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Nodig:

1) Kolom QMA anion wisselaar kolom (lichtblauwe ring) 
2) Spuit 10 mL

3) Zakje groene kleurstof

4) Voorschrift

5) [image: image30.jpg]


Gedestilleerd water

6) Bekerglazen
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Opbergbekers met dop

8) Reageerbuisjes (1 rek = 20 reageerbuizen)

9) Bekerglas met 25 mL ethanol

10) White board marker of viltstift

Veiligheid:

1) Labjas

2) Bril

3)* Handschoenen (als je zelf de oplossing van fosforzuur en ethanol mag maken)

Uitleg:

Bij dit experiment komen alle zaken die er in de vorige experimenten behandeld zijn bij elkaar.

a) Allereerst iets over de anionen wisselaar:

Zoals we in de vorige experimenten gezien hebben bevat deze positief geladen groepen, die negatief geladen groepen van het monster aantrekken. Deze positief geladen groepen zitten vast aan een polymeer, wat dezelfde soort eigenschappen heeft als de –C18 kolom. Het is dus een apolaire kolom met positief geladen groepen er aan. Dat betekent dat apolaire stoffen zonder een lading er goed aan hechten.

De kleurstoffen zijn grote moleculen met veel apolaire groepen. Dat betekent dat het apolaire gedeelte zich zal hechten aan het polymeer (-C18 achtig).

b)
Iets over de kleurstoffen:

De groene kleurstof in de instant limonade bevat de kleurstoffen geel (tartrazine, Yellow 5, E102, BINAS tabel 82C) en blauw (briljant blauw FCF, Blue 1, E133, BINAS tabel 82C).

Tartrazine is een groot organisch molecuul met een molgewicht van 534, 36g/mol en bevat 3 negatief geladen groepen. Door die vele negatief geladen groepen is het molecuul water-oplosbaar geworden.

Briljant blauw FCF is een nog groter molecuul met een molgewicht van 792,84g/mol. Dit molecuul bevat naast 3 negatief geladen groepen ook een positief geladen groep.
Het is dus zo dat deze moleculen zowel aan het polymeer las aan de positief geladen groepen van de anionen wisselaar hechten.

Vraag 1: zoek op internet de structuurformules van tartrazine en briljant blauw FCF op.

Voorschrift:

1) Je zorgt dat alle benodigdheden klaar staan en dat je aan de veiligheidsvoorschriften voldoet.
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Voordat je begint, zorg je ervoor dat alle oplossingen al gereed staan.

3) Je vraagt aan de TOA of hij/zij een oplossing wil maken van 100 mL ethanol waarbij daarna 10 mL pure fosforzuur is toegevoegd.

4) Maak met de oplossing van de TOA de andere oplossing, gebruik de 10 ml spuit: Deze oplossing is 7,0 ml water op 5,0 ml oplossing van de TOA. 
Je zorgt ervoor dat je altijd meer maakt, dus pak je 10 ml oplossing, die de TOA heeft gemaakt, doe dat in een bekerglas. Doe er daarna nog 14 mL H2O bij.

5) Spoel de spuit schoon met water.

6) Je zorgt ervoor dat de oplossing van de TOA in een afsluitbaar vaatje komt te zitten.
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Zorg ervoor dat op elk bekerglas/vaatje staat wat erin zit.
8) Los de inhoud van het zakje met de groene kleurstof op in 100 ml water.

9) Neem de 10 ml spuit en vul die met 3 mL van de groene oplossing. 
10) Neem de lichtblauwe kolom en monteer die op de spuit.

11) Spoel de groene oplossing langzaam (1 druppel per seconde) over de kolom. 
12) Spoel de spuit schoon met water.

13) Vul de spuit met 5mL ethanol en spoel deze over de kolom.

Vraag 2: waarom komen de kleurstoffen niet met pure ethanol van de kolom af?

14) Vul de spuit met 5 ml water en spoel deze over de kolom
(mag snel).

15) Vul de spuit met 10 ml van de eigen gemaakte oplossing, 5 ml oplossing TOA/7 ml water.

16) Spoel deze langzaam over de kolom. De blauwe kleurstof is nu van de kolom af.

17) Vul de spuit met 10 ml van de oplossing fosforzuur in ethanol, zonder water.

18) Spoel nu de gele kleurstof van de kolom af.

19) Spoel nu 20 ml water over de kolom zodat deze voor de volgende proef weer geactiveerd is.

Vraag 3: waarom komt de blauwe kleurstof er eerst van af? Bij de –C18 kolom, kwam deze er als laatste van af.
Doel:

Het scheiden van twee kleurstoffen uit een groene oplossing, blauw en geel. Onderzoeken of dit de juiste stoffen zijn die in de oplossing horen te zitten en of er dus geen achter blijft in de kolom.

Antwoorden op de vragen:

Vraag 1:

Structuurformule van tartrazine, 3 negatief geladen groepen.


Structuurformule van briljantblauw FCF, 3 negatief geladen groepen, 1 positief geladen groep.

[image: image1.png]Na* Na*
0,8 O so, S0
E SRS J
N N
P N




Vraag 2:
Beide stoffen zijn koolstofketens met specifieke groepen eraan. Die negatief geladen groepen hechten goed met de positief geladen groepen van de kolom.

Je zou verwachten dat ethanol wel genoeg –OH groep aan de koolstofketen zou hebben om de kleurstoffen eraf te halen, maar dat is niet zo. De stof in de kolom trekt nog te hard aan de kleurstoffen waardoor ze niet loslaten met ethanol. Er zijn nog positief geladen deeltjes van het zuur nodig om de negatief geladen groepen van de kolom af te krijgen. Fosforzuur kan 3 H+-deeltjes afstaan, dus is zeer geschikt.
Vraag 3:

Als je alleen de oplossing van fosforzuur met ethanol hebt, is deze sterk genoeg om beide kleurstoffen er in één keer af te halen, dat willen we niet, we willen ze graag afzonderlijk van elkaar. We verdunnen daarom eerst de oplossing met water. De blauwe kleurstof heeft naast 3 negatief geladen groepen ook nog een positief geladen groep. Daarmee hecht deze stof dus minder met de stof in de kolom, waardoor de binding zwakker wordt. Blauw laat dus als eerste los. Geel blijft nog langer zitten, omdat alle negatief geladen groepen met de stof in de kolom hebben gehecht, daar is dus een sterkere oplossing voor nodig om die bindingen weer te verbreken.

Uitvoering:

De eerste keer dat we deze proef gingen doen hadden we 45 ml van de ene oplossing nodig om blauw eraf te krijgen en 66 ml van de andere oplossing om geel eraf te krijgen. Wij dachten: hoe kan dat nou? We hadden alles volgens voorschrift gedaan. Wat bleek nou achteraf: we hadden niet met puur fosforzuur gewerkt, maar met een 10% oplossing in water, dat betekende dus dat er veel minder fosforzuur aanwezig was in de oplossingen, waardoor het dus totaal niet uitkwam met het voorschrift. 
Foto’s van ons rekje:
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De tweede keer hebben we expliciet aan de TOA gevraagd of we de oplossing exact zo mochten hebben zoals het op het voorschrift stond en dat ging een stuk beter. Toen was eigenlijk de oplossing veel te sterk, dus moesten we de optimale verhouding zien te vinden tussen de oplossing en de hoeveelheid water die we er bij blauw aan moesten toevoegen. In het begin kregen we namelijk de beide stoffen als groen van de kolom af.

Toen hebben we met verschillende hoeveelheden water elke keer de oplossing verdund. Eerst 1 op 1 en daarna elke keer meer water toegevoegd, totdat het blauw er niet meer vanaf kwam.

De resultaten van de verschillende hoeveelheden. Aan de kleuren is te zien dat we twee keer hetzelfde experiment achter elkaar hebben gedaan. Dat was voor de zekerheid van het ideale mengsel. Want bij 1:2 was de oplossing niet goed en bij 1:1 was de oplossing nog te sterk.
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De verhoudingen netjes opgeschreven, anders waren de bekerglazen niet meer te onderscheiden:
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Uiteindelijk zijn we eruit gekomen dat de verhouding die nu op het verbeterde voorschrift staat het beste werkt.
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Waarnemingen:

Dit experiment was best lastig om uit te voeren en het gewenste resultaat te krijgen. Daarom hebben we ook nog experimenten van andere mensen uitgevoerd om zeker te weten dat het niet aan het materiaal lag dat we gebruikten. Zo hebben we onderzocht dat het dus niet aan de kolom lag en ook niet aan het groene spul wat we opgelost hadden. Want met puur blauw deed de kolom het wel gewoon en bij puur geel ook. Dit hebben we getest met de goede oplossing, met puur fosforzuur dus. Het lag dus echt aan de eerste oplossing die we gemaakt hadden samen met de TOA.
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Onze eerste oplossing, met de 10%-oplossing

[image: image20.jpg]


 [image: image21.jpg]


 [image: image22.jpg]\" "*

="




Onze waarneming, wat ook zeer praktisch was: De groene oplossing houdt het lang uit in een afgesloten vaatje. Er komt geen schimmel op, wat bijvoorbeeld wel het geval was bij geel.

Praktische tips: 
· Zorg dat je van te voren weet wat je wilt onderzoeken en weet met welke stoffen je gaat werken, dan weet je ook automatisch iets over de eigenschappen van die stoffen en waar je dus tijdens het experiment op moet letten.
· Zorg dat je altijd weet met wat voor oplossingen je werkt, zodat je ook weet waar het aan kan liggen als je niet het gewenste resultaat krijgt. 
· Zorg dat je altijd goed oplet met zuur, want fosforzuur is best sterk.
· Zorg ervoor dat je altijd weet tijdens een experiment welke stof in welk bekerglas, daarom was die stift ook zo handig.

· Het is handig dat alle benodigdheden op één plek opgeborgen zijn. De afsluitbare bak was heel handig. Die hoef je de volgende keer alleen maar open te doen en dan kan je weer aan de slag met de volgende stappen van je experiment.

· Zorg dat de kolom weer helemaal schoon komt, dat is voor de volgende gebruiker ook weer fijn. Soms moet je twee keer spoelen, maar dat is niet erg, als de kolom maar schoon komt.

· Zorg dat je netjes en veilig werkt, zorg er bijvoorbeeld voor dat je BINAS en heel je schrift niet op de tafel, waaraan je het experiment uitvoert, ligt. Heb alleen een pen en papiertje om je resultaten op te schrijven bij je.

· Maak zelf je bekerglazen en andere spullen die je gebruikt weer schoon en houdt je werkplek schoon. Dat scheelt de TOA ook weer werk.

· Je hoeft niet altijd alles schoon te maken na je experiment, je kunt de resultaten ook laten staan tot de volgende keer.

· Langzaam druppelen over de kolom levert het mooiste resultaat.

· Foto’s maken is handig, omdat je dan beter onthoudt wat je hebt gedaan.

Mening over het practicum:

Ik vond deze periodes erg leuk en leerzaam. Ik heb veel geleerd over verschillende vormen van chromatografie en wat je er allemaal mee kan. Het is een mooie en handige scheidingsmethode en als je het goed doet is er weinig rotzooi van. De kolommen kunnen weer opnieuw gebruikt worden, mits ze een beetje goed schoon komen nadat de stoffen er weer vanaf gespoeld worden.

Het was in het begin best lastig om te weten hoe je een voorschrift kan verbeteren, want ik dacht dat dat meestal al onderzocht was en dat wij konden leren hoe het dan moest. Ik vond het daarom leuk dat ik zo uitgedaagd werd om daar over na te denken.

Uiteindelijk hebben we een mooi resultaat geleverd en ben ik trots op het feit dat (het lijkt alsof) we het zelf hebben gedaan, zonder al te veel hulp van de TOA, de heer Staal en de heer Janssens.
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