
férmula molecular da clorofila a € dada por C,;H,,O,N Mg e difere
da clorofila b pela presenca de um grupo funcional aldeido ao invés
de um grupo metila no dtomo de carbono 7 (Figura 1).

Historicamente, a estrutura da clorofila a s6 foi completamente
elucidada em 1960, quando Woodward confirmou a estrutura pro-
posta para este composto através da sua sintese total.® Pouco tempo
depois Fleming’ determinou a configuracdo absoluta da clorofila a
nao deixando dividas quanto a quaisquer aspectos estereoquimicos
e, a0 mesmo tempo, contribuindo para uma série de estudos no que
diz respeito a este tipo de pigmento.?

Os métodos descritos na literatura para a extracao/purificacdo
da clorofila a proveniente de plantas e algas verdes podem ser
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Figura 1. Estruturas das clorofilas a e b

considerados como processos complicados e, em alguns casos,
ineficientes e dispendiosos.”!® Geralmente a clorofila a € extrai-
da na presenga de solventes como acetona ou metanol, resfriada
com nitrogénio liquido e posteriormente refluxada e filtrada para
sua separacdo do material de partida. O processo de refluxo sob
atmosfera de nitrogénio e posterior filtracio € repetido por vdrias
vezes. Os pigmentos obtidos nestes processos sdo purificados em
coluna cromatografica de polietileno e apds decantar, separar e
eliminar os solventes, as fragdes obtidas sdo repurificadas em
colunas cromatograficas de agucar e finalmente cristalizadas na
presenca de iso-octano.!?



Vol. 32, No. 6

Neste trabalho, relatamos um experimento econdmico, eficiente
e extremamente didatico para extragdo e purificagdo da clorofila a, a
partir da Spirulina maxima. Este experimento permitird aos estudantes
utilizar técnicas de extracio de produtos naturais, realizar purificacdes
cromatogréficas, bem como a identificacdo dos mesmos por espectros
UV-Vis. Tais contetidos estdo presentes em disciplinas de Quimica
em vdrios cursos de graduacdo, sendo que a Spirulina maxima foi
escolhida com o objetivo de evitar os tediosos processos de separagdes
cromatogréficas dos variados tipos de clorofila (a, b, cI, c2 e d).

MATERIAIS E REAGENTES

Os solventes utilizados foram de procedéncia nacional (PA). A
alga Spirulina maxima pode ser adquirida em quaisquer casas de
comércio de produtos naturais, fitoterdpicos ou de distribuic@o de in-
sumos para farmdcias de manipulacdo. Para realiza¢do do experimento
é necessario o uso de chapas de aquecimento e agitacdo magnética,
barras magnéticas, celas de quartzo ou vidro para espectroscopia
UV-Vis de 1 cm de caminho 6ptico, espectrofotometro, evaporador
rotatdrio e vidrarias comuns como erlenmeyer, baldes de fundo re-
dondo, funil de vidro, funil de decantag@o e pipetas.

PLANEJAMENTO DA AULA

A primeira etapa pode ser realizada em um periodo de aproxi-
madamente 3 h, incluindo as extracdes, filtracdo e evaporagdo do
extrato. Neste caso o extrato deve ser armazenado em baldo fechado
e protegido da luz para que num experimento posterior possa ser
purificado. Para etapa de purificagdo sdo necessdrias pelo menos 4
h, incluindo o empacotamento da coluna e elui¢do das fragdes. Um
tempo posterior de 3 h deverd ser utilizado para remocdo do metal
(Mg?) lembrando que, até esta etapa, se deve manter o extrato seco
e protegido da luz (recomenda-se cobrir o baldo com papel aluminio
e armazenar em armario fechado).

PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

Foram adicionados 5 g de Spirulina maxima a um erlenmeyer de
250 mL, misturando-se em seguida com 50 mL de CH,Cl, a tempe-
ratura ambiente. A suspensao foi agitada por 20 min e posteriormente
filtrada em papel de filtro comum (dobra pregueada), reservando-se o
filtrado. O residuo sélido foi entdo submetido a0 mesmo tratamento
com CH,CI, por mais 3 vezes. Os extratos obtidos foram reunidos
e concentrados em um evaporador rotatério sob pressdo reduzida
até o volume final de 5 mL (aproximadamente). Neste caso, além
da clorofila a, outros pigmentos como B-caroteno e xantofilas sdo
extraidos. Para efeito de comparagéo com os produtos a serem pos-
teriormente purificados, realizou-se uma analise de UV-Vis deste
extrato, diluindo-se 1 gota do extrato em 4 mL de CH,CIL,. A linha de
base (branco) do aparelho de UV-Vis foi feita com CH,Cl, (Figura 2).

PURIFICACAO DO EXTRATO E ANALISE DOS
PRODUTOS

A purificacio do extrato foi realizada em uma coluna cromatogra-
fica de silica gel (200-400 mesh, 2 cm de didmetro e 15 cm de altura)
empacotada com tolueno em uma capela de exaustdo. A presenga
de luz no ambiente onde € realizada a cromatografia pode induzir a
degradagdo parcial da clorofila a, entretanto, o tempo gasto para o
processo (4 h) € relativamente curto, ndo implicando em grandes per-
das. Recomenda-se apenas a ndo utiliza¢do da iluminacdo interna da
capela de exaustdo durante a elui¢do. A primeira elui¢o foi realizada
com o mesmo solvente de empacotamento da coluna (tolueno) para
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Figura 2. Espectros de UV-Vis do extrato bruto, da fra¢do de caroteno e da
clorofila a

remover as bandas amarela e laranja, ricas em caroteno e xantofila
(Figura 3); nesta etapa sdo necessdrios pouco mais de 150 mL de
tolueno. Posteriormente eluiu-se com CH,Cl, para se obter a grande
fracdo verde/azulada correspondente a clorofila a (Figura 3). Esta
terceira fragdo (ricaem clorofilaa, C,.H, ,O,N Mg) foi caracterizada
por espectroscopia UV-Vis em CH,Cl,, (Figura 2, At (nm): 413
(banda Soret), 506, 539, 610 e 668) diluindo-se 1-2 gotas da fra¢do
coletada em 4 mL de CH,CL,. Em seguida, toda a fragdo contendo
a clorofila a foi concentrada removendo-se o solvente sob pressio
reduzida e a amostra obtida foi armazenada sob o abrigo da luz para
evitar processos de auto-oxidac¢ao. Também se realizou uma andlise
por espectrofotometria na regido do UV-Vis da fracdo eluida em
tolueno (rica em carotenos e xantofila) ajustando-se a linha de base
do aparelho com tolueno (Figura 2). A superposi¢do dos espectros
naregido do UV-Vis do extrato bruto, carotenos e clorofila a traz um
bom indicativo da composi¢do do extrato.

Figura 3. Procedimento de purificacdo da clorofila a por cromatografia em
coluna
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Como pode ser visto na Figura 2, o perfil do espectro na regifio
do UV-Vis do extrato ¢ praticamente igual ao da clorofila a isolada,
mostrando que, no extrato, este pigmento pode ser encontrado ma-
joritariamente. Cabe salientar que os coeficientes de absortividade
molar das clorofilas e dos carotenos sdo da mesma ordem de grandeza
(1-1,5 x 10° L mol' cm™)% confirmando que a presenga de carotenos
no extrato € de fato pequena e sequer pode ser detectada pelo espec-
tro na regiio do UV-Vis do extrato bruto. Deve-se destacar ainda
dois dados importantes de identificag¢@o da clorofila a. O primeiro ¢
a presenga da principal banda de absor¢do de um derivado do tipo
porfirina/clorina (banda Soret) encontrada geralmente entre 400 e
420 nm. A segunda banda importante a ser identificada € a banda
em 668 nm, relativamente intensa e tipica de derivados de clorofila
(banda Q mais intensa). Estes dois dados devem ser utilizados como
critério de caracterizacio neste experimento.

O rendimento final da clorofila a foi de 1,0% (50 mg) consideran-
do a massa inicial de Spirulina maxima (5 g). Note que este € um ex-
perimento adaptado para condi¢des de uma aula experimental, sendo
que, utilizando-se quantidades maiores de alga e tempos de extracio
em torno de 1 h, o rendimento pode chegar a 2% em massa.'

DESMETALACAO DA CLOROFILA A

A clorofila a pode, ainda, ser estocada na sua forma livre (sem
Mg*), o que evita os processos de fotodegradacdo. Para isso a
clorofila a foi tratada com 5 mL de uma solugdo etandlica (~1%)
de dcido acético por 2 h (Esquema 1). O solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida e o residuo foi diluido com 50 mL de CH,Cl,.
A mistura foi extraida duas vezes com porg¢des de 50 mL de dgua
utilizando-se um funil de decantagdo e a fase orgénica foi entdo
separada, secada com cerca de 5 g de sulfato de s6dio anidro,
filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida (evaporador
rotatdrio), obtendo-se o produto denominado feofitina a, que foi
cristalizado em 1 mL de metanol. Férmula molecular: C,H, O,N,,
caracteristicas espectrais UV-Vis (nm): 412 (banda Soret), 507,
540, 610 e 667 — Figura 4). Experimentos de espectrometria de
massas, ¢ RMN de 'H podem ser executados complementando
ainda mais a aula.

etanol
—_—

acido acético

Clorofila a

Feofitina a

Esquema 1. Remogdo do Mg** da clorofila
CONCLUSOES

Por envolver processos bdsicos de extracdo de produtos naturais,
técnicas de separacdo cromatogréfica e identificacdo de compostos
heterociclicos naturais que apresentam relevancia como pigmentos da
fotossintese, este experimento ¢ adequado e consiste numa proposta
simples, de baixo custo e altamente diddtica para disciplinas introdu-
torias a quimica experimental em cursos de graduagdo. Além disso, a
possivel abordagem de aspectos de elucidacio estrutural envolvendo
técnicas espectroscdpicas e/ou espectrométricas permite que seja apli-
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Figura 4. Espectros de UV-Vis da clorofila a e da feofitina a

cado em cursos experimentais de quimica organica mais avancados.

Esta pratica permite a utiliza¢@o de alguns conceitos de Quimica,
que sdo essenciais a formagao dos estudantes, em um tempo curto de
aula (em torno de 10 h).
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