Naturwissenschaftliches Praktikum – Klasse 9
5. Tag


Wie bunt sind grüne Blätter?

Die Chromatographie ist eine weitverbreitete Methode zur analytischen Trennung. Hierbei wird vor allem die Haftbarkeit, also die Adsorption, und die Löslichkeit, die Desorbtion, der Stoffe oder der Stoffgemische untersucht.
Chromatographie leitet sich von den lateinischen Wörtern chromos ( = Farbe) und grapheim ( = schreiben) ab. Dieses Trennverfahren besteht aus 3 Bestandteilen: die feste Phase, flüssige Phase und dem zu analysierenden Stoff bzw. dem Stoffgemisch. Das Fachwort für die feste Phase heißt stationäre Phase. Es ist ein saugfähiges Material, wie zum Beispiel Papier, Kreide oder Dünnschichtfolie. Zur flüssigen Phase sagt man auch mobile Phase. Das können zum Beispiel Wasser, Alkohol und andere Flüssigkeiten oder Lösungen sein. Der dritte Bestandteil, also der zu analysierende Stoff, ist meist ein Stoff, dessen Farbstoffe in seine Bestandteile zerlegt werden sollen.

Wir werden Blattfarbstoffe und die Farbstoffe von Filzstiften untersuchen.

So wird die Chromatographie durchgeführt:
Man trägt den zu analysierenden Stoff auf die feste Phase auf.
Diese stellt man dann in die mobile Phase, die zum Beispiel in einem Becherglas oder einer Petrischale sein kann. Nun läuft die mobile Phase auf dem saugfähigen Material entlang. Dabei kommt es zu Farbabstufungen des zu analysierenden Stoffes.
Wenn die mobile Phase etwa 2,5 cm vor Ende der festen Phase angekommen ist, nimmt man die feste Phase aus dem Gefäß.
Nun erkennt man, welche Farbbestandteile der zu analysierende Stoff hat und wie deren Haftbarkeit ist. Haften die Bestandteile gut, sind sie noch am Anfang der mobilen Phase (unten).
Je weiter die Bestandteile mit der mobilen Phase mitgelaufen sind, desto weniger haften sie.
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Um den sogenannten RF-Wert zu ermitteln, der international von Chemikern als Vergleichsmittel und Trenngröße genommen wird, misst man zuerst den Abstand der Stelle, wo die Substanz aufgetragen wurde (Startlinie), bis zu der Stelle, wo die Flüssigkeit der mobilen Phase auf dem saugfähigen Material als letztes stehen geblieben ist. Der Abstand wird mit dem Buchstaben a bezeichnet.
Der zweite für den RF-Wert benötigte Wert, ist der Abstand zwischen der Startlinie, also der Stelle, wo die zu analysierende Substanz aufgetragen wurde, und der Stelle, wo eine Grenze zwischen den einzelnen Farbschichten zu erkennen ist. Dieser Abstand wird mit dem Buchstabe b bezeichnet.
Um den sogenannten RF-Wert zu ermitteln berechnet man nun den Quotienten b:a
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1. Versuch:
RF-Bestimmung von Blattfarbstoffen


Material Geräte und Durchführung

Frische Blätter; Schere; Mörser mit Pistill; Trichter; Filtrierpapier; Bechergläser; Pipette; Kieselgelplatten für die Dünnschichtchromatographie (DC-Platten); Glaszylinder; Fön; Sand; Aceton; Isopropanol; Petrolether; Benzin.

· Die frischen Blätter werden mit Hilfe einer Schere zerkleinert. Mit Sand und wenig Aceton werden sie zu einem dünnen Brei zerrieben. Die Zugabe von Aceton wird so bemessen, dass man bei der anschließenden Filtration eine möglichst intensiv grüngefärbte Lösung erhält.

· Die DC-Platte wird ca. 2 cm vom unteren Rand vorsichtig mit einer dünnen Bleistiftlinie gekennzeichnet (Startlinie).
· Mit Hilfe einer Pipette wird die Lösung dann strichförmig auf eine Dünnschichtplatte aufgetragen.
Dabei müssen die beiden Randzonen unbedingt frei bleiben.
Das Auftragen wird mehrmals wiederholt.
Zwischendurch fönt man kurz, damit die Farbstofflösung rasch trocknet und auf einen möglichst schmalen Bereich beschränkt bleibt.

· Das sog. Laufmittel für die chromatographische Untersuchung ist bereits hergestellt. Laufmittelzusammensetzung:
Benzin : Petrolether : Isopropanol (5  :  5  :  1)

· Man gibt so viel Laufmittel in den Glaszylinder (Trennkammer), dass der Boden ca. 1cm bedeckt ist. Die vorbereitete trockene Dünnschichtplatte stellt man dann in die Trennkammer, die sofort gut verschlossen wird.
· Der Glaszylinder (Trennkammer) muss erschütterungsfrei stehen!!
Die Platte wird aus der Trennkammer herausgenommen, wenn die Laufmittelfront etwa 10cm nach oben gewandert ist.

Auswertung:

1. Kennzeichne nach der Trennung mit einem Bleistift die Lage der Frontlinie des Laufmittels.

2. Notiert die getrennten Farben und bestimmt den RF-Wert für jedes Pigment.

3. Welche Trennungsmethode (außer der Chromatographie) wird bei diesem Experiment noch verwendet?
Nennt die Methode und beschreibt wozu sie angewandt wird.

2. Versuch:
Wie beeinflussen feste und flüssige Phase die Farbstofftrennung bei Filzstiften

Material Geräte und Durchführung

Filzstifte; Schere; Chromatographiepapier; Tafelkreide; Messzylinder; Becherglas; Petrischale; Wasser; Brennspiritus, Holzspan, Büroklammer.

Im ersten Teil dieses Versuchs verwendet ihr Tafelkreide als feste Phase und Wasser als flüssige Phase. Es werden 4 verschiedene Filzstifte analysiert.

Die Tafelkreide wird ca. 2 cm vom unteren Rand ringsum vorsichtig mit einer dünnen Bleistiftlinie gekennzeichnet (Startlinie).
Auf jeder der 4 Seiten wird in die Mitte der Startlinie ein kurzer Filzstiftstrich aufgetragen. Randzonen bleiben frei!! – Auf jeder Seite einen anderen Filzstift verwenden und notieren, welcher Filzstift jeweils verwendet wurde!

Dann wird die Kreide senkrecht in die ca. 1cm hoch mit Wasser gefüllte Petrischale gestellt. Die Trennung ist beendet, wenn die Laufmittelfront ca. 2cm vom oberen Rand der Kreide entfernt ist oder das Laufmittel nicht mehr nach oben wandert.

Im zweiten Teil dieses Versuchs verwendet ihr Chromatographiepapier als feste Phase und
(1) Wasser, (2) Brennspiritus und (3) eine Mischung aus 2 Teilen Wasser und einem Teil Brennspiritus
als flüssige Phasen.

Das Chromatographiepapier wird auf ca. 3cm Breite und die Höhe des Becherglases zugeschnitten. Dann wird ca. 2 cm vom unteren Rand vorsichtig die Startlinie mit einem Bleistift eingezeichnet.
In die Mitte der Startlinie wird ein kurzer Filzstiftstrich aufgetragen – notiert euch wieder, welcher Filzstift jeweils verwendet wurde!
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Dann wird das Chromatographiepapier mit einer senkrecht in das ca. 1cm hoch mit der flüssigen Phase gefüllte Becherglas gehängt. Die Trennung ist beendet, wenn die Laufmittelfront ca. 2cm vom oberen Rand des Papiers entfernt ist oder das Laufmittel nicht mehr nach oben wandert.

Ihr wählt 2 Filzstifte, deren Farben sich bei der Kreide besonders gut getrennt haben, aus und führt das Experiment mit allen 3 flüssigen Phasen durch.
Notiert auf dem Chromatogramm welche flüssige Phase und welcher Filzstift verwendet wurden.
(( 6 Chromatogramme werden angefertigt. Tipp: 2 Chromatogramme gleichzeitig anfertigen; aufpassen, dass die Papiere das Glas und sich nicht gegenseitig berühren)
Auswertung:

(1)

Wie beeinflusst die feste Phase die Trennung der Farbstoffe?
Wie beeinflusst die flüssige Phase die Trennung der Farbstoffe? 

Wertet die Chromatogramme geeignet aus und belegt eure Aussagen mit Daten aus eurer Auswertung. Beschreibt auch kurz, nach welchen Kriterien ihr ausgewertet habt.

(2)
Weshalb beeinflussen die festen und flüssigen Phasen die Trennung der Farbstoffe?

Findet eine physikalisch-chemische Erklärung.

(3)
Weshalb nehmen wir eine mit Filzstift gezogene Linie auf weißem Papier z.B. als "schwarz" wahr, obwohl in dem Filzstift mehrere Farbstoffe enthalten sind?

Erklärt das Phänomen mithilfe eures Wissens über die Entstehung von Körperfarben.
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