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Auf einen Blick:

Das Protokoll beschaftigt sich mit dem Thema ,,Chromatografie und insbesondere dem Auftren-
nen von Blattfarbstoffen. Es wird vor allem die Methode der Adsorption thematisiert, indem
Blattfarbstoffe aufgrund unterschiedlicher Méglichkeiten getrennt werden. V1 - Sdulenchroma-
tografie beschiftigt sich mit der absteigenden Trennmethode einer Sdule, die Aluminiumoxid als
stationdre Phase besitzt. V2 - Tafelkreide zeigt eine aufsteigende Trennmethode mithilfe einer
Tafelkreide aus Calciumcarbonat als stationdre Phase. In den Versuchen V3 und V4 wird eine
Diinnschichtplatte aus Siliciumdioxid verwendet. V4 - Trennung von Filzfarbstiften thematisiert

im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen die Auftrennung der einzelnen Farben in Filzstiften
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1 Beschreibung des Themas und zugehoérige Lernziele

Das Thema Chromatografie ist ein weitgefasstes Thema, da es viele verschiedene Verfahren zum
Auftrennen von Stoffgemischen gibt. Die Analysen erfolgen aufgrund unterschiedlicher Wech-
selwirkungen zwischen einer stationdren und einer mobilen Phase. Dieses Protokoll bezieht sich
allgemein auf das Adsorptionsverhalten einer festen stationdren und einer fliissigen mobilen
Phase. Es werden die Sdulen- und Diinnschichtchromatografien (DC), aber auch die Papierchro-
matografie thematisiert. Bei der Adsorptionschromatografie beruht die Trennung auf der Polari-
tat der Phasen und der einzelnen Stoffe. Die Auswertung einer DC erfolgt iiber den Retentions-

faktor:

Laufstrecke der Substanz

= Laufstrecke der mobilen Phase’

Fiir die Schiiler und Schiilerinnen ist das Thema relevant, da sie so Verfahren zur Reinheitskon-
trolle oder zum Auftrennen eines Produktgemisches kennenlernen. In der Kriminalistik nutzt
man z.B. solche Verfahren, um geféalschte Schriften aufgrund unterschiedlicher Filzstifte zu er-
kennen. Auch in der Lebensmittelindustrie werden chromatografische Verfahren angewendet,
um Farbstoffe in Lebensmitteln zu priifen (vgl. Uni-Bremen).
Im Kerncurriculum wird unter dem Basiskonzept Stoff-Teilchen lediglich die Gaschromatografie
erwahnt:
Die Schiilerinnen und Schiiler .....
— ... beschreiben das Prinzip der Gaschromatografie (Fachwissen)
— ... nutzen die Gaschromatografie zum Erkennen von Stoffgemischen (Erkenntnisge-
winnung)
Das allgemeine Prinzip der Chromatografie findet sich aber auch im Basiskonzept Struktur-
Eigenschaft unter folgenden Aspekten wieder:
Die Schiilerinnen und Schiiler .....
— ... erklaren Stoffeigenschaften anhand ihrer Kenntnisse iiber zwischenmolekulare
Wechselwirkungen (Fachwissen)
— ... stellen den Zusammenhang zwischen Molekiilstruktur und Stoffeigenschaft fach-
sprachlich dar (Kommunikation)
Bei den im folgenden vorgestellten Experimenten handelt es sich um eine Saulenchromatografie,
»Tafelkreidenchromatografie”, Diinnschichtchromatografie und Papierchromatografie. Es wer-
den demnach verschiedene stationdre Phasen dargestellt, mit denen sich insbesondere Blatt-
farbstoffe trennen lassen. Die SuS ermitteln auf verschiedene Weise die vier Blattfarbstoffe von

Brennesselblattern.



2 Lehrerversuche

2.1 V1 -Siulenchromatografie

P e o o o o o o o o o o o o o o o

In diesem Versuch werden die Blattfarbstoffe von Brennesselbliattern mittels einer Sdulen-
chromatografie getrennt. Die SuS sollten die Strukturen der Blattfarbstoffe von Chlorophyll a
und b, Xanthophyll und Carotin kennen. Als stationdre Phase kann Kieselgel oder Alumini-

umoxid verwendet werden. Bei der stationdren Phase handelt es sich um Benzin (n-Octan).

Aceton H: 225,319,336 P: 210,233,305 + 351 + 338
n-Octan H: 225, 304, 315, 336, 410 P:21O,273,3013-;;30+331,302+
Materialien: Chromatografiesaule, Stativ mit Klemme, Becherglaser, Glasstab, Spatel,

Tropfpipetten, Filterpapier, Glastrichter, Brennesselblatter, Morser mit Pi-

still
Chemikalien: Sand, Benzin (n-Octan), Aluminiumoxid, Aceton, demin. Wasser, Glaswolle
Durchfiihrung: Als erstes wird die stationdre Phase in der Sdule vorbereitet, indem eine

Suspension aus Aluminiumoxid und Benzin hergestellt wird. Wenn keine
Fritte in der Sidule vorhanden ist, wird etwas Glaswolle vor den Auslauf der
Saule gestopft. Dann wird die Sdule zu 2/3 mit der vorher angesetzten Sus-
pension befiillt und trocken laufen gelassen. Die Brennesselblétter werden
mit etwas Sand und einigen Millilitern Aceton in einem Morser zu einem
Brei verrieben und anschlief3end filtriert. Anschliefdend wird das Filtrat mit
einer Tropfpitte auf die stationdre Phase gegeben. Nachdem dies einge-
trocknet ist, wird das Benzin darauf getropft. Der Auslauf der Saule bleibt
geoffnet. Es wird immer wieder mit Benzin nachgetropft, damit die Saule

nicht trocken lauft.




Beobachtung:

Es lassen sich Farbauftrennungen erkennen (gelbe und griine). Die gelben

Farbzonen sind am unteren Ende der Saule zu sehen, die griinen weiter

oberhalb.

Abb. 1 - Aufbau der Apparatur Abb.2 Beginn der Trennung Abb.3. fortgeschrittene Trennung

Deutung:

Das Aceton-Sand-Gemisch 19st die Blattfarbstoffe aus den Blattern. Das pola-
re Aceton 16st sowohl die Chlorophylle als auch Xantophyll und Carotin. Die

Polaritat der Stoffe nimmt mit folgender Reihenfolge ab:
Chlorophyll b > Chlorophyll a > Xantophyll > Carotin

Da Chlorophyll b im Gegensatz zu Chlorophyll a eine Aldehydgruppe statt
einer Methylgruppe besitzt, ist es polarer. Ebenso verhalt es sich mit den
langkettigen Stoffen Xantophyll und Carotin. Letzterer besitzt keine Hydro-

xylgruppe und ist daher der unpolarste Stoff.

Die unpolaren Molekiile werden demnach langer in der mobilen unpolaren
Losung (n-Octan) getragen und langsamer von dem polaren Aluminiumoxid

adsorbiert und lassen sich daher weiter unten in der Saule erkennen. Die po-



laren Farbstoffe werden hingegen eher von der stationdren Phase adsorbiert

und werden am oberen Ende der Saule sichtbar.

Entsorgung: Die n-Octanlosung sowie das Filtrat werden iiber den organischen Losemit-
telabfall entsorgt. Die Sdule wird mir Wasser und anschliefend Aceton
durchgespiilt. Das benutzte Filterpapier und das getrocknete Aluminiumoxid

werden liber den Feststoffabfall entsorgt.

Literatur: Blume (2005): Versuch: Sdulenchromatographie von Pflanzenfarbstoffen,
abrufbar unter: http://www.chemieunterricht.de/dc2 /chromato/v-sc.htm,
eingesehen am 19.8.14.

Der Versuch kann in einer Unterrichtseinheit zur Chromatografie oder in einer Biologiestunde
zum Thema Blattfarbstoffe durchgefiihrt werden. Wenn eine gentigende Anzahl an Chromato-
grafiesdulen vorhanden ist, kann der Versuch als Schiilerversuch eingesetzt werden. Ansonsten
muss er als Lehrerversuch durchgefiihrt werden. Vorher sollte die Versuchsdurchfiithrung mit
den SuS ausfihrlich durchgegangen werden. Eine alternative Auftrennung stellen die folgenden

Versuche V2 und V3 dar.

3 Schiilerversuche

3.1 V2 -Tafelkreide

In diesem Versuch findet eine Auftrennung des Blattgriins von Brennesselblidttern mithilfe von

Tafelkreide statt. Die Tafelkreide dient als stationdre Phase und Petrolether als mobile Phase.

Aceton H: 225,319,336 P: 210, 233,305 + 351 + 338

Petrolether H: 225,304, 315, 361, 373, 411 P: 210, 261, 273, 281, 301 + 310, 331




Materialien:

Chemikalien:

Durchfiihrung:

Beobachtung:

2 kleine Petrischalen, Trichter, Filterpapier, Becherglas, Tafelkreide, Mor-

ser mit Pistill
Brennesselblatter, Sand, Aceton, Petrolether

Die Brennesselblatter werden mit etwas Sand und einigen Millilitern Ace-
ton in einem Morser zu einem Brei verrieben und anschliefiend filtriert.
Das Filtrat wird in eine Petrischale gegossen, in die dann die Tafelkreide
senkrecht gestellt wird. Nachdem die Losung ca. 1 cm an der Tafelkreide
hochgestiegen ist, wird sie in eine weitere Petrischale senkrecht gestellt,
die ca. 5 mm mit Petrolether gefiillt ist. Wenn die mobile Phase ca. 5 cm

hochgestiegen ist, ist das Auftrennen beendet.

Auf der Kreide lassen sich griine und gelbe Farbzonen unterscheiden.

Abb. 4 - Blattfarbstoffe auf Tafelkreide

Deutung:

Es handelt sich hierbei um eine aufsteigende Methode, so dass die polaren
Farbstoffe weiter unten und die unpolaren Farbstoffe weiter oben an der
Kreide zu erkennen sind. Da die Tafelkreide aus Calciumcarbonat besteht,
ist dies in diesem Fall die polare stationdre Phase. Die mobile Phase ist hier
der Petrolether. Die Polaritat der Stoffe nimmt mit folgender Reihenfolge

ab:



Entsorgung:

Literatur:

Der Versuch kann im Unterricht als Einfithrung zur Unterrichtseinheit ,Chromatografie” die-

-

In diesem Versuch wird eine genaue Methode zum Auftrennen der Blattfarbstoffe verwendet.

Chlorophyll b > Chlorophyll a > Xantophyll > Carotin

Da Chlorophyll b im Gegensatz zu Chlorophyll a eine Aldehydgruppe statt
einer Methylgruppe besitzt, ist es polarer. Ebenso verhilt es sich mit den
langkettigen Stoffen Xantophyll und Carotin. Letzterer besitzt keine Hydro-

xylgruppe und ist daher der unpolarste Stoff.

Die unpolaren Molekiile werden demnach ldanger in der mobilen unpolaren
Losung (Petrolether) getragen und langsamer von dem polaren Calci-
umcarbonat adsorbiert und lassen sich daher weiter oben auf der Tafel-
kreide erkennen. Die polaren Farbstoffe werden hingegen eher von der sta-
tiondren Phase adsorbiert und werden weiter unten an der Tafelkreide

sichtbar.

Die Kreide kann in den Hausmiill entsorgt oder aufbewahrt werden. Der
Petrolether und das Acetonfiltrat werden in den organischen Losemittelab-

fall gegeben. Das benutzte Filterpapier wird in den Feststoffabfall entsorgt.

Kraft, F./ Universitat Siegen (2007): Chromatographie Versuche, abrufbar
unter: http://www.chemie-biologie.uni-
siegen.de/chemiedidaktik/service/fundgrube/chrom5.html, eingesehen
am 19.8.2014.

nen, da er eine grobe Auftrennung der Blattfarbstoffe aufzeigt. Alternativ kann aber auch direkt

eine DC-Platte verwendet werden (siehe V3).

In diesem Versuch wurde Petrolether als Laufmittel verwendet. Es kann allerdings auch n-

Octan (Benzin) verwendet werden.

Es handelt sich hierbei um die Diinnschichtchromatografie, bei der eine DC-Platte aus Kieselgel
(Siliziumoxid) als stationdre Phase und ein Gemisch aus n-Octan, Petrolether und Aceton als

Laufmittel verwendet wird. Dies ist wiederum eine aufsteigende Chromatografie.
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n-Octan

H: 225,319,336 P: 210, 233,305 + 351 + 338

H: 225, 304, 315, 361, 373, 411 P: 210, 261, 273, 281, 301 + 310, 331
P: 210,273,301 + 330 + 331,302 +
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Materialien:

Chemikalien:

Durchfiihrung:

Beobachtung:

DC-Kammer, Morser mit Pistill, Trichter, Becherglas, Filterpapier, Diinn-

schichtplatte oder Chromatografiepapier, 2 Petrischalen
demin. Wasser, Aceton, Petrolether, n-Octan, Sand, Brennesselblatter

Als erstes wird das Laufmittel aus 10 Raumteilen (RT) n-Octan, 3 RT Petro-
lether und 3 RT Aceton hergestellt und ca. 0,5 cm davon in die DC-Kammer
gefiillt. Wahrend sich die Dampfe des Losungsmittels in der Kammer ver-
teilen, werden Brennesselblatter mit etwas Sand und einigen Millilitern
Aceton in einem Morser zu einem Brei verrieben und anschliefiend filtriert.
Das Filtrat wird in eine Petrischale gegossen. Jetzt wird die Diinnschicht-
platte senkrecht in das Filtrat gestellt, so dass die Losung ca. 2-3 cm hoch-
laufen kann. Nachdem diese getrocknet ist, wird die Platte wiederum senk-
recht mit dem unteren Rand in eine Petrischale mit Aceton gehalten, so
dass sich eine griine Startlinie bildet. Die Platte muss wiederum trocknen,
bevor sie in die DC-Kammer gestellt wird. Dabei ist zu beachten, dass die
Startlinie sich oberhalb des Laufmittels befindet. Wenn das Laufmittel
durchgelaufen ist (nach ca. 20 min), kann die DC-Platte entnommen wer-

den.

Es lassen sich eine olivgriine, grasgriine, graue und dunkelgelbe Farbzone

erkennen.




Abb. 5 - Farbzonen des Blattgriins

Deutung:

Die einzelnen Farbzonen stellen die Bestandteile des Blattes dar. Im Fol-

genden sind die in Abbildung 5 markierten Zahlen identifiziert:
1 = Chlorophyll b

2 = Chlorophyll a

3 = Phdophytin (Abbauprodukt von Chlorophyll)

4 = Carotin oder Xantophyll

Polaritat der Stoffe nimmt mit folgender Reihenfolge ab:
Chlorophyll b > Chlorophyll a > Xantophyll > Carotin

Da Chlorophyll b im Gegensatz zu Chlorophyll a eine Aldehydgruppe statt
einer Methylgruppe besitzt, ist es polarer. Ebenso verhalt es sich mit den
langkettigen Stoffen Xantophyll und Carotin. Letzterer besitzt keine Hydro-

xylgruppe und ist daher der unpolarste Stoff.

Die unpolaren Molekiile werden demnach ldnger in der mobilen unpolaren
Losung getragen und langsamer von dem polaren Kieselgel der DC-Platte
adsorbiert und lassen sich daher weiter oben auf der DC-Platte erkennen.
Die polaren Farbstoffe werden hingegen eher von der stationdren Phase

adsorbiert und werden weiter unten auf der DC-Platte sichtbar.



Entsorgung: Die DC-Platte kann iiber den Hausmiill entsorgt werden. Das Acetonfiltrat
und die Reste des Laufmittels in der DC-Kammer werden in den organi-
schen Losemittelabfall gegeben. Das benutzte Filterpapier wird in den

Feststoffabfall entsorgt.

Literatur: Hausler, K. et al.(1995): Experimente fiir den Chemieunterricht, Miinchen:
Oldenbourg, S. 53 f.

Botanisches Institut 11/ Universitat Karlsruhe (2005): Anleitung zum Pflan-
zenphysiologisches Praktikum fiir Anfdnger, abrufbar unter:
http://www.botanik.kit.edu/molbio/nrd /A-
Praktikum%20Skript%20WS05 06.pdf, eingesehen am 21.8.14.

Dieser Versuch kann im Unterricht zum Thema ,Chromatografie“ verwendet werden und eig-
net sich insbesondere fiir eine genaue Auftrennung von Blattfarbstoffen und dem Schulen wei-
terer Kompetenzen (z.B. mathematischer Kompetenzen beim Berechnen des Retentionsfak-
tors). Eine giinstigere Methode stellt das Verwenden von Chromatografiepapier dar. Alternativ
lassen sich mit DC-Platten Aminosauren auftrennen. Diese werden mit einer Ninhydrinlésung

sichtbar gemacht.

___________________________________________________________________

Dieser Versuch zeigt neben dem Auftrennen von Blattfarbstoffen oder Aminosdaurengemischen
die Moglichkeit des Auftrennens von Filzstiftfarben auf. Dies kann mithilfe einer DC-Platte o-
der mit Filterpapier durchgefiihrt werden. Insbesondere schwarze Filzstifte sollten untersucht

werden, da diese mehrere Farben aufweisen.

Butan-1-ol H: 226, 302, 318, 315, 335, 336 P: 280, 302 ;ggzéi,25+351+338,

Materialien: Filzstifte (schwarz, blau, rot, griin), DC-Kammer, DC-Platte, Filterpapier,

Becherglas

Chemikalien: demin. Wasser, Butan-1-ol, Essigsaure
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Durchfiihrung:

Beobachtung:

Zunichst wird die mobile Phase der DC-Kammer vorbereitet. Dazu wird
die Kammer zu 0,5 mm mit einem Gemisch aus Butan-1-ol, Essigsdure und
Wasser (8:1:1) befiillt. Die Filzstiftfarben werden mit einem kleinen Punkt
direkt auf die DC-Platte aufgetragen. Zur Ermittlung der Laufstrecke kann
mit Bleistift eine Linie (ca. 1 cm vom oberen und unteren Rand) aufgetra-

gen werden.

Flr die Papierchromatografie wird in einem Filterpapier in der Mitte ein
Loch geschnitten und um das Loch die Filzstiftfarbe (in diesem Fall
schwarz) aufgetragen. Anschliefdend wird ein weiteres Filterpapier gerollt
und in das Loch des ersten Papier gesteckt und dann in ein mit Wasser be-

fiilltes Becherglas gestellt.

Die rote Farbe auf der DC-Platte trennt sich in orange und gelb. Der blaue

Filzstift in pink. Bei der Papierchromatografie trennt sich der schwarze

Filzstift in die Farben rot, gelb und blau.

Abb. 6 - DC mit Filzstiften Abb. 7 - Papierchromatografie mit schwarzen Filzstift

Deutung:

Entsorgung:

Mithilfe der Laufmittel und der stationdren Phase werden die Filzstifte in ihre
einzelnen Farbstoffe aufgetrennt. Dies geschieht aufgrund unterschiedlicher
Polaritat und demnach auf unterschiedlichen Adsorptionsverhaltens der Farb-

stoffe zu der stationiren Phase.

Die DC-Platte und das Chromatografiepapier werden iiber den Feststoffabfall
entsorgt. Das Laufmittel aus der DC-Kammer wird in den Behilter fiir organi-

sche Losemittel gegeben.
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Literatur: Kraft, F./ Universitat Siegen (2007): Chromatographie Versuche, abrufbar un-
ter: http://www.chemie-biologie.uni-
siegen.de/chemiedidaktik/service /fundgrube/chrom5.html, eingesehen am
19.8.2014.

Dieser Versuch eignet sich als Einfiihrungsversuch zum Thema ,Chromatografie, da Alltagsge-
genstdnde verwendet werden und der Effekt meistens bekannt ist. Das Verwenden von DC-
Platten stellt zwar eine genauere Methode dar, die Durchfithrung mit Filterpapier und Wasser

ist jedoch giinstiger und genauso effektiv.
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Arbeitsblatt - Ermittlung des Retentionsfaktors

Aufgabe 1)

Nenne die Definition des Retentionsfaktors !

Aufgabe 2)

Ermittle die Retentionsfaktoren fiir die 4 Farbstoffe in der DC in der Abbildung:

Laufmittelfront

- Startlinie

Aufgabe 3)

Du hast eine Losung mit drei unterschiedlichen Stoffen und flinf einzelne Stoffe vor dir liegen.
Nun mdchtest du herausfinden, welche der fiinf vorgegebenen Stoffe in der Losung enthalten

sind. Erklare wie du vorgehen wiirdest!



4 Didaktischer Kommentar des Arbeitsblattes

Das Arbeitsblatt kann als Lernkontrolle tiber die Diinnschichtchromatografie und im speziellen
tiber den Retentionsfaktor eingesetzt werden. Das Arbeitsblatt férdert das Verstidndnis und den

Umgang mit dem Verfahren der DC und dem Berechnen des Retentionsfaktors.
4.1 Erwartungshorizont (Kerncurriculum)

Das Arbeitsblatt hat keinen direkten Bezug zu den Basiskonzepten des Kerncurriculums. Es
spiegelt lediglich einen Ausschnitt des Bezugs der Chromatografie zum Kerncurriculum wider
(siehe Seite 2). Die Basiskonzepte Stoff - Teilchen und Struktur - Eigenschaft konnen teilweise
als Voraussetzung zum Thema ,Chromatografie” gesehen werden (z.B. ,die SuS begriinden an-
hand funktioneller Gruppen die Reaktionsmoglichkeiten organischer Molekiile“ (Niedersachsi-
sches Kultusministerium 2009).

Die Reproduktion einfacher Sachverhalte (Anforderungsbereich 1) wird in Aufgabe 1 verlangt.
Die SuS sollen eine Definition/ Formel wiedergeben. Aufgabe 2 stellt den Anforderungsbereich Il
dar, da die SuS eine Grafik interpretieren, mathematische Beziehungen anwenden und das Fak-
tenwissen iibertragen miissen. Der Aufgabenbereich III findet sich schlief3lich in der Aufgabe 3
wieder, in der u.a. problembezogenes Anwenden verlangt wird. Die SuS miissen auf ein unbe-
kanntes Problem ihre bisherigen Kenntnisse iiber die Chromatografie anwenden, um zu einem
Ergebnis zu gelangen. Diese Transferaufgabe lasst sich mit dem Alternativversuch aus V3 -
Chromatografisches Auftrennen von Blattgriin verknilipfen, indem den SuS ein Aminosdurenge-
misch und die darin enthaltenen Aminosduren einzeln vorgelegt werden. Die SuS miissen somit

ein Experiment entwickeln und durchfiihren, um die Aminosduren des Gemisches zu bestimmen.

4.2 Erwartungshorizont (Inhaltlich)

Wanderungsstrecke der Substanz

Die Definition des Retentionsfaktors lautet: R = , .
Wanderungsstrecke des Laufmittels

In Aufgabe 2 wird die oben genannte Formel des Retentionsfaktors viermal angewendet, wobei

die Wanderungsstrecke des Laufmittels jeweils gleich bleibt.

In Aufgabe 3 sollen die SuS die Verwendung von der Diinnschichtchromatografie an einem theo-
retischen Beispiel erldutert, indem sie das Auftrennen eines Gemisches darstellen: Es werden
jeweils die fiinf einzelnen Stoffe und das Stoffgemisch der Lésung mithilfe einer Diinnschicht-
platte chromatografiert. Dabei trennt sich das Gemisch in drei Punkten auf, so dass sich diese
drei Retentionsfaktoren mit denen der anderen fiinf Stoffe vergleichen lassen und die Bestand-

teile der Losung identifiziert werden kénnen.
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