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Saulenchromatographie

von Blattpigmenten an einer
selbsthergestellten Umkehrphase —
eine einfache Technik

fir Schiilerversuche

ANDREAS BRINK, SUSANNE TRIEBKORN,
HEINZ SCHMIDKUNZ

Die Herstellung der Umkehrphase aus mikro-
kristalliner Cellulose und Speisedl sowie die
Durchfiithrung der Séulenelutionschromato-
graphie werden beschrieben. In der miniatu-
risierten Anordnung wird auf apolare Lo-
sungsmittel verzichtet. Als Elutionsmittel die-
nen Ethanol, Aceton und Wasser bzw. Isopro-
panol. Die Xanthophylle, die Chlorophylle
und das Carotin werden innerhalb von 40 min
in verschiedenen Vorlagen aufgefangen
(Prinzip der Fraktionssammlung).

Schiilergerechte
und umweltfreundliche Gestaltung
durch das Umkehrphasenprinzip

Die in der Literatur beschriebenen siulen-
chromatographischen Trennungen von Blatt-
pigmenten im Chemieunterricht sind beson-
ders aufgrund der durchgingigen Verwen-
dung von apolaren, organischen Elutionsmit-
teln (Petroleumbenzin, Benzol, Ether, Chlo-
roform) sowohl in
der Ausfiihrung als
~Trockensiulen-
chromatographie®
/1, 2, 3/ als auch als
Elutionschromato-
graphie /4. 5/ fiir
Schiilerversuche
eher ungeeignet.
Sidulenchromatogra-
phieexperimente
sollten aus heutiger,
den Gefahrstoff- und
Umweltaspekt be-
riicksichtigender
Sicht 1. durch konse-
quente Miniaturisie-
rung geld-, zeit-,

material- und chemikaliensparend sein und
2. auf apolare, mit Wasser nicht mischbare,
organische Losungsmittel vollstindig ver-
zichten. Diesem Anspruch geniigt die Ver-
wendung des chromatographischen Umkehr-
phasenprinzips (reversed phase). Diese Tech-
nik, eine apolare organische stationire Phase
und eine polare, zum Teil willrige mobile
Phase zu benutzen, wurde bereits Ende der
40er Jahre beschrieben /6, 7, 8/. Sie setzte
sich jedoch erst durch, nachdem mit der Ent-
wicklung der Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie (HPLC) die auf einem Triger-
material (meist Kieselgel) chemisch gebun-
dene ,organische” Phase entwickelt wurde
(bonded reversed phase) /15/. Kiufliche
~professionelle” Umkehrphasen auf Kiesel-
gelbasis sind teuer und kénnen ggf. fiir eine
Demeonstrationsapparatur eingesetzt wer-
den /9/.

Im folgenden wird daher eine Technik be-
schrieben, die es ermoglicht, mit einfachen
Mitteln eine fiir die Sdulenelutionschroma-
tographie verwendbare Umkehrphase selbst
herzustellen und diese im Schiilerversuch zu
verwenden. Wir benutzen mikrokristalline
Cellulose, die in Anlehnung an eine diinn-
schichtchromatographische Technik /10/ mit
LIVIO-Speisedl adsorptiv beschichtet wird.
Dieser vorgeschaltete ,Imprignierungs-
schritt* kann je nach Situation vom Lehrer
oder von den Schiilern durchgefiihrt werden.
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Als Chromatographiesiule dient das Rohr-
chen einer Pasteur-Tropfpipette aus Glas /11,
12, 13/ und als VorlagegetiBle finden — im
Sinne einer konsequenten Miniaturisierung —
|,5-ml-Eppendorfgetiiie mit Schnappdeckel
Verwendung /14/. Nach Aufbringen einer
kleinen Portion des acetonischen Blattfarb-
stoffextraktes (6 mm hoch) wird zuniichst mit
dem Elutionsmittel T (Ethanol/Aceton/Was-
ser 105:37,5:15; édquilibriert mit 5 ml LIVIO-
Speisedl) und anschliefend mit 2-Propanol
eluiert, um auch das stark retardierte Carotin
durch die Sdule zu transportieren (typisches
Verhalten einer apolaren Substanz auf einer
Umkehrphase). Wenn man die Eppendorfge-
fdB-Vorlagen zu den geeigneten Zeiten wech-
selt, hat man die gelben Komponenten (Xan-
thophylle) von den griinen Chlorophyllen und
den orangefarbigen Pigmenten (Carotine)
getrennt, und zwar in dem auch fiir Schiile-
rinnen und Schiiler unmittelbaren Sinn, daf
sie sich anschlieBend in drei verschiedenen
Gefiflen befinden.

Experimentelle Durchfithrung

Ansetzen des Elutionsmittels 1
Chemikalien: Ethanol (ALDRICH Nr. 24,
511-9 mit 5 % 2-Propanol vergiillt), Aceton
p.a., LIVIO-Speised!

Gerdte und Materialien: 2 MeBzylinder 100
ml und 10 ml, Schiittel- oder Tropftrichter 250
ml, Erlenmeyerkolben 250 ml mit Stopfen
105 ml Ethanol, 37,5 ml Aceton p.a., 15 ml
dest. Wasser und 5 ml Speised! werden in
Mebzylindern abgemessen und in einen 250-
ml-Tropf- oder Scheidetrichter gegeben.
Nach intensivem Schiitteln 1dRt man die mil-
chig weille Emulsion iiber Nacht stehen. Die
untere Olphase wird abgelassen und die kla-
re Oberphase durch die Trichterdffnung in
einen 250-ml-Erlenmeyerkolben gegossen.

Ansetzen des Beschichtungsmittels
Chemikalien: Aceton p.a., LIVIO-Speiset|
Gerdte und Material; Steilbrustflasche braun
100 ml, MeBzylinder 100 ml und 10 ml

5 ml LIVIO-Speisedl, das nicht dlter als ein
halbes Jahr sein sollte /Anm./, werden mit

einem 10-ml-MeBzylinder abgemessen und
mit 95 ml Aceton in einer 100-ml-Steilbrust-
flasche zusammengegeben. AnschlieBend
wird kurz geschiittelt, um eine homogene
Losung zu erreichen.

Beschichten des Cellulosepulvers
Chemikalien: Beschichtungsmittel (vgl. An-
setzen des Beschichtungsmittels), Ethanol
(ALDRICH), Cellulose mikrokristallin
(MERCK, Avicel, 20-100 pm)

Gerdte und Material: Becherglas 400 ml,
MeBzylinder 100 ml, Riihrkern 2 cm, Ma-
gnetriihrer, Saugflasche 250 ml, Biichner-
Trichter 180/55, Rundfilterpapier grob 5.5 cm
(SCHLEICHER und SCHUELL Nr. 607),
Erlenmeyerkolben 50 ml, Uhrglas 10 c¢m,
Waage, ggf. Trockenschrank

11,5 g mikrokristalline Cellulose werden in
einem 400-ml-Becherglas mit 50 ml des Be-
schichtungsmittels versetzt und nach Zuga-
be eines Riihrkerns fiir 30 min auf einem
Magnetriihrer geriihrt.

Das Gemisch wird anschlieend durch einen
Biichner-Trichter (Rundfilterpapier 3,5 cm,
grob) abgesaugt und mit 2 Portionen zu je 15
ml Ethanol/dest. Wasser (24:6) nachgewa-
schen. Dabei wird die Fliissigkeit auf den
Filterriickstand gegossen und ohne Riihren
scharf abgesaugt. Danach gibt man die bela-
dene Cellulose auf ein Uhrglas und lABt sie
iiber Nacht trocknen. Alternativ kann man das
Material im Trockenschrank 30min bei
80 °C trocknen. Die Portion reicht aus, um
ca. 10 Siulen zu fiillen.

Fiillen der Chromatographiesiiulen
Chemikalien: Elutionsmittel I, beschichtete
Cellulose

Gerdte und Materialien: 2 Pasteur-Tropfpi-
petten 15 cm mit Gummihiitchen, Rundfil-
terpapier (5,5 ¢cm, grob SCHLEICHER und
SCHUELL Nr. 607), diinner PVC-Schlauch
(TYGON 3603, @ innen 1,6 mm, aulen
3.2 mm), diinner Glasstab (< 2 mm), Schere,
2 Bechergliser 100 ml, Bleistift, Biiroklam-
mer, Stativmaterial oder 2 Bechergliser 400
ml (hohe Form), Waage

Aus dem 5.5-cm-Rundfilterpapier wird ein
Viertel der Fliche herausgeschnitten. Die ver-
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bleibende 3/4-Fliche wird zu einem doppel-
wandigen Kegel gedreht, der anschliefend zu
einem Kreissegment zusammengedriickt
wird. Von diesem Segment schneidet man die
Spitze ab (ca. 6 mm Seitenldnge), die an-
schlieflend mittels eines diinnen Glasstabs zu
einem ,,Miniaturkegel* aufgeklappt und in
das Rohrchen einer Pasteur-Tropfpipette ein-
gebracht wird. Der kleine Papierkegel wird
bis in den konisch zusammenlaufenden un-
teren Teil des Pipettenréhrchens geschoben.
Dort hildet er einen einfachen und relativ
gleichmiiBigen Siulenabschlufl (Abb. 1).
Die so vorbereitete Mikrosiiule wird mit ei-
nem Gummiband an einer waagerechten Sta-
tivstange oder an einem Bleistift befestigt,
den man anschlielend iiber zwei 400-mI-Be-
chergliser legt und mit einer Biiroklammer
an einer Seite am Rande des Becherglases
fixiert (Stativersatz).

7 g beladene und getrocknete Cellulose wer-
den in einem 100-ml-Becherglas mit 38 ml
Elutionsmittel I versetzt und zu einer homo-
genen Suspension vermischt. Die Siule wird
gefiillt, indem man die Suspension mit einer
zweiten Pasteurpipette aufsaugt (Gummihiit-
chen vollstindig zusammendriicken, um ein
maximales Volumen zu entnehmen, Suspen-
sion dabei leicht schiitteln) und anschlieBend
von oben einflieBen lilt. Nach der ersten
Fiillung wartet man 15 sec (die Cellulose se-
dimentiert ab, und ein Teil der Fliissigkeit
tropft aus der Séule) und gibt ebensoeine
zweite Fiillung zu. Nach einer Minute bemift
man die dritte Fiillung so, daf die Suspensi-
on bis ca. 3 mm unter den oberen Rand reicht.
Anschliefend It man absedimentieren und
auslaufen. Die Hohe der Packung liegt zwi-
schen 6 und 7 cm.

Wenn der Fliissigkeitsstand ca. 1 cm tiber der

Cellulosepackung steht, wird der Auslauf der
Si#ule verschlossen, indem man ein 3 cm lan-
ges Stiick eines diinnen Schlauches, das man
an einem Ende mit einem Tropfen Klebstoff
verschlossen hat, aufschiebt. Die obere Off-
nung verschliet man mit einem Gummihiit-
chen oder einem Stiick Aluminiumfolie,

Die so vorbereiteten Siulen kénnen den Schii-
lern ausgehiindigt werden, wenn die Vorbe-
reitung nicht selbst Gegenstand des prakti-
schen Arbeitens sein soll. Hat der Lehrer
mehrere (z.B. 10) Sdulen vorzubereiten, mul}
dies natiirlich nicht nacheinander geschehen,
sondern man kann die Rohrchen mit einge-
legtem Papierkegel zu einem Biindel zusam-
menfassen (mit einem Gummiband) und in
einer Stativklemme fixieren. Das Befiillen mit
Cellulosesuspension kann dann ziigig hinter-
einander geschehen.

Herstellung eines Blatifarbstoffextraktes,
Aufgabe der Probe und Elution der Siule
Chemikalien: Aceton p.a., Natriumcarbonat,
Elutionsmittel I, 2-Propanol

Gerdte und Material: Porzellanmorser mit
Pistill, kleines Schraubdeckelglas (30 - 50
ml), Tropfpipetten, Waage, 4 Eppendorfge-
filie 1,5 ml mit Schnappdeckel (Best. Nr.
0030120.086), Sténder fiir Eppendorfgefife,
Sand

Als Blattmaterial eignen sich besonders
Griinkohl, Spinat oder Petersilie, auch tief-
gefroren. 2 g des Materials werden mit einer
Schere moglichst klein zerschnitten und in
einen Morser gegeben. Nach Zugabe von ei-
ner Spatelspitze Natriumcarbonat und einer
Spatelspitze Sand wird das Blattmaterial et-
was zerrieben und anschliefend mit 5 ml
Aceton versetzt. Man reibt ca. 3 min weiter,
bis ein tiefgriiner Extrakt entstanden ist. Die-
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ser (2-3 ml) wird vorsichtig in ein Schraub-
deckelgetil} abgegossen.

Wenn die Schiiler die Extraktion nicht selber
durchfiihren, kann man ihnen den Extrakt, der
immer kiihl und dunkel aufbewahrt werden
sollte, fertig aushéndigen.

Nachdem die Mikrosiule fixiert worden ist,
1Bt man, nach Offnung des oberen und unte-
ren Verschlusses, die Fliissigkeit bis 1 mm
liber die Cellulosepackung ablaufen (Tropf-
geschwindigkeit ca. 1 Tropfen je 5-6 sec). Als
Vorlage dient zunichst ein 100-ml-Becher-
glas. AnschlieBend gibt man mit einer Tropf-
pipette vorsichtig den Blattextrakt auf, bis die
griine Probeldsung eine Hohe von 6 mm in
der Siule erreicht hat (Abb. 2). Zuviel Farb-
stoff verschlechtert das Trennergebnis. Nach
ca. | min ist der Farbstoffextrakt bis auf ca. 1
mm eingesickert, und man fiillt mit dem Elu-
tionsmittel I bis zum oberen Rand auf.
Wenn diese Portion durchgelaufen ist und

aufgegebene Probeldsung
(6mm hoch)

Saulenpackung aus mit
LIVIO-Speisedl beladener
mikrokristalliner Cellulose

Filterpapierkegel
als SdulenabschluB

Abb. 2 Gefiillte Chromatographiesiiule mit aufgegebe-
nem Blattextrakt und 1,5-ml-Eppendorfgelifien als Vor-
lage

Ubersicht zum Verlauf der Elution (Zeit in min)

Operation Beginn  Dauer
nach ca:

1. Aufgabe von Blattexirakt |
(6 mm) und Einsickern
der Probe

2. Auffiillen und Elution mit 1 7
Elutionsmittel |

3. 1. Auffiillen und Elution 8 7
mit 2-Propanol

4. Elutionsbeginn der gelben 12 6.5
Xanthophylle

5. 2. Autffiillen und Elution 15 9
mit 2-Propanol

6. Ende der ,gelben Frak- 18.5 8

tion™ und Elutionsbeginn
der Chlorophylle

7. 3. Auffiillen und Elution 24 14
mit 2-Propanol

8. Ende der ,griinen Chloro- 26,5 6.5
phyllfraktion” und Beginn
der Zwischenfraktion

9. Ende der Zwischenfrak- 33 5

tion und Beginn der
Carotin-Fraktion
10. Ende der Carotin-Fraktion 38

sich die Fliissigkeitsoberfliche 1 mm iiber der
Cellulosepackung befindet (nach ca. 8 min)
wird mit dem Elutionsmittel II (2-Propanol
p-a.) bis oben hin aufgefiillt.

Zu diesem Zeitpunkt ist schon eine deutliche
Trennung der relativ polaren Xanthophylle
von den griinen Chlorophyllen, die etwas zu-
riickbleiben, zu erkennen. Am Sdulenanfang
wird unter anderem eine gelborangefarbige
Fraktion zuriickgehalten, die auch die
Carotine enthilt. Diese beginnen erst nach
Zugabe des chromatographisch stirkeren 2-
Propanols als hellorangefarbiger Streifen
durch die Sdule zu wandern.

Nach ca. 12 min beginnt die Fraktion der gel-
ben Xanthophylle auszulaufen. Man fiingt sie
in einem ersten Eppendorfgefil auf. Als Stin-
der fiir die Eppendorfgefilie eignen sich Fo-
lien mit Vertiefungen, die man im Laborbe-
darfshandel erwerben kann. Alternativ erfiillt
ein Stiick geknickter Pappe mit vier Léchern
oder ein Streifen Styropor mit vier einge-
driickten Vertiefungen den gleichen Zweck.
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Nach 15 min ist der Fliissigkeitsspiegel wie-
der anniihernd auf die Cellulosepackung ab-
gesackt, und man fiillt erneut mit 2-Propanol
bis zum Rand.

Einige Minuten spiter (nach ca. 18,5 min) ist
die ,.gelbe Fraktion™ ausgelaufen, und ein
griin gefédrbtes Eluat beginnt auszutropfen. An
dieser Stelle wechselt man die Vorlage durch
Verschieben des Stéinders um ein Eppendorf-
gefil} (Prinzip des automatisierten Fraktions-
sammlers).

Nach 24 min wird die Sdule zum dritten Mal
mit 2-Propanol gefiillt. Das Ende der ,.grii-
nen* Chlorophyllfraktion ist nach ca. 26.5
min erreicht, und man wechselt zu einem drit-
ten Eppendorfgefill, um die ungefirbte Zwi-
schenfraktion aufzufangen.

Das hellorangefarbige Carotin verldBt nach
ca. 33 min die Sdule (4. Eppendorfgefil).
Nach ca. 38 min ist auch diese Fraktion ab-
geschlossen (vgl. Ubersicht).
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Anmerkung

Die ungesiittigten Fettsiduren werden mit der Zeil oxi-
diert, und das Material verindert seine chromatographi-
schen Eigenschaften. Eine Verschlechterung der Tren-
nung ist die Folge.



