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Saulenchromatographie - Trennung von
Blattfarbstoffen (arikeinr: p3120300)

Curriculare Themenzuordnung

Lehrplanthema: Unterthema: Experiment:

Hochschule Organische Chemie Eeeisntiigz':;n’
Schwierigkeitsgrad Vorbereitungszeit Durchfiihrungszeit empfohlene Gruppengrofe
L2 2Ry OBBOBB OOBBOB 88244
Mittel 1 Stunde 1 Stunde 2 Schiler/Studenten
Zusatzlich wird benétigt: Versuchsvarianten:

Schlagworter:

Chemische Bestandteile von Mischungen

Aufgabe und Material

Einleitung

Mit Saulenchromatographie bezeichnet man ein chromatographisches Trennverfahren, bei dem die Inhaltsstoffe der Probe bei
ihrem Weg durch die Saule aufgetrennt werden und sie nacheinander verlassen.

Hinweise

Hier dargestellt ist nur die Trennung eines Gemischs als Einfihrung in die Methode der Saulenchromatographie. Man kann die
entnommenen Fraktionen auch durch die Aufnahme ihrer Absorptionsspektren charakterisieren oder auf Fluoreszenz bei
Bestrahlung mit UV-Licht untersuchen. Dazu benétigt man:

Spectrophotometer S800, 330...800 35656-99 1

nm
Kivette fur Spektralphotometer, 2 St. 35664-02 1
UV-Analysenleuchte 254/366 nm 33972-93 1

Sicherheitshinweise:

Petroleumbenzin ist eine farblose, wasserunlésliche, leichtentziindliche, fllichtige FlUssigkeit, die leichter ist als Wasser. Die
Dampfe sind schwerer als Luft und bilden mit Luft explosionsfahige Gemische. Bei elektrostatischen Aufladungen besteht die
Gefahr einer Entziindung.

1-Propanol ist eine brennbare farblose, typisch alkoholisch riechende Flussigkeit, die sich mit Wasser und den

meisten organischen Ldsungsmitteln mischen lasst. 1-Propanol Ubt eine leichte Reizwirkung auf die Augen und Schleimhaute
aus.

Dampfe nicht einatmen. Berihrungen mit den Augen und der Haut vermeiden. Bei der Arbeit geeignete

Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille tragen.

HVlw E Robert-Bosch-Breite 10 Tel: 0551 604 - 0 info@phywe.de
excellence in science 37079 Géttingen Fax: 0551 604 - 107 www.phywe.de




Schiiler-/Studentenblatt

Gedruckt: 13.04.2017 18:46:12 | P3120300

Task and equipment

Safety instructions

Petroleum ether is a colourless, water insoluble, easily inflammable, volatile liquid that is lighter than water. The vapours are
heavier than air and form mixtures capable of explosion with air. There is a danger of ignition of it by electrostatic charges.
n-Propyl alcohol is a combustible, colourless liquid that has an odour typical of alcohols and is miscible with water and most
organic solvents. n-Propyl alcohol causes slight irritation to eyes and mucous membranes.

Do not inhale vapours. Avoid contact with eyes and skin. Wear appropriate protective clothing, protective gloves and protective
goggles when working with them.

1-Propanol

H225: Highly flammable liquid and vapour.

H318: Causes serious eye damage.

H336: May cause drowsiness or dizziness.

P210: Keep away from heat, hot surfaces, sparks, open flames and other ignition sources. No smoking.
P233: Keep container tightly closed.

Quartz glass wool

H332: Harmful if inhaled.

H335: May cause respiratory irritation.

P261: Avoid breathing dust/fumes/gas/mist/vapours/spray.

Petroleum ether, 40-60°C

H225: Highly flammable liquid and vapour.

H304: May be fatal if swallowed and enters airways.

H336: May cause drowsiness or dizziness.

EUHO066: Repeated exposure may cause skin dryness or cracking.

P210: Keep away from heat, hot surfaces, sparks, open flames and other ignition sources. No smoking.
P233: Keep container tightly closed.

P240: Ground/bond container and receiving equipment.
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Aufgabe und Material

Material
Position Material Bestellnr. Menge
1 Rahmen flr Komplettversuche 45500-00 1
2 Sicherheitsflasche, 500 ml, 2 x GL 18/8, 1 x GL 25/12 |34170-01 1
3 lonenaustausch-Chromatografie-Saule 35025-01 1
4 Platte flur Komplettversuche 45510-00 1
5 Vakuumvorstof3, gerade, GL 25/12 35806-15 1
6 Erlenmeyerkolben, GL 25/12, 100 ml 35844-15 4
7 Feder-Manometer, 0..1000 mPa 34170-02 1
8 Muffe auf Trager fir Demo-Tafel 02164-00 1
9 Verschlusskappe, mit Dichtung, GL 25, 10 Stiuck 41221-03 1
10 Klemmhalter, d = 8...10 mm, drehbar 45522-00 1
11 Wasserstrahlpumpe, Kunststoff 02728-00 1
12 Quarzglaswolle 10 g 31773-03 1
13 Seesand, gereinigt 1 kg 30220-67 1
14 Rickwand fir Komplettversuche 45501-00 1
15 Mérser mit Pistill, 325 ml, Porzellan 32605-00 1
16 Klemmhalter, d = 18...25 mm 45520-00 2
17 Dreiweghahn, T-férmig, NS 36731-00 1
18 Luftregler 37003-00 1
19 Erlenmeyerkolben 250 ml, Weithals, SB,45 36434-00 1
20 Petroleumbenzin, 40-60 °C, 500 ml 30184-50 1
21 Starke, l6slich, reinst 100 g 30227-10 1
22 Federstecker, 50 Stick 45530-00 1
23 Pipettierball, Flip-Modell, Pipetten bis 100 ml 36592-00 1
24 Universalklemme, Stellschraube an beweglicher Seite|37715-00 1
25 1-Propanol, reinst 250 ml 31754-25 1
26 Laborschere, | = 180 mm 64798-00 1
27 Schraubzwinge 02014-00 2
28 Gummischlauch-Vakuum-, Innen-d = 6 mm, Ifd. m 39286-00 3
29 Vollpipette 50 mi 36581-00 1
30 Rundfilter, qualitativ, d = 110 mm, 100 Stick 32977-04 1
31 Pipette mit Gummikappe, lange Spitze 64838-00 1
32 Messzylinder 50 ml, BORO 3.3 36628-00 1
33 Trichter, Oben-d = 80 mm, Glas 34459-00 1
34 Messpipette 0,1 ml, Teilung 0,01 ml 36594-00 1
35 Glasrohrchen, rechtwinklig, | = 155 mm+85 mm 36701-07 1
36 Glasruhrstab, Boro 3.3, 1 = 300 mm, d = 9 mm 40485-07 1
Aufgabe
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Aufbau und Durchfiuhrung

Aufbau

Sicherheitshinweise:

Petroleumbenzin ist eine farblose, wasserunldsliche, leichtentziindliche, flichtige Flissigkeit, die leichter ist als Wasser. Die
Dampfe sind schwerer als Luft und bilden mit Luft explosionsfahige Gemische. Bei elektrostatischen Aufladungen besteht die
Gefahr einer Entziindung.

1-Propanol ist eine brennbare farblose, typisch alkoholisch riechende Flissigkeit, die sich mit Wasser und den

meisten organischen Losungsmitteln mischen Iasst. 1-Propanol Ubt eine leichte Reizwirkung auf die Augen und Schleimhaute
aus.

Dampfe nicht einatmen. Berihrungen mit den Augen und der Haut vermeiden. Bei der Arbeit geeignete

Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille tragen.

Aufbau:

Abb. 1

Die Halter werden an der Platte fir Komplettversuche wie in Abbildung 2 gezeigt befestigt. Die Muffe auf dem Trager wird seitlich
unten an den Stander des Rahmens angebracht. Hieran wird eine Univeralklemme befestigt und mit ihr die Woulfesche Flasche
gesichert. Die Apparatur wird nach Abbildung 1 aufgebaut und an den Haltern angebracht.
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Abb. 2

Durchfithrung

In die Saule wird ein kleiner Bausch Quarzglaswolle gebracht und bis unten hin durchgeschoben.
Dann wird die Saule mit der Starke beflllt (zwischendurch die Starke etwas stopfen).
Mit einem zweiten Wollebausch wird die Saule oben verschlossen.

Jetzt wird die Starke mit Petroleumbenzin befeuchtet. Dazu fullt man etwa 20 mL Benzin oben in die Saule und lasst sie
durchlaufen. Die Saule sollte ab diesem Zeitpunkt nicht mehr trockenlaufen!

Zunachst extrahiert man aus dem Grinmaterial das Chlorophyll. Dazu zerkleinert man die Blatter grob und zerreibt sie mit
genugend Seesand in dem Maérser. Mit moglichst wenig Petroleumbenzin wird anschlieBend die Zerreibung aufgenommen und
Uber einen Trichter mit Filter in einen 250-mL-Erlenmeyerkolben gefiltert. Die so gewonnene grine Losung kann gegebenenfalls
noch etwas am Wasserstrahlvakuum eingeengt werden. Je konzentrierter die Chlorophyll-Lésung ist, desto besser. Sie ist
jedoch nicht lange stabil und sollte nur frisch verwendet werden.

e Mit dem Feinregulierventil stellt man an der Sicherheitsflasche einen Druck von etwa 800 hPa (ein Unterdruck von -200
hPa gegenuber dem Luftdruck) ein, gibt die Chlorophyll-Probe auf die Saule und 6ffnet dann den Hahn am unteren Ende
der Chromatographie-Saule.

e Sobald die Probe fast vollstandig auf der Sdule ist, wird das Laufmittel aus Petroleumbenzin und 1-Propanol (im Verhaltnis
500:1, V/V; 50 mL Petroleumbenzin plus 0,1 mL 1-Propanol) nachgegeben. Davon reichen etwa 30 mL fur den Versuch.

e Ist erkennbar eine Fraktion am Vakuumvorstol8 angekommen wechselt man den Erlenmeyerkolben. So kénnen bis zu vier
Fraktionen entnommen werden, wenn das Laufmittel aus dem ersten Erlenmeyerkolben wieder zurtick in den grofRen
Kolben gegeben wird.

e Sobald eine deutliche Auftrennung erfolgt ist, schlieft man flr kurze Zeit den Hahn der Saule und zeigt den
Trennungseffekt. Dazu eignet sich gegebenenfalls auch eine Projektion mit einer Schwanenhalskamera.
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Ergebnisse und Auswertung

Beobachtung:

Nach etwa funf Minuten ist die Probe vollstandig auf der Saule und nach weiteren finf Minuten ist die unterste Lauffront am
unteren Drittel der Saule angekommen. Eine Auftrennung ist deutlich in einen breiten gelben Bereich und in ein schmales griines
Band erkennbar. Bei genauerer Betrachtung lasst sich die breite gelbe Fraktion noch einmal trennen. Jede Fraktion wird
aufgefangen und in einem Erlenmeyerkolben prasentiert.

Auswertung:

Man erkennt deutlich, dass es mehrere Blattfarbstoffe geben muss. Dies sind neben Chlorophyllen auch Xanthophylle. Hier
kénnen vor allem die Xanthophylle (gelb) von den Chlorophyllen (griin) getrennt werden. Bei geringerem Vakuum ist die
Auftrennung deutlich besser, dauert jedoch auch erheblich Ianger. So werden Chlorophyll a und Chlorophyll b unter obigen
Bedingungen nicht getrennt. Sollten die Fraktionen anschlieBend quantitativ untersucht werden, ist der Verzicht auf das Vakuum
sehr zu empfehlen. Zur genauen Verteilung der Blattfarbstoffe sei hier auf einschlagige biologische Fachliteratur verwiesen.

Die Auftrennung erfolgt wegen der unterschiedlichen Adsorption der Farbstoffe an dem Tragermaterial (hier Starke). Die starker
adsorbierenden Farbstoffe werden langer in der Saule zuriickgehalten. Die Trennung erfolgt umso besser, je [anger die Saule ist
und je unterschiedlicher die Adsorptionen am Tragermaterial sind.
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