SAULENCHROMATOGRAPHIE VON PFLANZENPIGMENTEN

Aufgabenstellung

Ein wichtiges Teilgebiet der Organischen Chemie ist die Isolierung und Charakterisierung von
Naturstoffen. Sowohl zur préaparativen Auftrennung als auch zur analytischen Charakterisierung wird
h&ufig die Technik der Chromatographie benutzt. In diesem Experiment wird ein Spinatextrakt mittels
Saulenchromatographie in seine Hauptkomponenten (Carotine, Chlorophylle, Xanthophyll) aufge-
trennt und die Extrakte mittels Dinnschichtchromatographie auf ihre Reinheit Uberpruft.

THEORIE

Pflanzenpigmente

Chlorophyll ist das photosynthetisch wirksame
Pigment, das die Umwandlung der Lichtenergie in
chemische Energie vermittelt. Es ist der Farbstoff
der grunen Blatter, ein Porphyrinkomplex
(Pyrrolringe) mit Magnesium als Zentralatom. In
fast allen Pflanzen kommen zwei nahe verwandte
Pigmente (Chlorophyll A und B) vor, die sich in
der Seitenkette das Ringes Il unterscheiden
(CH=0 statt CH,3). Visuell unterscheiden sich die
beiden Chlorophyllarten durch eine blaugrine (A)
bzw. gelbgrine (B) Farbe in organischen
Losungsmitteln. Technisch wird Chlorophyll als Farbstoff in Kosmetika verwendet, ausserdem als
Sensibilisator fur Farbfilme und als Deodorant.

Carotine und Xanthophylle werden unter dem Sammelbegriff Carotinoide zusammengefasst. Sie
sind durch die grosse Zahl der konjugierten Doppelbindungen (siehe Beispiel Farbstoffe und

Chemilumineszenz!) stets farbig, meist rot oder gelb.
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B-Carotin Lutein (Blattxanthophyll)

Carotine: a- und B-Carotin sowie Lycopin sind die Farbstoffe der Karotte und Tomate. Die
biologische Bedeutung der Carotine liegt in der Photosynthese und beim Sehvorgang. Technisch
werden Carotine fiir Vitaminpraparate (Provitamin A) sowie als Antioxidantien verwendet.

Xanthophylle: Farbstoffe z. B. im Mais und in Crustaceen (Schalentiere). Sie sind eng verwandt mit
den Carotinen, aber sie besitzen noch Hydroxylgruppen und sind daher polarer.

Chromatographie

Als Chromatographie bezeichnet man eine Technik zur Auftrennung von Stoffgemischen durch
Aufteilung zwischen einer ruhenden (stationaren) und einer sich bewegenden (mobilen) Phase. Das hat
zur Folge, dass ein Molekil, das sich Uberwiegend in der beweglichen Phase aufhdlt, schneller mit
dem Laufmittel weitertransportiert wird, als ein Molekiil, das Uberwiegend in der stationdaren Phase




verbleibt. Die Verzégerung eines Molekiils gegentiber der Laufmittelfront ist abhéngig von der
stationdren Phase und dem Laufmittel sowie den Molekileigenschaften.

Trennprinzip: In diesem Beispiel wird die ADSORPTION an der Oberfliche von feinverteilten
stationdren Phasen (Aluminiumoxid) benutzt. Daneben gibt es noch andere Trennprizipien wie z. B.
Verteilungschromatographie zwischen 2 Flissigkeiten, Ausschlusschromatographie nach der Molekiil-
grosse (siene Beispiel Proteinbestimmung) oder lonenaustauschchromatographie von geladenen
Molekiilen.

Eltionsmittel SAULENCHROMATOGRAPHIE: Diese Technik wird im vorliegenden
Experiment dazu verwendet, um aus einem Blattextrakt préaparativ die

einzelnen Pigmente zu isolieren.
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Der wesentlichste apparative Teil ist die Séule, die aus einem Glas- oder
Kunststoffrohr und einem Hahn besteht. Das Rohr wird mit festem
T Adsorbens Trégermaterial gefllt (stationdre Phase), das dann mit den aufzutrennenden
;/ Verbindungen in Wechselwirkung tritt. Diese Chromatographieart dient zur
] praparativen Trennung meist grosserer Substanzmengen. Die Abmessungen
der S&ule konnen - entsprechend ihrem Verwendungszweck - sehr
unterschiedlich sein. Es finden sowohl kurze Tropfpipetten als auch
meterlange Rohre Verwendung. Die Séule ist exakt senkrecht aufzubauen.
Wichtig ist die gleichméssige Verteilung des Fullkorpers, da sonst die
Substanzen nicht als waagrechte Banden, sondern als gezackte, sich

g Fritte tUiberlappende Zonen durchlaufen.

EE— Die mobile Phase: Die Wahl des Laufmittels erfolgt nach seiner Elutions-

sammler kraft und hat einen entscheidenden Einfluss auf die Trennung. Es ist
einerseits Konkurrent um aktive Adsorptionsstellen und bewirkt auf der
anderen Seite die Solvatisierung von Substanzen, d.h., die Lésung im
Laufmittel.

Die Eigenschaften verschiedener Laufmittel werden in der Eluotropen
Reihe fir die Adsorptionschromatographie zum Ausdruck gebracht. Die eluotrope Reihe ist eine
empirische Ordnung der Laufmittel nach steigender Elutionskraft (fiir Kieselgel und Aluminiumoxid):

Cyclohexan < Tetrachlorkohlenstoff < Toluen < Chloroform < Dichlormethan < Acetonitril <

< 2-Propanol < Essigester < Aceton < Pyridin < Ethanol < Dioxan < THF < Methanol < Wasser

Eluieren: Unmittelbar nach dem Aufbringen der Substanzen beginnt man mit dem Entwickeln der
Séule. Man l&sst solange Losungsmittel durchlaufen, bis nach einiger Zeit die Trennung erreicht ist.
Da sich die Substanzen stark in ihrer Haftfahigkeit unterscheiden, wirde das Durchlaufverfahren sehr
grosse Losungsmittelmengen erfordern. Diesem Nachteil begegnet man, indem man die Polaritat der
Elutionsmittel erhoht.

Probensammlung: Zum Auffangen der Eluate gibt es mechanische Fraktionssammler, aber sie kann
auch ohne aufwendige Gerate manuell (mit Reagenzglasern oder Erlenmeyerkolben) erfolgen.

Detektion: die Detektion kann bei gefarbten Substanzen optisch, bei farblosen Substanzen z.B. mit
einem UV-Detektor, manuell mittels Dulnnschichtchromatographie oder durch Messung anderer
Anderungen (wie z. B. der Dichte) erfolgen.



DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE: Diese Methode wird dazu verwendet, um die Reinheit
der einzelnen isolierten Fraktionen zu Uberprifen.

Die Dunnschichtchromatographie (DC, TLC = thin layer chromatography) dient entweder zur
Identifizierung bekannter Substanzen, indem man ein Vergleichspraparat am selben Chromatogramm
mitlaufen l&sst, oder zur Reinheitsprifung. Die stationédre Phase besteht aus pordsen Trennmaterialien
(z. B. Kieselgel) und ist in einer diinnen, einheitlichen Schicht an eine Platte (z. B. Aluminiumfolie)
fest gebunden. Die Detektion erfolgt, falls die Substanzen am Chromatogramm nicht selbst geférbt
sind, durch Betrachten im UV-Licht oder durch Derivatisierung (z. B. Bespriihen mit einem Reagens).

Sicherheitshinweise: Toluen, Aceton, Methanol und Essigester sind leicht brennbar. Methanol ist
toxisch. Die Losungsmittel in die richtigen Behalter entsorgen! Die Saugflasche und der Rotavapor
sind evakuiert (Implosionsgefahr). Schutzbrillen tragen!

Arbeitstechnische Hinweise

Wichtige Arbeitstechniken wie z.B. das Absaugen, die Benutzung des Rotavapors, das Extrahieren
und das Trocknen von Ldsungsmitteln, die Verwendung von Messgefassen, der Wasserstrahlpumpe
und von Glasgerdten etc. sind in der ,,Organisch-chemischen Arbeitstechnik* am Anfang des
Organisch-chemischen Ubungsteils beschrieben.

EXPERIMENT (Zweiergruppen)

Da dieses Experiment zeitaufwendig ist, missen die Herstellung des Pigmentextrakts (A) und der
Aufbau der Sdule (B) parallel zur gleichen Zeit erfolgen, damit dann nach der lIsolierung der
Pigmente die betriebsfertige Saule sofort verwendet werden kann.

A) Herstellung des Pigment-Extrakts: Etwa 10 g Blattspinat werden mit derselben Menge Sand
vermischt und in Portionen nach Zugabe von insgesamt ca. 50 mL Aceton in einer grossen Reibschale
homogenisiert. Der Brei wird durch Absaugen von der griinen Ldsung getrennt und mit ca. 50 mL
Aceton nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate (= Pigmentlésung) werden am Rotationsverdampfer
bei max. 40°C soweit eingeengt, dass kein Aceton mehr tibergeht. Das ebenfalls im Spinat vorhandene
Wasser braucht nicht fertig abgedampft werden.

Der Riickstand wird in ca. 50 mL Cyclohexan aufgenommen. (Achtung: Der Hauptteil der Pigmente
klebt an der Oberseite der Kolbenwandung und muss dort erst heruntergeldst werden!). Man trennt di
Wasserschicht ab und wascht 2 x mit je ca. 30 mL Wasser, trennt die Phasen am Scheidetrichter (die
Phasenbildung erfolgt sehr langsam!) und stellt die Wasserschicht beiseite. (Vorsicht: welches ist die
Wasserschicht? Priifen Sie das nach!) Die Cyclohexanschicht wird in einen Erlenmeyer Gberfiihrt, mit
Natriumsulfat getrocknet und abdekantiert oder filtriert. Die auf diese Weise hergestellte dunkelgriine
Cyclohexanlésung enthalt Carotin (orange), Chlorophylle (gelb- und blaugriin) und Xanthophylle
(gelb) neben einigen braunen und farblosen Komponenten.

B) Aufbau der Sdule: Die Saule wird auf einem Stativ befestigt und ein kleiner Erlenmeyerkolben
unter die Sdule gestellt. Vor dem Fillen der S&ule verschliesst man diese unten mit der
Kunststoffkappe. Dann wird die Sdule mit Toluen bis zur Erweiterung (Laufmittelreservoir) aufgefllit.
Es ist streng darauf zu achten, dass alle Losungsmittel wasserfrei auf die Saule aufgebracht werden



mussen. Sonst wird das Adsorbens teilweise desaktiviert und die Trennwirkung verschlechtert sich
rapide.

Dann fullt man die Séule langsam mit dem Adsorbens (Aluminiumoxid, Akt.St. 3-4, neutral) und lasst
dieses im Solvens auf dem Boden absetzen. Der Flissigkeitsspiegel muss dabei beobachtet werden
und wenn nétig kontinuierlich abgesenkt werden, um ein Uberlaufen zu verhindern. Wahrend sich das
Adsorbens absetzt, ist es glnstig, etwas an der Sdule zu klopfen, um Luftblasen zu entfernen, damit
sich das Adsorbens gleichmassig absetzt. Die Saule wird knapp bis zur Erweiterung mit Adsorbens
geflllt. Nachdem sich das Fullmaterial abgesetzt hat, bedeckt man es, um spéter ein Aufwirbeln zu
verhindern, mit der Kunststoff-Fritte (Diese Fritte ist dann spater beim Abbau der Sdule unbedingt
wieder aufzubewahren!). Nun ist die S&ule betriebsfertig.

Die vorbereitete Trennsaule muss vollkommen homogen sein, darf also keine Flecken, Risse oder
Blasen zeigen! Die Sdule kann durch die beiden Fritten praktisch nicht trocken laufen. Trotzdem ist
darauf zu achten, denn teilweise trockengelaufene S&ulen sind unbrauchbar und missen neu gefillt
werden!

C) Auftragen des Trenngutes: Zur Sdulentrennung wird die dunkelgriine, in Cyclohexan gelste
Pigmentextraktldsung, die durch Extraktion aus Spinat gewonnen wurde, am Rotavapor bei ca. 30 - 40
°C zur Trockene eingeengt und der Rickstand in ca. 1-2 mL Toluen aufgenommen. Auf der
betriebsfertigen S&ule 1&sst man das Toluen bis zur Fritte einsickern, trdgt dann den Spinat-Extrakt in
Portionen mit der Tropfpipette auf. Man geht dabei so vor, dass man eine kleine Portion auftragt, und
wieder einsickern lasst, bevor man den nachsten Extraktteil auftrdgt. Nach dem Auftragen des
Extraktes werden porrtionsweise einige mL des ersten Elutionsmittels (= Toluen, siehe Tabelle)
aufgetragen und wieder einsickern lassen, bis die berstehende Ldsung farblos ist. Es ist streng darauf
zu achten, dass alle Losungsmittel wasserfrei auf die Saule aufgebracht werden (besonders bei den
Geféassen darauf achten!). Ansonsten wird das Adsorbens teilweise desaktiviert und die Auftrennung
verschlechtert sich rapide.

D) Saulentrennung des Pigmentextraktes: Das Reservoir wird mit Elutionsmittel gefillt und es wird
mit der Auftrennung der farbigen Komponenten begonnen. Sobald die erste gefarbte Zone in den
Séulenboden eintritt, wird die Vorlage gewechselt und die gefarbte Zone in einem eigenen Gefass
aufgefangen. Alle Beobachtungen werden notiert und dann kurz im Protokoll beschrieben. Dann wird
die Elutionskraft des Laufmittels graduell erhoht, wobei die folgende Tabelle als Anhaltspunkt dienen
soll.

Laufmittel-Tabelle:

unpolar Toluen

mittelpolar | Essigester

stark polar | Essigester - Methanol 100:1

D) Reinheitstiberprifung der getrennten Fraktionen: Die einzelnen Fraktionen werden zuerst am
Rotavapor auf je ca. 1 mL eingeengt und dann diinnschichtchromatographisch auf ihre Einheitlichkeit
gepriuft. Dazu werden die 3 Hauptfraktionen nebeneinander auf eine Kieselgel-DC-Folie aufgetragen
und nach gutem Trocknen mit Toluen-Aceton (3:1) aufgetrennt.



Durchfiihrung der Dinnschichtchromatographie (DC):

Die Substanzprobe wird auf der DC-Kieselgelfolie mit einer Kapillare
als kleiner Fleck ca. 1 cm vom unteren Rand entfernt aufgetragen, dann
wird das Losungsmittel mit dem Fon kurz abgeblasen und die Platte mit
der Probe nach unten zur Entwicklung in eine Chromatographie-
kammer gestellt, die ca. 3 mm hoch mit Laufmittel gefullt ist.

Es muss darauf geachtet werden, dass das Laufmittel auf keinen Fall die
aufgetragenen Substanzflecken berihrt und herauslost!

Das Laufmittel steigt durch die Kapillarkréfte an der Platte hoch und
bildet die mobile Phase.

Zur Auswertung des Chromatogramms nimmt man nach genligend
langer Laufstrecke die Platte aus der Kammer, markiert die
Laufmittelfront und nach dem Trocknen die farbigen Substanzflecken,

Die Laufstrecken der Substanzen werden als Rf-Werte angegeben
(Related to Front, Retentions-Faktor):

@ 1 a R; Laufstrecke Substanz

- Laufstrecke Losungsmaittel

b B Entfernung Startlinie — Mittelpunkt des Substanz flecks
f pu—

Entfernung Startlinie — Laufmattel front

1 Beide Laufstrecken werden vom Startpunkt aus gemessen. Der Rf-Wert
kann nie grosser als 1 werden (warum?)!

Auswertung

Beschreiben Sie die Durchfihrung der Isolierung des Pigmentextrakts, welche Laufmittel Sie bei der
Saulentrennung verwendet haben, welche Farben die einzelnen gefarbten Zonen besitzen und
diskutieren Sie die DC-Ergebnisse (Angabe der Farben der Produkte, Reinheit, Bestimmung der Rf-
Werte)!



