Ćwiczenie 9. Chromatografia kolumnowa. Rozdział barwników roślinnych metodą chromatografii adsorpcyjnej (techniką kolumnową)
Zasada: Barwniki roślinne charakteryzują się różnym powinowactwem adsorpcyjnym do fazy stałej w układzie chromatograficznym. Wynika to z różnej masy, budowy przestrzennej i obecności  różnych grup funkcyjnych w cząsteczkach poszczególnych barwników.
Materiały i sprzęt:

· kolumna szklana (mała)

· rozdzielacz

· moździerz porcelanowy

· cylindry miarowe, zlewki
· lejek szklany, sączek bibułowy
· łyżka

· bagietka szklana

· wata, linijka

· pompka wodna

· kolba stożkowa

· cieplarka

· spektrofotometr Marcel, szklane kuwety

Odczynniki:

· skrobia

· tlenek glinu

· natka pietruszki (około 2 g)

· heksan

· metanol

· aceton

· woda destylowana

Wykonanie:

A. Przygotowanie ekstraktu barwników 

· dokładnie rozetrzeć w moździerzu nać pietruszki

· dodać 20 cm3 heksanu i 5 cm3 metanolu i dalej rozcierać

· uzyskaną mieszaninę – roztwór barwników roślinnych umieścić w rozdzielaczu i dodać 20 cm3 wody destylowanej

· wytrząsać (ok. 5 minut pamiętając o odpowietrzaniu), a następnie pozostawić do wyraźnego rozdzielenia się warstw

· dolną warstwę wodną odrzucamy – wylewamy z rozdzielacza do zlewki otwierając dolny kurek (zdjąć wcześniej korek rozdzielacza)

· dwukrotnie przemyć heksanowy ekstrakt barwników roślinnych wodą destylowaną (20 cm3 wody destylowanej umieścić ponownie w rozdzielaczu, wytrząsać, pozostawić do wyraźnego rozdzielenia się warstw i odrzucić dolną warstwę wodną)

· po ostatnim płukaniu pozostawić na ok. 30 minut do dokładnego rozdzielenia się warstw, co jakiś czas zlewając dolną warstwę wodną i delikatnie potrząsając rozdzielaczem

· po wyraźnym oddzieleniu się górnej, ciemnozielonej, klarownej warstwy heksanowej przelać ją do zlewki, uważając żeby podczas tej czynności nie przelać także mętnych zanieczyszczeń

B. Przygotowanie kolumny 

· na dnie kolumny umieścić zwitek waty („ubić” za pomocą bagietki)

· kolumnę umieścić pionowo w statywie (zamknąć wylot kolumny lub podstawić zlewkę)

· ustawioną pionowo kolumnę upakować = nasypać do kolumny adsorbenty (używać podczas tej czynności łyżki i lejka), a następnie delikatnie stukając kolumną o blat stołu spowodować ciasne ułożenie ziaren 


- około 3,5 centymetrową warstwę tlenku glinu (zmierzyć za pomocą 
   linijki)


- na warstwę tlenku glinu upakować około 8,5 centymetrową warstwę 
  skrobi (zmierzyć za pomocą linijki)

· wysycić upakowaną kolumnę heksanem – po podłączeniu do pompki wodnej otworzyć zawór w dolnej części kolumny (tylko częściowo) i nalać na wierzch kolumny heksan (używać podczas tej czynności bagietki – starać się nie „zburzyć” wierzchniej warstwy wypełnienia podczas nalewania heksanu)

· zamknąć wylot kolumny, gdy nad powierzchnią złoża pozostanie 1 cm warstwa rozpuszczalnika

C. Rozdział barwników roślinnych

· gdy heksan zrównoważy kolumnę = przejdzie przez całą długość kolumny (należy w czasie równoważenia dolewać heksan) nanosimy na wierzch kolumny ok. 1 mL heksanowego ekstraktu z naci pietruszki (należy tę czynność wykonać w momencie gdy warstwa heksanu ponad wypełnieniem wynosi jeszcze ok. 1 cm)

· rozdzielić barwniki nanosząc na kolumnę heksan (faza ruchoma) 

· w trakcie rozdziału warstwa heksanu nad złożem nie powinna być mniejsza niż 1 cm (uzupełniać ostrożnie, po ściankach, aby nie uszkodzić złoża)

· rozwijać do momentu wyraźnego rozdziału barwników

· po rozdziale poczekać aż ze złoża wypłyną resztki heksanu, następnie umieścić kolumnę na 15-20 min w cieplarce o temp. 60-70°C

· kolumnę umieścić na czystej bibule

· za pomocą drucika wypchnąć ostrożnie złoże z kolumny

· fragmenty złoża zawierające rozdzielone barwniki przenieść do zlewki i dodać ok.  10 mL acetonu

· dokładnie wymieszać

· po 5 min supernatanat przesączyć przez bibułowy sączek do czystej kolbki (używać szklanego lejka)

· wyzerować aparat na aceton 

· zmierzyć na spektrofotometrze widmo absorpcji w zakresie 400-700 nm dla przygotowanej próbki

· wydrukować tabelę wyników

Sprawozdanie powinno zawierać:

· strona tytułowa
· krótki opis barwników występujących w ekstrakcie z naci pietruszki
· schemat kolumny z rozdzielonymi barwnikami roślinnymi 

· zaznaczone na narysowanym chromatogramie poszczególne barwniki:        chlorofil a, chlorofil b, ksantofile, karoteny, feofityna
· tabela z wynikami uzyskanymi podczas spektrofotometrycznego pomiaru
· wykres widma w zakresie 400-800 nm na papierze milimetrowym
· zaznaczone na wykresie maksima absorpcji i odpowiadające im barwniki roślinne
· porównanie uzyskanych wyników z danymi z literatury
· wnioski

3

