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Prática 2 – Análise de pigmentos foliares por cromatografia em camada delgada
A. Extração

1. Pegue folhas frescas de Tradescantia pallida var. purpurea (Commelinaceae) ou  Tradescantia zebrina (Commelinaceae) ou Cordyline terminalis (Asparagaceae) ou Acalypha wilkesiana  (Euphorbiaceae) e corte-as em tiras transversais de 2-3 mm de largura;
2. Transfira-as para um gral, adicione 15 mL de acetato de etila e 20 gotas de ácido acético glacial. Triture o material com pistilo;

3. Filtre o extrato para um tubo Falcon, usando funil e algodão, tomando o cuidado para que o resíduo permaneça no gral;

4. Trate o resíduo com mais 10 mL do solvente anterior e filtre o extrato para o mesmo tubo. 

5. Acrescente ao resíduo, 2 vezes 10 mL de água, triture, e filtre o extrato aquoso para o mesmo tubo.

B. Separação e caracterização dos pigmentos hidrossolúveis e lipossolúveis 
1. Agite levemente o tubo. Separam-se duas fases: a inferior, aquosa, de cor rósea (A) e a superior, de cor verde (B);
2. Transfira por meio de uma pipeta Pasteur, cuidadosamente, 4 mL da fase aquosa (A) para um novo tubo Falcon (de 15 mL);                
3. Acrescente ao tubo 30 - 40 gotas de uma solução de NaOH 10% e agite;
4. Adicione agora, à solução anterior, 20 gotas de ácido acético e agite.
Responda:

a. As folhas não verdes fazem fotossíntese?

b. Qual substância é responsável pela coloração rósea da fase aquosa (A)? 

c. O que aconteceu com a coloração da solução A após as misturas indicadas no item 3? Qual a explicação para as reações vistas acima? 

d. Quais substâncias são responsáveis pela fase (B)?
C. Cromatografia
1. Com auxílio de uma pipeta automática, deposite cuidadosamente 20 µL (10 x 2 µL) da solução B no ponto central de uma placa cromatográfica a cerca de 1 cm da extremidade inferior. Tome cuidado para que o diâmetro do extrato na placa não exceda 0,5 cm;

2. Coloque cerca de 1 cm de uma mistura de hexano:acetato de etila (8:2) em um béquer de 50 mL;

3. Coloque a placa no béquer, e cubra com um vidro de relógio;

4. Acompanhe a ascensão do solvente, até chegar a 2/3 da placa. Retire a placa do béquer e deixe evaporar o solvente;
Obtém-se uma zona amarela, superior, correspondente aos carotenoides, e duas verdes, inferiores, correspondentes às clorofilas.
