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Voorschrift CHR0100B experiment groen, chromatografie.
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Figuur 1

Aanwezig:
1)Kolom –C18 (rode ring)(bestelnummer CHR0101 zie www.chromatografie.net )
2)Spuit 10 ml

3)Zakje kleurstof groen(bestelnummer CHR0103) .

4)Voorschrift

1)Nodig:

1 roerstaafje

1 Maatcilinder 100 ml
Reageerbuis rek
5 bekerglazen van 50 , 100 of 250 ml

Ca. 10 reageerbuizen + rekje, vouwfilter en trechter
Water

Ethanol(96%)
Noteer alle waarnemingen in een logboek, maak een foto van het resultaat, maak er een verslag van en beantwoord de vragen.
2)Uitvoering :

Aanpak: begin gelijk met stap 1 en probeer tussendoor de vragen te beantwoorden.

Inleiding:
De naam chromatografie komt uit het Grieks en betekent letterlijk ‘schrijven met kleuren’. De toepassing van de techniek is het scheiden van stoffen, in dit practicum het scheiden van kleurstoffen.

De techniek is ontdekt door de Russische botanicus Mikhail Tsvet in 1906. Hij kreeg planten pigmenten gescheiden op een kolom gevuld met krijt en met als  extractie vloeistof petroleumether/ethanol mengsels.

De techniek berust op het feit dat stoffen met een gelijksoortige polariteit elkaar aantrekken en een tegengestelde polariteit elkaar min of meer afstoten.

Polaire stoffen zijn water, alcoholen, aceton etc. Niet polaire stoffen, ofwel apolaire stoffen zijn normale koolwaterstoffen (hexaan, heptaan, octaan…) , paraffine, olie, benzeen, tolueen etc. 
Dat afstoten is te zien aan olie en water, die mengen niet met elkaar.

Terminologie:
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Figuur 2
In figuur 2 is de scheidingskolom te zien met de rode ring. Deze kolom is gevuld met deeltjes (de pakking) met een diameter tussen de 37 en 55 micron. De deeltjes zien er uit als een spons en hebben poriën van ca. 12,5 nm . Het inwendige oppervlakte van het deeltje is enorm, 325m2/g. 
De kolom heeft een lengte van 2 cm ,een diameter van 9mm  en een hoeveelheid pakkingmateriaal van 820 mg.  
Vraag 1:

a)Bereken de inhoud van de kolom.

b)Hoeveel oppervlak hebben alle deeltjes in de kolom totaal.

c)Hoeveel meter is een nm.

De pakking wordt op zijn plaats gehouden door een filter boven en onder aan de kolom (zie figuur 2). 

De deeltjes bestaan uit silica, dat ziet er uit als een wit poeder (zie figuur 2). Silica is een poreuze vorm van zand. 

We komen zakjes silica tegen in schoenendozen en dozen met elektrische apparaten (zie figuur 3). Silica is een polair materiaal en trekt vocht aan. 

d)Wat is het probleem bij vocht voor schoenen en elektrische apparatuur.
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Figuur 3
Bij de kolom met de rode ring is het silica deeltje gecoat ( chemisch gebonden) met een paraffine laag (in vaktermen –C18 fase). We kennen paraffine van paraffine kaarsen (zie figuur 4). Paraffine voelt vettig aan en behoort daardoor tot de apolaire stoffen. De pakking is dus apolair en deze trekt apolaire stoffen aan.
De vaste deeltjes in de kolom, worden stationaire fase genoemd. Stationair betekent onbeweeglijk, de deeltjes zitten opgesloten in de kolom.

De vloeistof die we nodig hebben om de stoffen weer van de kolom af te krijgen, wordt mobiele (beweeglijke) fase genoemd. 

Het hele proces van stoffen door de kolom spoelen heet elueren.
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Figuur 4

e)De kolom heet een –C18 kolom, wat zou dat betekenen.

In dit experiment is het de bedoeling dat we een groen kleurstofmengsel in geel en blauw gaan scheiden.

Oplossen
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Figuur 5

1)Vul een bekerglas van 250ml met ca. 100 ml water (gedestilleerd water of demiwater is nog beter).
2)Voeg de inhoud van het zakje met de synthetische citroen limonade  (lemon -lime)(het doet meer aan een limoen denken, die is groen van kleur) toe aan  100 ml water. Roer goed tot alles in suspensie (vaste stof verdeeld in een vloeistof) vorm is. De vaste stof is in dit geval calciumfosfaat (zie onder ‘ingredients’ achter op het zakje).

Bezinken.

Dit betekent het laten uitzakken van vaste deeltjes uit een oplossing.
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Figuur 6

3)Laat de vaste deeltjes ca. 5 min. bezinken.

4)Ga ondertussen verder met de handelingen 4,5 en 6). 
5)Maak een oplossing aan bestaande uit 10% ethanol en 90% water.  Het makkelijkste is dit door in een maatcilinder van 100 ml 10ml ethanol  te gieten en de rest aan te vullen met water tot 100 ml. Maak ook een oplossing aan van 40% ethanol aan  en de rest water.
6)Giet de inhoud daarna over in een bekerglas van 100 ml of 250 ml. Even roeren tot dit goed gemengd is.
Deze oplossing hebben we in stap 19 nodig. 
Filtreren.
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Figuur 7

7)Ondertussen is de suspensie bezonken, maar deze is nog niet helder. We gaan nu filtreren. Neem een bekerglas van 250 ml, plaats daar de trechter in en doe in de trechter het uitgevouwen vouwfilter.

Giet de suspensie in het vouwfilter, maar stop op tijd zodat de drab op de bodem niet meekomt.

Papierchromatografie:
Op het filter zien we dat het water omhoog kruipt (figuur 7). Dat komt door capillair werking. De cellulose vezels vormen poriën die als capillairen werken. Cellulose is net als silica een polaire stationaire fase, dus trekt water aan.
We zien al dat de kleurstoffen nog aantrekkelijker zijn voor de stationaire fase, want ze kruipen langzamer om hoog. Van de twee kleurstoffen kruipt blauw het meest snel omhoog.
f)Is de blauwe kleurstof meer of juist minder polair dan de gele kleurstof.
8)Het filtreren duurt ca. 10 min. Ondertussen gaan we de adsorptie kolom activeren.
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Figuur 8

9)Vul de 10 ml spuit met ca. 5ml van de 40% ethanol oplossing.
10)Monteer de spuit met een draai beweging goed op de adsorptie kolom ( het type met een rode ring) aan de dikke zijde. 

11)Neem een bekerglas als afvalvat. Pak de rode ring goed vast, zodat de kolom niet van de spuit af springt ! Duw de inhoud van de spuit door de kolom heen  in het afvalvat. De reden van deze behandeling is, dat de witte adsorptie deeltjes in de kolom hydrofoob zijn (bang voor water) ofwel waterafstotend zijn. Na deze behandeling zijn ze niet meer waterafstotend .
12)Koppel de spuit af en spoel deze met water. 

13)Vul de spuit met ca. 5 ml water.

Nu moeten we de ethanol weer uit de kolom spoelen anders krijgen we geen scheiding.
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Figuur 9

14)Sluit de spuit weer aan op de kolom en spoel de 5ml water door de kolom in het afvalvat.

De kolom is nu wat we noemen actief.

Adsorberen.
Onder adsorberen wordt verstaan het opnemen  van stoffen in een poreus deeltje (denk hierbij maar aan het  opzuigen van water in een spons).
Onder adsorberen wordt ook verstaan het hechten aan een plaat of oppervlak zoals vuil aan een ruit of glasplaat.

Aan een polaire stationaire fase zullen polaire stoffen adsorberen, aan een apolaire fase zullen bij voorkeur apolaire stoffen adsorberen.

15)Haal het filtreerpapier uit de trechter, laat het drogen en plak het in je verslag. Noteer wat je ziet op het filter (er is al een scheiding tussen de kleurstoffen te zien). Haal de trechter uit het bekerglas en spoel die schoon met water.

De bedoeling is nu, dat we de kleurstoffen uit de synthetische citroensap laten adsorberen aan de pakking deeltjes in de kolom. Deze deeltjes vormen het adsorptiemiddel. Dit adsorptiemiddel wordt doormiddel van een filter boven en onder aan de kolom op zijn plaats gehouden. 
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Figuur 10

16)Vul nu de spuit met ca. 2ml synthetische citroensap.

17)Monteer de spuit op de kolom.
18)Plaats de kolom boven een reageerbuis in het reageerbuizen rek. Duw de inhoud van de spuit langzaam door de kolom( 1 druppel/sec.) en laat het filtraat in de reageerbuis lopen. Noteer wat je ziet. Maak een foto van het resultaat.
Een bekend adsorptiemiddel is actieve kool. Hiermee kunnen we ook vruchtensappen ontkleuren. Het probleem echter is, dat actieve kool zwart is en we niet direct kunnen zien wat er gebeurt. In dit geval is het adsorptiemiddel wit, nu kunnen we zien wat er gebeurt.
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Figuur 11
We zien in figuur 11 dat water niet adsorbeert aan de paraffine laag. Dat is logisch want water en paraffine stoten elkaar af. De kleurstoffen zijn ten opzichte van water apolair en voelen zich dus beter thuis in de –C18 fase. 
Extraheren.

In figuur 11 is te zien dat beide kleurstoffen zich hechten aan  de –C18 fase. We willen echter deze twee kleurstoffen van elkaar scheiden.

19)We willen de kleurstoffen nu van de kolom afhalen, ofwel de kolom schoonmaken. Als je goed kijkt zie je dat er van onder de groene band al wat geel te zien is. Onder ‘ingredients’ is te zien dat deze groene kleur bestaat uit geel en blauw ( dit zijn vaste stoffen). We willen nu eerst de gele kleurstof in handen zien te krijgen. Extraheren is nu uit een mengsel van vaste stoffen (het adsorptiemiddel, geel en blauwe kleurstof) de ene stof laten oplossen (geel) en de andere niet (blauw). Voor het extraheren hebben we een extractiemiddel nodig. Voor vele stoffen is methanol een sterker extractiemiddel dan water en ethanol weer sterker dan methanol( vandaar dat alcohol/spiritus een schoonmaak middel is). We beginnen dan ook voorzichtig eerst met 10% ethanol in water als extractiemiddel.
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Figuur 12
20)Spoel de spuit schoon met water en vul die met ca. 10 ml van de 10% ethanol  oplossing.
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Figuur 13

21)Sluit de spuit aan op de kolom en plaats die boven een nieuwe reageerbuis.

22)Spoel heel langzaam de gele kleurstof er af tot de vloeistof helder is. Noteer wat je ziet.
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Figuur 14

23)Nu willen we ook de blauwe kleurstof van de kolom af halen. We hebben nu een sterker extractiemiddel nodig. Omdat er niet meer kleurstoffen inzitten, gaan we direct naar 40% ethanol als extractiemiddel. Vul de spuit nu met ca. 10 ml 40% ethanol.
24)Sluit de spuit weer aan op de kolom en plaats die boven een nieuwe reageerbuis.

25)Spoel de 40% ethanol oplossing over de kolom tot deze weer schoon is. Noteer wat je ziet. Maak een foto van het resultaat.
Chromatografie.
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Figuur 15
Dit hele proces van scheiding van deze twee kleurstoffen heet chromatografie (letterlijk betekent het woord in het Grieks schrijven met kleuren).

Vraag 2:

a) Welke van de twee kleurstoffen is het meest polair, beredeneer je antwoord aan de hand van de waarnemingen met de –C18 kolom
b)Is dat ook in overeenstemming met de waarneming bij het papierfilter.
c)Een andere term voor apolair is hydrofoob. Welke van de twee kleurstoffen is het meest hydrofoob.
Regenereren.

Regenereren wil zeggen de kolom weer schoon krijgen voor het volgende experiment.
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Figuur 16

Als je de kolom weer met 5ml water spoelt kan je het experiment weer herhalen.

W.J.Staal

Notities:
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