Miljovanlig kolonn for separation av
bladfardamnen

Med en enkel och miljévanlig kolonn kan man separera gula, grona
och réda bladpigment fran extrakt fran roda och gréna blad. Den

Figur 1 Stromanthe ' stationdra fasen ar gjord av potatisstarkelse (potatismjol). Som
sanguinea Karmintopp elueringsmedel anvands petroliumeter (p.eter), aceton och ev.
eller tricolor vatten.

Med denna kolonn kan man separera B-karoten, xantofyller, klorofyller a och b samt
flavonoider sasom de fargade antocyaniner. Separationen sker efter dmnenas olika
fysikaliska och kemiska egenskaper. Féreningarnas lipofila och hydrofila egenskaper fas
genom de icke-poldra kolvategrupper (-CH;-) eller de polara kvave- och syregrupper (-OH, -
CHO. =0). Foéreningarna férekommer i bladens kloroplaster och spelar viktiga funktioner i
fotosyntesen. Vissa blad har ocksa betydande flavonoider innehall. Till denna grupp hor
antocyaniner som ar effektiva antioxidanter i vackra roda/lila farger.

Material: Karimintopp eller annan vaxt med bade rott och gront inslag, petroliumeter (p.eter

40-60°C), aceton eller etanol. 10 cm3spruta, glasull, provrér, pipetter. For extrauppgift till

TLC karl och elueringsfas av p.eter:aceton (90:10)

Utforande:

1. Vaxtextrakt: Ca 2 g rod och gronfargade blad klipps med sax och krossas med ca 5 g sand
i en mortel med pistong.

2. Bladpigmenten extraherades med ca 5 cm3 aceton. Dekantera dver vatskan till en e-
kolv/bédgare. Det gor inget om lite materiel kommer Gver, ty allt ska filtreras senare.

3. Tillsatt ca 5 cm?3 p.eter och mortla igen. Pressa ut all vitska och hills ihop p.eter med
acetonextraktet.

4. Behandlades sedan extraktet med ett torkmedel (kokssalt eller vattenfritt natriumsulfat).
Lat sta ca 3-5 min. Saltet tas bort genom filtrering. Indunsta forsiktigt extraktet till
nastan torrhet 6ver varmvatten eller pa svag varmeplatta.

5. Tillsatt ca 0,5 tsk potatisstarkelse som adsorptionsmedel till det indunstade extraktet.
Detta leder till ett (ndstan) fast extrakt som kan appliceras direkt pa kolonnen.

6. Tillverkning av en kolonn . Sitt lite glasull i botten pa en engdngsspruta pa 10 cm3. Packa
sedan sprutan med potatismjdl till 5-7 cm? pa sprutan.(Ju mer potatismjél desto battre
separation men tar langre tid!)

7. Satt sprutan i ett stativ eller hang den i ett passande provrér. Fukta igenom kolonnen och
tvatta rent genom att 1dta ndgra cm3 p.eter rinna igenom. Kontrollera samtidigt att
kolonnen ar tat och inte lacker potatismjol.

8. Det fasta torkade extraktet applicerades jamt pa toppen av kolonnen. Jamna ut ytan.
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9. Tillsatt liten mangd p.eter och |3t det ga ner i kolonnen sa att extraktet sjunker ner i
potatisstarkelsen. Tillsdtt mera p.eter och borja eluera ut kolonnen. Samla upp sma
fraktionerna i provror. Byt provror ofta och efter farg. Dropphastigheten regleras med
hojden pa elueringsmedlet.

10. Nar den gula fargen har eluerats ur kolonnen, 6kas andelen polart elueringsmedel
genom att tillsatta lite aceton i elueringsmedel till férhallande p.eter:aceton (ca 25:75).

11. Nar sedan de mindre poldra pigment (grona fargerna) har eluerats ut, tillsatt da endast
aceton. Observera om nagot rétt band kommer ut med aceton.

12. For att till slut eluera ut alla antocyaniner anvands vatten eller etanol som
elueringsmedel. Fargen pa antocyaninera kan da andras till farglost, bla eller gron.
Antocyaninerna identifieras sedan genom att ta ut ett delprov och tillsdtta nagra droppar
stark HCI (2—5 M). Antocyaninerna bildar roda farger i sur miljo. Testa dven att tillsdtta en
stark bas. Antocyanider dndrar farg till gron eller bla.

13. Identifiera de gul-orangea karotenoider, de grona klorofyllerna med hjalp av farg och nar
de kommer ur kolonnen. Antocyaniner identifieras genom fargférandringen vid tillsats av
en droppe 5 M HCI.

Extra uppgift: De uppsamlade fraktionernas renhet kan kontrolleras med
tunnskiktskromatografi TLC, med mobil fas p.eter:aceton (90:10)
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Pigmenten identifierades genom deras karakteristiska farger och polaritet

Porfurin Karoteniod Flavonoid
Klorofyll A Betakaroten Grundskelett till flavonoid
Med metylgrupp éj/ forstadium till vit A ingar i vit B, riboflavin
(Bl&-)grén -~ | Gula
D P e .—-L-;./*-Q o /J:ﬂh:l
Klorofyll b med Xantofyll Grundskelett till
aldehydgrupp Qf innehaller syre antocyaniner
(Gul-)grén vﬁ '~ | Gula
?‘v}\
A, A
-CHO "

Kan dven vara orangea och Kan vara réda, bla lila och
roda magenta. Andrar firg i sur
och basisk miljo

Till Iararen: laborationen ger ett utmarkt tillfalle att presentera grunderna for kromatografi,
mobil och rorlig fas samt eluering. Diskutera begrepp sasom struktur, lipofil och hydrofil,
polaritet, intermolekylara krafter och koppla detta till 16slighet. Vikten av en gradvis 6kning
av polariteten hos elueringsmedlen som fors in, liksom begreppet adsorption.
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Resultat: Gula och grona band separerades pa kolonnen med petroleumeter. Antocyaniner,
de vattenl6sliga pigmenten, adsorberas starkt pa den neutrala starkelsen och kan latt
identifieras genom sin rosafargning. Vid tillsats av syra dndras antocyanider till bla eller
grona i bas. Starka vatebindningar bildas mellan starkelsen och de hydroxyl-rika
antocyaniner. Karotenoider och klorofyller, de lipofila pigment forflyttades i olika takt med
petroleumeter. Grona klorofyller ror sig langsammare an de mindre polara gula
karotenoider. Fytylkedja av kolvate i klorofyllerna ar |16slig i p.eterfasen. Polara kvaven och
syren i de funktionella grupperna har en betydande adsorption i kolumnen. De gula
karotenoider flyttas alltsa snabbare an klorofyller. Den hogre 16sligheten av karotenoider i
petroleumeter beror pa dominansen av kolvatekedjor i deras strukturer. | potatisstarkelse
kolumnen eluerades den opoladra B-karoten ut forst, medan
xantofyller halls kvar langre i starkelse pa grund av narvaron
av syre som polar grupp.

Ren p.eter separerade ut tre valdefinierade band ut av gul
(xantofyller), bla-gron (klorofyll a), och gul-gron (klorofyll b).
Klorofyll b flyttade sig langsammare &an klorofyll a pa grund av {
ndrvaron av den mer polara aldehydgruppen och behévde \‘/
okad polaritet genom aceton for att snabbare komma ut.
Genom att ytterligare 6ka polariteten med aceton kunde ev. : i
nagon mer opolar férening i gruppen antocyaniner elueras. s z"
Prova garna dven med ren etanol. Snabbast eluerades alla 2
antocyaniner med vatten. Dropphastigheten sjonk dock nagot
med vatten.

Figur 2 Schematisk separation av
bladfargémnen

Vaxtextraktet kan forvaras vid 8° C och skyddas fran fukt och ljus, men separationskolonnen
session bor utféras inom de ndrmaste 2—4 dygn.

Vi pa KRC provade pa blodbok, berberisblad med rott inslag och alunrot. Blodboken innehdll
valdigt lite klorofyll men mycket av minst tva vackert réda antocyaniner med olika
separationsegenskaper. Alunroten innehall mer balanserat mangd med olika pigment. Med
berberisbladen extraherades antocyaninerna ut med etanol. V maste erkdnna att vi fick inte
riktigt denna fina separation som bilden visade. Lat eleverna ta olika blad och se
skillnaderna.

Vi har provat pa att anvianda en 5 cm? spruta och det fungerar och gar naturligtvis fortare.
Dock kravs en bra labteknik varfér vi rekommenderar 10 cm?3 for skolbruk. Lat det bli en
Oppen laboration déar eleverna far prova sig fram.

TLC separerar bra for klorofyll, xantofyll och karoten men antocyaniner vandrar inte alls i
p.eter:aceton systemet. Dessa identifieras med fargandring i syra.
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Riskbedémningsunderlag:

Petroliumeter kp 80—100: Brandfarligt, Halsoskadligt, Utropstecken, Miljofarligt

H225, H304, H336, H411, far hudsprickor vid kontakt och P280, P210, P301+P310, P331,
P304+P340, P312

Aceton: Brannbart, Utropstecken, Fara, H225, H319, H336, EUH066 och P 210, P240, P261,
P280, P305+P351+P338

Etanol: Brannbart, Fara, H225 och P233, P240, P241, P242, P243, P280

Saltsyra: Fratande, Fara, H314, H335 och P260, P261, P264, P271, P301+P330+P331(ej
krakning), P405

Ovrigt: Omarbetat fran :J. Chem. Educ., 2015, 92 (1), pp 189-192
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