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Kurstaq 7

Komplexometrie und Chromatografie

Stichworte zur Vorbereitung

Aufbau von Metallkomplexen, Chelatkomplexe, Ligandenaustauschreaktionen,
Stabilitat von Metallkomplexen (wovon hangt die Stabilitit der Komplexe ab?),

Chromatographiearten (kurz), Prinzipien der Dinnschichtchromatographie

Ziel des Versuchstags

Das Kennen lernen zweier wichtiger komplexbildender Metalle Magnesium und
Calcium ist das Hauptziel des Versuchstages. Des Weiteren soll der Blattfarbstoff
Chlorophyll, der Mg?*-lonen enthalt, erst isoliert und dann mit Hilfe der

Dunnschichtchromatographie in seine Bestandteil aufgetrennt werden.
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Theorie

Die hohe Stabilitat von Metall-Chelatkomplexen mit organischen mehrzahnigen
Liganden kann man dazu nutzen, diese Metallionen quantitativ zu bestimmen. Diese
Methode nennt man komplexometrische Bestimmung. Der wichtigste organische

Komplexbildner in dieser Beziehung ist Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA):
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Sie entsteht, indem man im Ethylendiamin NH,-CH,-CH,-NH;, die vier H am Stickstoff
durch Essigsaure ersetzt. Sie wird wie oben abgekurzt, besitzt aber auch eine Reihe
von Trivialnamen wie z.B.: Komplexon oder Titriplex.
Komplexon ist eine kristalline, farblose Verbindung (Di-Na*-Salz, Tetra-Na*-Salz). In
alkalischer Losung liegt das Molekill, wie oben gezeigt, als vierfaches Anion vor.
Dann besitzt es sechs freie Elektronenpaare, die koordinative Bindungen zu den
entsprechenden Metallionen ausbilden kdnnen. Durch die geeignete Wahl des pH
lasst sich erreichen, dass nur zwei der Carboxylgruppen als Carboxylatanionen
vorliegen, so dass nur vier koordinative Bindungen ausgebildet werden kénnen.
Komplexon hat also wie Glycin (siehe Kurstag 7) zwei verschiedene funktionelle
Gruppen, die als Liganden fungieren:

1. das Amin und

2. das Carboxylat-Anion
Komplexon bildet mit fast allen Metallionen sehr stabile Chelatkomplexe im
Verhéltnis 1:1, wobei 1 Mol Komplexon vier oder sechs koordinative Bindungen mit
dem gleichen Metallion ausbildet.

Fir ein Kation Me™ mit der Koordinationszahl sechs ergibt sich folgender Komplex:
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EDTA-
Metallkomplex

Mit einer Komplexonldsung bekannter Konzentration kann durch komplexometrische
Titration der Metallionen-Gehalt von Lésungen bestimmt werden. Wenn man davon
ausgeht, dass ein Mol Komplexon mit einem Mol Metallionen reagiert, kann man aus
der verbrauchten Menge der Komplexonldsung die Menge der Metallionen
berechnen.
Dies setzt allerdings voraus, dass man eine Moglichkeit hat, das quantitative
Verschwinden von freien Metallionen aus der Losung zu erkennen. Dazu verwendet
man Metallindikatoren. Dies sind mehrzéhnige, gefarbte organische Liganden, die
mit den Metallionen ebenfalls einen Chelatkomplex bilden. Um als Indikator bei einer
komplexometrischen Titration fungieren zu kdnnen, muss dieser organische Farbstoff
einige Bedingungen erflllen:
1. Der Farbstoff muss mit dem Metallion einen Komplex bilden.
2. Der Metall-Farbstoffkomplex muss eine andere Farbe haben als der freie
Farbstoff.
3. Der Metall-Farbstoff-Komplex muss wesentlich instabiler sein als der Metall-
Komplexon-Komplex.
Dies soll anhand der Titration von Mg**-lonen mit Komplexon unter Verwendung von
Erichromschwarz T als Indikator verdeutlicht werden, der obige Bedingungen erfullt:
1. Eriochromschwarz T bildet zu Mg®* drei koordinative Bindungen aus, die vierte

Bindungsstelle wird von einem Wassermolekil besetzt.
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2. Der freie Farbstoff Eriochromschwarz T ist in verdinnter Losung blau gefarbt.
Er bildet mit Mg®*-lonen einen roten Komplex.
3. Der Mg**-Eriochromschwarz T-Komplex ist instabiler als der Mg?*-Komplexon-

Komplex, welcher bevorzugt gebildet wird.

Bei der Titration von Mg*'- Eriochromschwarz T-Lésung mit Komplexon laufen
folgende Reaktionen ab:

Vor der Titration liegen viele Mg®*-lonen frei vor, wahrend einige als Mg*'-
Eriochromschwarz T-Komplex vorliegen und die Losung dadurch rot farben.

Nun versetzt man langsam mit Komplexonlésung, wobei zunachst die freien Mg?*-
lonen zum Mg®*-Komplexon-Komplex reagieren. D.h. der Mg**- Eriochromschwarz T-
Komplex bleibt zunachst erhalten und die Lésung bleibt rot.

Kurz vor dem Aquivalenzpunkt ist quasi kein freies Mg** mehr vorhanden. Wird
weiterhin Komplexlésung hinzugetropft, so konkurrieren nun Komplexon und
Eriochromschwarz T um die Mg?*-lonen. Da der Mg?*-Komplexon-Komplex stabiler
ist als der Mg®*- Eriochromschwarz T-Komplex, wird er bevorzugt gebildet und
entzieht dem Eriochromschwarz T die Mg**-lonen. Eriochromschwarz T liegt nun in

freier Form vor und farbt die Losung blau.

Zugabe von EDTA, Zugabe von EDTA,
Komplexierung aller Komplexierung aller davor von
freien Mg®*-lonen Erio T gebundenen Mg?*-lonen

Lésung mit freien und Lésung mit von EDTA - Losung von EDTA -
von ErioT gebundenen oder ErioT-gebundenen gebundenen Mg”-
Mg**-lonen Mg**-lonen lonen

Auf diese Art und Weise lassen sich die meisten Metallionen quantitativ bestimmen,

wobei man fur jedes Metallion einen spezifischen Indikator benétigt.
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Komplexometrische Ca?*-Bestimmung im Serum

Ca?*-lonen werden mit Komplexon analog in Gegenwart eines Mischindikators
(Eriochromblau SE und Naphtholgriin B) bei alkalischem pH-Wert titriert. Unter
diesen Bedingungen stéren Mg?*-lonen nicht.

Der freie Mischindikator ist blau, der Ca®*-Indikator-Komplex rot.

Wegen der sehr niedrigen Ca®*-Konzentration dndert sich die Farbe nicht schlagartig,
es tritt zunachst eine Mischfarbe auf. Um den Aquivalenzpunkt einigermafen genau
zu erreichen, titriert man eine der drei Proben absichtlich Uber. Der dabei erzielte
Blauton sollte bei den anderen genaueren Titrationen erreicht werden.

Der Normalwert im Humanserum schwankt zwischen 9-11 mg Ca®" in 100 ml Serum.
Erniedrigte Ca®*-Spiegel findet man hauptséchlich bei der Tetanie (Unterfunktion der
Nebenschilddrise, sie produziert zu wenig oder kein Parathormon mehr. Als
Parathormonersatzt dient ein Vitamin D-Derivat: Dihydrotachysterin = AT10), aber
auch bei Niereninsuffizienz, Resorptionsstérungen, kindlicher Rachitis in der
Heilphase und Hypoproteindmie.

Erhohte Ca®*-Spiegel findet man bei AT10 — Uberdosierung oder primarem
Hyperparathyreoidismus, Vitamin D-Uberdosierung, Hyperproteinamie,
Hyperphophatasie und Knochentumoren.

Chromatographie

Als Chromatographie bezeichnet man eine Methode zur Trennung von chemischen
Verbindungen. Die Trennung in einzelne Komponenten kann dabei durch
unterschiedliche Ladung (lonenaustauschchromatographie), unterschiedliche GréRRe
und Form (Gelchromatographie) und unterschiedliche starke Bindung an geeignete
Materialien (SiOy, Cellulose, Al,O3, Adsorptionschromatographie:
Dunnschichtchromatographie oder Gaschromatographie) erfolgen.

Die lonenaustauschchromatographie und Gelchromatographie verwendet man
bevorzugt zur praparativen Trennung in Saulen: man flllt das Trennmaterial
(lonenaustauscher, Gel) in eine Saule, tragt das zu trennende Gemisch auf und
wascht dann mit einem geeigneten Laufmittel (siehe auch Kurstag 4).

Die Adsorptionschromatographie wird vor allem zu analytischen Zwecken verwendet
und auf dinnen, fest haftenden Schichten durchgefihrt (SiO, oder Cellulose auf
Alufolie).
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Dinnschichtchromatographie

Die Moglichkeit, Stoffe dinnschichtchromatographisch zu trennen, beruht auf einer
geschickten Ausnutzung geringer Loslichkeitsunterschiede der zu trennenden
Substanzen in einem aus zwei Phasen bestehenden Ldsemittelgemisch.
Ublicherweise setzt sich das Gemisch aus einem polaren Lésemittel und einem
apolaren Losemittel, das im Uberschuss vorliegt, zusammen. In dieses Gemisch wird
die Dunnschichtplatte gestellt und die Lésemittel werden auf dieser durch
Kapillarkrafte nach oben gesaugt. Das polare Lésemittel (im Praktikum Methanol)
wird aber von der Oberflache der Dunnschichtplatte, also der Zellulose oder dem
SiO,, auf Grund von Wasserstoffbriicken zuriickgehalten und flie3t damit langsamer
nach oben als das apolare Lésemittel. Aufgrund dieses Verhaltens wird die
langsamer flieRende Phase (Methanol) als stationére, die schneller flieRende als
mobile Phase bezeichnet.
Ein Stoff lauft umso langsamer, je starker er mit der stationdren Phase in
Wechselwirkung treten kann bzw. je besser seine Ldslichkeit in dieser ist. Stoffe, die
sich gut in der mobilen Phase l16sen, wandern folglich schneller.
Meist sind die Ldslichkeitsunterschiede der zu trennenden Verbindungen im
Substanzgemisch nur relativ klein. Da sich aber der Trennprozess in jeden As der
Laufstrecke abspielt, ergibt sich ein Multiplikationsprozess, der die Trennung
vervielfacht: der starker wasserlosliche Stoff A (hydrophiler) bleibt zurtick, der in der
mobilen Phase besser |6sliche Stoff B (hydrophober) lauft weiter. Das Laufmittel
selbst lauft beiden voran.
Die zurickgelegte Strecke der einzelnen Stoffe bezogen auf die des Laufmittels
(Laufmittelfront) ist also ein Mal3 fur die Loslichkeitseigenschaften der Stoffe. Bildet
man daher das Verhaltnis der von einem Stoff zurtickgelegten Strecke zu der von der
Laufmittelfront zurlickgelegten Strecke, so ist dieses Verhaltnis bei konstanten
Bedingungen  (gleiches Laufmittel, Trennschicht, Temperatur) konstant,
reproduzierbar und fir den betreffenden Stoff charakteristisch. Man bezeichnet es
als Ri-Wert (Retensionsfaktor).

ILaufmitteI
Fur  niedermolekulare, leicht flichtige  Substanzen eignet sich die
Dunnschichtchromatographie nicht. Diese Gemische lassen sich mit Hilfe von

Gaschromatographie auftrennen, wobei das Trennprinzip das gleiche wie bei der
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Dunnschichtchromatographie ist. Als stationare Phase fungiert ein fein gepulvertes
inertes Material, das sich in einer langen, sehr dinnen S&ule befindet und mit einem
hochsiedenden Ol belegt ist. Als mobile Phase verwendet man ein inertes Gas (He,
Ar). Der Trenneffekt beruht auf Loslichkeitsunterschieden der Komponenten des zu

trennenden Gemisches im Ol des Saulenmaterials.

Nachweis von Mg®*-lonen aus Chlorophyll

Chlorophyll, der grine Blattfarbstoff, ist ein Tetrapyrrol-Magnesium-Komplex, der
maf3geblich an der Umwandlung von Lichtenergie in chemisch gespeicherte Energie
in der Photosynthese beteiligt ist. Mg**-lonen haben dabei neben der Stabilisierung

das Tetrapyrrolgeristes eine beschleunigende Funktion bei der Energielbertragung.

CH B =
H2C/ 3 CH3 I\HJ = CH3 (H/J =GCHO
® 0 Chloro- Chloro-
. phyll a phyll b
o ,C-OCHg
%3 °© O CH,CH, CH; OH
[} I 3 3 3 3
/ CHCHy—Co_={_~ A A AU
H 0
HyC CH, CHa
Porphyrinring Phytolkette

Durch Protonen wird Mg®* Uiber das Saure-Base-Gleichgewicht des Liganden aus
dem Komplex verdrangt und lasst sich als freies Mg?* mit Hilfe von Titangelb

nachweisen, das mit Mg?* einen roten Komplex bildet.

Trennungq der Blattfarbstoffe von Spinat durch Diinnschichtchromatographie

Spinatblatter enthalten im Wesentlichen 4 Farbstoffe: Chlorophyll a (R=-CHgs,
blaugrin), Chlorophyll b (R = -CHO, gelbgriin), B-Carotin (gelb) und verschiedene
Xanthophylle (Sauerstoffhaltige Cartinoide, gelb). Im verwendeten Laufmittel
Hexan/Methanol lauft B-Carotin mit der Laufmittelfront, gefolgt von Chlorophyll a,
einem Xanthopyll nicht bekannter Struktur, Chlorophyll b und verschiedenen
Xanthophyllen.

Man beachte die gute Trennung von Chlorophyll a und Chlorophyll b, die sich nur
dadurch unterscheiden, dass in einem hochkomplizierten Molekull eine Methylgruppe
durch eine Aldehydgruppe ersetzt ist. Die erhthte Methanollgslichkeit der
Aldehydgruppe gegenuber der Methylgruppe ist fir den Trenneffekt verantwortlich.
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Neue Gerate und Methoden

Dinnschichtchromatographie

Auf die ausliegenden DC-Platten wird ca. 2cm Uber dem Rand mit einem Bleistift
eine feine Linie gezogen ohne das Material zu zerkratzen.

Das zu trennende Gemisch wird an der Startstelle (Punkt auf der Linie) als Lésung in
Wasser oder Methanol aufgetragen. Hierbei ist darauf zu achten, dass die Losung
maoglichst konzentriert auf einem Punkt aufgetragen wird.

Dann wird die ,Dunnschichtplatte” in ein Gefal3 gestellt, das am Boden ca. 1 cm des
Laufmittelgemisches enthalt. Bis das Laufmittel beinahe die komplette Strecke
zurickgelegt hat, vergehen 15-60 Min (abhangig von der Trennschicht und vom
Laufmittelgemisch).

Sind die zu trennenden Substanzen gefarbt, lasst sich die Trennung direkt mit dem
Auge verfolgen. Sind sie nicht gefarbt, dann muss das Chromatogramm danach
getrocknet und mit geeigneten Reagenzien bespriht werden, die mit den zu
trennenden Substanzen eine gefarbte Verbindung eingehen (siehe auch Kurstag 12:

Trennung von Aminosauren).

Lésungsmitted-
frant
L ] Dockal [ .'I
— Chromatographistank —
| DC-Platte baw. |

| Papiarstreifen |

mobile Phase
Substanzgemisch Einzal-
am Stanpunkt Komponenten
Beginn Ende der Trennung
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Vorfragen

1. Beschreiben Sie analog zur Mg**-Bestimmung die Vorgange wéhrend einer
komplexometrischen Bestimmung von Ca**-lonen.

2. Worauf beruht die Auftrennung eines Substanzgemisches bei der
Dunnschichtchromatographie. Beschreiben Sie mit eigenen Worten.

3. Warum ist Komplexon im Vergleich zu Eriochromschwarz T der bessere

Komplexbildner?
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Durchfihrung

1. Aufgabe: Komplexometrische Bestimmung von Mg?' lonen

Man pipettiert in einen Erlenmeyer 10 ml der ausstehenden MgSO4-Lésung mit
einem Gehalt von 0,5 mg Mg pro ml. Zu dieser Lésung gibt man 2 ml Pufferlésung
(NH3/NH,4", pH 10) und einige Tropfen Indikatorlésung (Eriochromschwarz T). Hierbei
nimmt die Losung eine rote Farbe an: Farbe des Komplexes aus Mg®* und
Erichromschwarz T. Man titriert nun diese Losung mit der ausstehenden 0,02 M
Komplexonlésung bis zum Farbumschlag nach Dblau: Eigenfarbe von
Eriochromschwarz T. Aus dem Verbrauch an 0,02 M Komplexonlésung berechnet
man die vorgelegte Menge an Mg**-lonen.

Der berechnete Wert sollte auf ca. 1% mit dem theoretischen Wert tibereinstimmen.

2. Aufgabe: Komplexometrische Bestimmung von Mg?*-lonen

Man holt sich an der Ausgabe in einem Reagenzglas die Mg?*-Analyse, gieRt diese
in einen Erlenmeyer um und spult gut nach. Dann versetzt man diese Lésung wie
oben mit 2 ml Pufferlosung (NHs/NH,*, pH 10) und einigen Tropfen Indikatorlosung
(Eriochromschwarz T) und titriert wie in Aufgabe 1 mit 0,02 M Komplexon-Ldsung bis
zum Farbumschlag nach blau. Aus der verbrauchten Menge an 0,02 M Komplexon-

Lésung berechnet man die in der Analyse enthaltene Menge an Mg?*-lonen.

3. Aufgabe: Komplexometrische Bestimmung von Ca®*-lonen im Serum

In 3 Weithals-Erlenmeyer gibt man je 40 ml 1 % NaOH, 5 Tropfen
Mischindikatorlésung (— Blaufarbung) und genau 4 ml Serum (— Farbumschlag
nach rotviolett).

Man stellt sich 100ml 0,001M Komplexonlésung aus der ausstehenden 0,02 M
Ldosung durch Verdinnen im Verhaltnis 1:20 her. Aus der Burette l&asst man in den
ersten Erlenmeyer einen Uberschuss (ca. 15ml) von 0,001 M Komplexonlésung
einflieBen. Der dabei erzielte Blauton soll bei den anschlieRenden genauen
Titrationen am Endpunkt erzielt werden. Das verbrauchte Volumen (in ml) an 0,001
M Komplexonlésung gibt direkt den Ca?*-Gehalt von 100 ml Serum in mg an

(Normalwert ca. 10 mg Ca®* /100 ml Serum).
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4. Aufgabe: Nachweis von Mg?*-lonen mit Titangelb

2 ml der ausstehenden MgSO,-Lésung mit einem Gehalt von 0,5mg Mg?* pro 100ml
werden in ein Reagenzglas pipettiert. Zu dieser Lésung gibt man 2ml 2M NaOH,
anschlieBend einige Tropfen 0,05%ige Titangelblésung und schittelt gut durch.
Dieser Nachweis ist sehr spezifisch.

Was beobachten Sie?

5. Aufgabe: Nachweis von Mg?*-lonen in Chlorophyll (Efeu, Brennnesseln)

Die Extraktion von Mg**-lonen aus Chlorophyll wird 2 x pro Tisch durchgefiihrt, den
Mg?*- Nachweis fiihrt jede Gruppe durch.

Ca. 10 g Efeu- oder Brennnesselblatter werden mit 20ml 2M HCI in einem 100ml|
Erlenmeyer einmal kurz aufgekocht (Dreiful3, Drahtnetz, Bunsenbrenner). Um
Siedeverzige zu vermeiden, schittelt man ofters oder rihrt mit dem Glasstab. Nach
dem Aufkochen neutralisiert man durch Zugabe von 20ml 2M NaOH und filtriert die
abgekihlte Suspension Uber einen Faltenfilter in einen 100ml Erlenmeyer. Man fullt
2ml dieser Ldsung in ein Reagenzglas, gibt 2ml 2M NaOH und 0,5ml 0,05 %ige
Titangelblésung zu und schuttelt gut durch.

Was beobachten Sie?

6. Aufgabe: Trennung der Blattfarbstoffe von Brennnessel- bzw. Efeubléttern durch

Dinnschichtchromatographie an Kieselgel

Extraktion der Farbstoffe:

19 frische Efeu- oder Brennnesselblatter werden mdglichst fein zerkleinert, in einem
Reagenzglas mit 5 ml Methanol versetzt und mit dem Glasstab gut durchgerihrt.
Wenn die Efeu- oder Brennnesselblatter nur noch schwach gelb gefarbt sind und die
Losung eine intensiv griine Farbe angenommen hat, wird sie zur Chromatographie
verwendet. Da die Extraktion relativ lange dauert, wird auch bereits vorgefertigter

Extrakt + 3-Carotin ausgestellt.

Chromatographie:
Auf eine der ausliegenden Chromatographieplatten wird obiger Extrakt mit Hilfe einer
Kapillare in zwei verschiedenen Konzentrationen aufgetragen.

Anschlieend wird in einem 250 ml Becherglas das Laufmittel zugegeben
(Petrolether / Isopropanol im Verhdltnis 20 : 2 mischen und 1 Tropfen Wasser
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BUBEBERE steht im Abzug. Die Hohe des Laufmittels soll nicht mehr als 1cm betragen
und auf jeden Fall unter der Auftragsstelle im DC liegen. Dann wird das
Chromatogramm in das Becherglas gestellt und das Becherglas mit Alufolie bedeckt.
Das Laufmittel wandert in ca. 15 Minuten tber das Chromatogramm und nimmt die
verschieden Farbstoffe verschieden weit mit. Da die zu trennenden Verbindungen
gefarbt sind, lasst sich die Trennung direkt verfolgen.

Die Extraktion der Farbstoffe wird 2x pro Tisch durchgefuhrt, die chromatographische
Trennung 1 x pro Gruppe.

Das Ergebnis kdnnte folgendermal3en aussehen:

1 CAROTIN T

PHAEOFHYTIN

CHLOROPHYLL A

CHLOROPHYLL B

LUTEIN

VIDAXANTHIN

NEOXANTHIN

Entsorgung:

Die verwendeten Losungen sind in den verwendeten Mengen nicht umweltbelastend

und kénnen dem Abwasser beigegeben werden.
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