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MUSIS - Liceo Classico “Giulio Cesare”, Corso Trieste 48, Roma

Corso di Aggiornamento “La Chimica in un Albero”

Esperienza di laboratorio: “Separazione dei Pigmenti delle Foglie mediante Cromatografia su Colonna”
Scopo

L’esperienza descritta ha la finalità di separare, mediante cromatografia su colonna, i pigmenti (clorofille a e b, xantofilla, caroteni) contenuti nelle foglie delle piante verdi.

Materiale a disposizione
50 gr spinaci (freschi o surgelati)
mortaio e pestello

allumina calcinata
becher

carbonato di calcio in polvere
imbuto separatore e relativo anello con sostegno

saccarosio
beuta da vuoto e sistema di aspirazione (pompa ad acqua)

solfato di sodio anidro
pipette Pasteur

100 mL etere di petrolio (40-65 °C) 
cristallizzatore

5 mL benzene
colonna cromatografica in vetro, con rubinetto

10 mL metanolo
cotone idrofilo o lana di vetro


imbuto

Procedura
Preparazione:
macinare per qualche minuto in un mortaio gli spinaci (se congelati, portarli a temperatura ambiente ed asciugarli con carta assorbente); aggiungere 5 mL di benzene, 40 mL di etere di petrolio e 10 mL di metanolo. Continuare a macinare le foglie per qualche minuto, quindi lasciar riposare per circa 30 min. Trasferire il macinato in un imbuto separatore e, al fine di eliminare il metanolo, dibattere con 20 mL di una soluzione acquosa satura di NaCl (il sale serve a facilitare la separazione degli strati). Scartare la fase acquosa (inferiore) e ripetere l’operazione con altri 20 mL di soluzione di NaCl. Raccogliere la fase organica superiore in un becher e aggiungere una spatola di solfato di sodio anidro, per togliere qualsiasi traccia di acqua: quest’ultima darebbe problemi nella separazione su colonna sia nello strato di allumina che in quello di saccarosio. Trasferire l’estratto in una beuta da vuoto da 150 mL e concentrare (fino ad un volume di 10 mL circa) per evaporazione sotto vuoto, utilizzando la pompa ad acqua. Per rendere più rapida l’evaporazione del solvente immergere la beuta in un cristallizzatore contenente acqua calda (40-50 °C). 

Preparare la colonna di adsorbimento come segue: introdurre un batuffolo di cotone nella colonna cromatografica. Riempire la colonna con etere di petrolio. Pigiare con una bacchetta il cotone per far uscire tutta l’aria e, aprendo il rubinetto, far defluire l’eluente fino a metà colonna. Nell’ordine, inserire in essa, aiutandosi con un imbutino, allumina calcinata, carbonato di calcio in polvere, saccarosio, controllando che l’impacchettatura sia omogenea. L’altezza di ciascuno strato dovrebbe essere di circa 3-5 cm. Dopo aver completato ogni strato, far defluire l’etere di petrolio per assestare la polvere, curando di non portare a secco lo strato stesso. Aggiungere poi di nuovo l’eluente per procedere all’inserimento dello strato successivo. Dopo aver aggiunto il saccarosio, aprendo il rubinetto, portare il livello dell’etere di petrolio fino alla sua sommità. Quindi, depositare l’estratto in cima alla colonna con una pipetta e aggiungere piccoli quantitativi di eluente fino a completo assorbimento. A questo punto si procede con l’eluizione continuando ad aggiungere l’etere di petrolio. 

L’estratto si ripartisce tra i tre strati e precisamente: le due bande verdi della clorofille a e b nel saccarosio, l’anello giallo della xantofilla nel carbonato e la banda arancione dei caroteni nell’allumina.
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