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Voorschrift CHR0100D groen, limonades/voeding. 
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Figuur 1

Aanwezig:
1)Kolom –C18 (rode ring)

2)Spuit 10 ml

3)Zakje kleurstof paars en groen
4)Voorschrift

1)Nodig:

1 roerstaafje

1 Maatcilinder 100 ml

Reageerbuis rek
5 bekerglazen van 50 , 100 of 250 ml

10 reageerbuizen, vouwfilter en trechter
Water

Ethanol
Een pak echte druivensap.

Noteer alle waarnemingen in een logboek, maak er een verslag van en beantwoord de vragen.
2)Uitvoering :

Bij dit experiment gaan we een paars kleurstofmengsel in rood en blauw scheiden.
Inleiding:

a)Food and Drug Administration (FDA) US.

Dit voorschrift komt van de Amerikaanse keuringsdienst van waren. In Nederland heet die dienst tegenwoordig Voedsel en Waren Autoriteit (VWA). De keurmeesters gingen letterlijk op pad met deze kolommetjes en een reeks alcohol water samenstellingen. 

Als voorbeeld, uit de drie toegestane kleurstoffen (die hebben een E-nummer) geel, rood en blauw kunnen alle kleuren samengesteld worden. Geel elueert bij 10% alcohol, rood bij 20% alcohol en blauw bij 40% alcohol. Komen ze nu een gele kleurstof tegen die pas bij 70% alcohol van de kolom af komt, dan is dat een verdachte kleurstof.
De productie van het desbetreffende voedingsmiddel wordt stil gelegd en er wordt een monster meegenomen naar het laboratorium voor nader onderzoek. Dat gebeurt met de combinatie vloeistofchromatografie en massaspectrometrie. Dan kan vastgesteld worden welke kleurstof het is, en of het een verboden kleurstof is.
Komen er nog verboden kleurstoffen voor? Ja een paar jaar geleden was er nog een groot schandaal met de verboden kleurstof Sudan Red. Binnen de EEG is er voor miljoenen Eruo’s aan ,met name catchup, vernietigd waar deze kleurstof in zat.
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Figuur 2

Bezinken.
1)Vul een bekerglas van 250ml met ca. 100 ml water (gedestilleerd water of demiwater is nog beter).
2)Voeg de inhoud van het zakje met de synthetische druivensap  (grape) toe aan  100 ml water. Roer goed tot alles in suspensie (vaste stof verdeeld in een vloeistof) vorm is en de kleurstoffen zijn opgelost. De vaste stof is in dit geval calciumfosfaat (zie onder ‘ingredients’ achter op het zakje).

3)Laat de vaste deeltjes ca. 5 min. bezinken.

Vraag 1: Wat is de scheikundige formule van calciumfosfaat.
4)Ga ondertussen verder met de handelingen 4,5 en 6). 
5)Maak een oplossing aan bestaande uit 20% ethanol en 80% water. Het gemakkelijkste is dit door in een maatcilinder van 100 ml 20 ml ethanol te gieten en de rest aan te vullen met water tot 100 ml. Maak ook een 40% ethanol oplossing in water aan.
6)Giet de inhoud daarna over in een bekerglas van 100 ml of 250 ml. Even roeren tot dit goed gemengd is.

Deze oplossingen hebben we in stap 19 nodig.

Filtreren.
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Figuur 3
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Figuur 4

7)Ondertussen is de suspensie bezonken, maar deze is nog niet helder. We gaan nu filtreren. Neem een bekerglas van 250 ml, plaats daar de trechter in en doe in de trechter het uitgevouwen vouwfilter.

Giet de suspensie in het vouwfilter, maar stop op tijd zodat de drab op de bodem niet meekomt.

Papierchromatografie:

In figuur 3 is te zien dat blauw ook minder affiniteit met papier heeft dan rood.

We willen ook het verschil weten tussen echte en synthetische druivensap. Een van de manieren is papierchromatografie. In figuur 4 is te zien dat de echte druivensap maar één kleur heeft. 
Bovendien is dat ook het bewijs dat er geen synthetische kleurstoffen aan toegevoegd zijn.

Vraag 2 : Is rood meer of minder polair dan blauw.
8)Het filtreren duurt ca. 10 min. Ondertussen gaan we de adsorptie kolom activeren.

9)Vul de 10 ml spuit met ca. 5 ml van de 40% ethanol oplossing.

10)Monteer de spuit met een draai beweging goed op de adsorptie kolom ( het type met een rode ring) aan de dikke zijde. 

11)Neem een bekerglas als afvalvat. Pak de rode rand stevig vast, zodat de kolom er niet af kan schieten. Duw de inhoud van de spuit  door de kolom heen  in het afvalvat. De reden van deze behandeling is, dat de witte adsorptie deeltjes in de kolom hydrofoob zijn (bang voor water) ofwel waterafstotend zijn. Na deze behandeling zijn ze niet meer waterafstotend .

12)Koppel de spuit af en spoel deze met water. 

13)Vul de spuit met ca. 5 ml water.

14)Sluit de spuit weer aan op de kolom en spoel de 5ml water over de kolom in het afvalvat.

De kolom is nu wat we noemen actief.

Adsorberen
15)Haal het filtreerpapier uit de trechter, laat het drogen en plak het in je verslag. Noteer wat je op het filter ziet in je verslag. Haal de trechter uit het bekerglas en spoel die schoon met water.

De bedoeling is nu, dat we de kleurstoffen uit de synthetische druivensap laten adsorberen aan de pakking deeltjes in de kolom. Deze deeltjes vormen het adsorptiemiddel. Dit adsorptiemiddel wordt doormiddel van een filter boven en onder aan de kolom op zijn plaats gehouden. 
16)Vul nu de spuit met ca. 2ml synthetische druivensap.

17)Monteer de spuit op de kolom.
18)Plaats de kolom boven op een reageerbuis in het reageerbuizen rek. Duw de inhoud van de spuit langzaam (1 druppel per seconde) door de kolom en laat het filtraat in de reageerbuis lopen. Noteer wat je ziet. Maak een foto van het resultaat.
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Figuur 5

Vraag 3: Vertaal al de stoffen die achter op het zakje staan in het Nederlands. Wat zijn de enige gezonde stoffen.
Vraag 4: Wat zijn de hoofdbestanddelen van echte vruchtensappen zoals druivensap.

Extraheren.
19)We willen de kleurstoffen nu van de kolom afhalen, ofwel de kolom schoonmaken. Als je goed kijkt zie je dat er van onder de paarse band al wat rood te zien is. Onder ‘ingredients’achter op het zakje, is te zien dat deze paarse kleur bestaat uit rood en blauw ( dit zijn vaste stoffen). We willen nu eerst de rode kleurstof in handen zien te krijgen. Extraheren is nu uit een mengsel van vaste stoffen ( het adsorptiemiddel, rood en blauwe kleurstof) de ene stof laten oplossen (rood) en de andere niet (blauw). Voor het extraheren hebben we een extractiemiddel nodig. Voor vele stoffen is methanol een sterker extractiemiddel dan water en ethanol weer sterker dan methanol. We beginnen nu met een wat sterker extractiemiddel dan in het vorige experiment en wel met   20% ethanol  in water.
20)Spoel de spuit schoon met water en vul die met ca. 10 ml van de 20% ethanol oplossing.
21)Sluit de spuit aan op de kolom en plaats die boven op een nieuwe reageerbuis.

22)Spoel heel langzaam de rode kleurstof er af tot de blauwe kleurstof er aan komt. Noteer wat je ziet.

23)Nu willen we ook de blauwe kleurstof van de kolom af halen. We hebben nu een sterker extractiemiddel nodig. Omdat er niet meer kleurstoffen inzitten, gaan we direct naar 40% ethanol als extractiemiddel. Vul de spuit nu met ca. 5 ml van de 40% ethanol oplossing.
24)Sluit de spuit weer aan op de kolom en plaats die boven op een nieuwe reageerbuis.

25)Spoel de 40% ethanol over de kolom tot de kolom schoon is. Noteer wat je ziet.

Maak een foto van het resultaat voor in je verslag.
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Figuur 6

Experiment bruin:

Als je tijd over hebt, neem dan 10ml groen en 10 ml paars, meng die goed en belaad de kolom met 2ml van het mengsel.
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Figuur 7
Elueer nu geel, rood en blauw van de kolom.
De smaak test :

Ook een eenvoudige manier om echte van synthetisch druivensap te onderscheiden is door te proeven (organoleptisch onderzoek). Los de inhoud van  het zakje grape op in 2 liter drinkwater. Verdeel de inhoud over 2x 1liter. Voeg aan 1liter een halve kop suiker toe, goed roeren. Proef nu van de grape zonder suiker, met suiker en echte druivensap.  Noteer je waarnemingen.
Vraag 5: Welke stoffen zorgen voor de zure smaak bij de synthetische druivensap zonder suiker.

Chromatografie van echte druivensap:
In figuur 8 is de chromatografie van echte druivensap te zien. Hierbij is 6ml druivensap beladen op de kolom. Daarna is met 2ml  10%, 20%, 40% en 100% bio-ethanol geelueerd. Er komen dan rood-bruine en uiteindelijk grijze fracties van de kolom af. Er blijft een grijze fractie achter die er zelfs met 100% bio-ethanol niet af komt!

De verklaring hiervoor  is dat de natuurlijke kleurstoffen aan eiwitten gebonden zijn. Met een hoog percentage ethanol denatureren de eiwitten en slaan neer op de kolom. Alleen door destructie met 5ml bleekwater is de kolom weer kleurloos te krijgen.
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Figuur 8

Bij deze test was te zien dat de kleur van de fracties overeen kwam met de kleur van het sap van uitgeperste blauwe druiven. Er waren dus geen synthetische kleurstoffen aan toegevoegd.
W.J.Staal

Notities:
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