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 ניסוי מס' 2

בידוד  ( - קרוטן וכלורופיל מעלי תרד בעזרת שיטות כרומטוגרפיות

נושאים ללימוד:
1. בידוד חומרי טבע

2. שיטות כרומטוגרפיות: כרומטוגרפית עמודה וכרומטוגרפיה בשכבה דקה (TLC)
Pavia, 3rd ed, p.593-629
3. ספקטרוסקופיה באור אולטרה סגול (UV). (נדרש ידע כללי בלבד)
Fessenden and Fessenden, 5th ed. P. 863-877 
תאור כללי של הניסוי:
בניסוי זה נפריד שני חומרי טבע מעלי תרד: (-קרוטן (שצבעו צהוב) וכלורופיל (שצבעו ירוק) בעזרת כרומטוגרפית עמודה ונאפיין את התוצרים בעזרת כרומטוגרפיה בשכבה דקה (TLC) ובעזרת ספקטרום UV.

בהפרדה נגלה עוד פיגמנטים צבעוניים אך לא נאפיין את כולם.
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בתחילת הניסוי נוציא מעלי התרד את המים והמלחים המסיסים במים על ידי מצוי באתנול. לאחר מכן נבצע מצוי של החומרים האורגנים הנותרים בעלי התרד על ידי דיכלורומתן. המצוי האחרון אפשרי רק לאחר הרחקת המים מעלי התרד. אחר כך נבצע הפרדה כרומטוגרפית בין ה-(-קרוטן לבין הכלורופיל על עמודה של אלומינה ולבסוף נאפיין את התוצרים.

מהלך העבודה:

1. שקול 20 גר' עלי תרד בכוס של 50 מ"ל והוסף 24 מ"ל אתנול 95%. ערבב היטב בעזרת ספטולה עד שתיעלם דביקות העלים.

2. הפרד את העלים מהתמיסה הירוקה בעזרת משפך עם כמות קטנה של צמר גפן. סחוט קצת את העלים על המשפך בעזרת הספטולה על מנת להוציא את שאריות התמיסה ואח"כ יבש את העלים על נייר סינון.
3. שפוך את התמיסה.
4. הכנס את עלי התרד לכוס של 50 מ"ל והוסף 20 מ"ל דיכלורומתן (מתילן כלוריד) או מעט יותר לפי הצורך. ערבב במשך 2 דקות וסנן בעזרת משפך עם צמר גפן לאביק של 50 מ"ל.
5. זרוק את עלי התרד ושמור את התמיסה במקום אפל או עטופה בנייר כסף עד שהעמודה תהיה מוכנה להפרדה.
6. לפני ביצוע הכרומטוגרפיה נדף עד יובש באוופורטור (Evaporator) את החומר שנמצא באביק. דיכלורומתן מתנדף בקלות אך יש להיזהר לא לחמם יותר מדי כדי למנוע פירוק התוצרים.
7. קרר את הכלי והוסף לחומר היבש 20 טיפות פטרול-אתר ו-20 טיפות דיכלורומתן עד להמסת החומרים. החומר מוכן עכשיו להפרדה.
8. שמור כמה טיפות מהתערובת לבדיקת TLC.
הכנת העמודה: (יש לעבוד במנדף!!!)
הכן את העמודה על ידי סתימת הקצה התחתון במעט צמר גפן ומעליו שכבת חול בגובה של כ-0.5 ס"מ. הוסף כ-10 מ"ל של פטרול-אתר. שקול 20 גר' אלומינה בכוסית. הכנס 40 מ"ל פטרול-אתר בארלנמאייר של 100 מ"ל והוסף את האלומינה לתוך הפטרול-אתר במנות קטנות תוך ערבוב עד שנוצרת דייסה ואז הכנס אותה במהירות לעמודה.

העמד ארלנמאייר מתחת לעמודה ופתח את הברז להעברת הממס לעמודה. תוך כדי כך דפוק בזהירות על דפנות העמודה באצבעותיך. החזר את הנוזל שהעברת לכלי עם שארית האלומינה והעבר שוב דרך העמודה. כך עד שתיווצר עמודה בגובה של               כ-15 ס"מ. הוסף שוב חול בגובה של 5-3 מ"מ.

אל תיתן לעמודה להתייבש. פני העמודה חייבים להיות מכוסים תמיד במעט ממס (בגובה של 2 ס"מ) כדי למנוע התייבשות.

הפרדה: 

כאשר העמודה מוכנה, הכנס לתוכה בעדינות בעזרת פיפטת פסטר את התערובת שהכנת (האם שמרת כמה טיפות ל-TLC?). פתח את הברז ותן לתמיסה להיכנס לעמודה וסגור שוב את הברז. בעזרת פיפטת פסטר שטוף בכמות קטנה ביותר של פטרול-אתר את דפנות העמודה והכנס את החומר פנימה. שוב סגור את הברז. המתן כ-5 דקות. שמור כל הזמן שהעמודה תהיה מכוסה במעט ממס. הכן 40 מ"ל תמיסת מריץ: 95% פטרול אתר ו- 5% אתיל אצטט והכנס לעמודה.

התחל באיסוף מנות של 5 מ"ל לתוך מבחנות ובמקביל הוסף ממס לעמודה עצמה.

בתחילה יצא מעט ממס אך עד מהרה יתחיל לרדת (-קרוטן צהוב בעוד שהכלורופיל הירוק ינוע במהירות הרבה יותר איטית על העמודה. כאשר רוב החומר הצהוב יעבור את העמודה החלף את הממס לתערובת של 5% מתנול ו-95% אתיל-אצטט. זה יגרום ליציאה מהירה יותר של המקטע הירוק. אם היציאה של המקטע הירוק איטית מדי, אפשר להחליף את תמיסת המריץ ל: 90% אתיל אצטט ו- 10% מתנול. (הכן כ- 30 מ"ל תמיסה). 
איפיון התוצרים על ידי כרומטוגרפיה בשכבה דקה (TLC):
אין צורך לבצע בדיקות עבור כל מבחנה שאספת. בחר כמה מבחנות בעלות הצבע החזק ביותר עבור כל חומר מופרד. העבר את תוכנן ל 2 אביקים (כל חומר בניפרד) ונדף בזהירות את הממס באוופורטור. בצע בדיקות TLC עבור שני החומרים המופרדים. כמו כן בצע בדיקת TLC לחומר ששמרת לפני ההפרדה על העמודה.

פרוט בדיקת TLC:

(I)    באופן כללי  יש להקפיד על הכנת תמיסות מהולות של החומרים הנבדקים ב TLC, כמות של כ- 2-3 מ"ג חמר ב- 1-2 מ"ל ממס. במקרה שלנו הוסף כמות קטנה ביותר של דיכלורומתן לאביק אחרי הנידוף.

(II)   הקפד לשים את התמיסה הנבדקת על הפלטה בעזרת קפילרה דקה, וליצור נקודה
        אחת בקטר של 2-3 מ"מ בלבד.  אין צרך לשים יותר מאשר טיפה אחת בכל נקודה
        (במידה והתמיסה מהולה – צבעה בהיר למדי – מומלץ לשים מספר טיפות באותה 
        נקודה).  הקפד שנקודות המוצא תהיינה לפחות 5 מ"מ משולי הפלטה ובגובה של 
        1 ס"מ מעל תחתית הפלטה. 
         וודא שהמרחק בין הנקודות יהיה כזה שימנע חפיפה בין הדוגמאות (6-7 מ"מ).  
        אין לסמן קו התחלה, ובודאי לא לחרוץ חריץ בקו ההתחלה של הפלטה. 

(III)  יש להכין קו סיום (בחלק העליון של הפלטה) טרם הכנסת הפלטה לכוסית עם 
        התמיסה המריצה. 
(IV) הנוזל המפתח הוא 80% פטרול אתר ו- 20% אתיל אצטט. 
            הכן 10 מ"ל של הנוזל המפתח בכוסית של 100 מ"ל. 
 (V)   הכנס את הפלטה לכוסית אך אין לטבול את נקודות ההתחלה 
         על הפלטה בתוך הממס. כסה את הכוסית בצלחת פטרי.    

(VI)   אין לטלטל את הכוס עם הפלטה בזמן ההרצה.
(VII)  שים לב - מכיוון שהחומרים שבודדת אינם יציבים, הנקודות על פלטת TLC
עלולות להיעלם. לכן, סמן בעיפרון את מקום הנקודה מייד לאחר הפיתוח. חשב את ערך ה-Rf עבור כל נקודה - עבור הדוגמאות לפני ואחרי ההפרדה. לבסוף בצע ספקטרום UV לשני התוצרים המופרדים והשווה עם הספקטרום הנתון.
אפיון התוצרים על ידי ספקטרום UV:

1. קבל מהמדריך הסבר על פעולת המכשיר.
2. בדוק ספקטרום UV של התוצרים שהפרדת בדיכלורומתן כממס והשווה לספקטרום הנתון: 
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Visible-light absorption spectrum of isolated chlorophyll and B-carotene in petroleum ether
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