5 D | Analiza barwnikéw metoda TLC

Wprowadzenie

Chromatografia (z gr. chroma — barwa, grapho — piszg) to ogdlna nazwa technik
laboratoryjnych stuzacych do rozdzielania, oczyszczania i badania sktadu mieszanin. Niezaleznie od
rodzaju techniki chromatograficznej pierwszym etapem jest rozdzielenie mieszaniny, a drugim

detekcja poszczegdlnych sktadnikdéw (cho¢ niekiedy etapy te biegng réwnocze$nie).

Odkrycie chromatografii zawdzieczamy rosyjskiemu chemikowi Michaitowi Cwietowi, ktory
na poczatku XX wieku w Warszawie zajmowat si¢ badaniem barwnikow roslinnych. Jego prace
polegatly na przepuszczaniu ekstraktu barwnikéw z zielonych lisci roslin przez kolumng wypetniona
weglanem wapnia (kreda). Obserwowal wowczas powstawanie szeregu zielonych, zottych
i pomaranczowych pasm odpowiadajagcych poszczegdlnym sktadnikom mieszaniny, od ktorych
pochodzi nazwa tej techniki. Michaita Cwieta uwaza si¢ takze za odkrywce karotenoidow (pigmentow
peligcych pomocnicza rolg w procesie fotosyntezy 1 nadajacych charakterystyczng zotta,

pomaranczowg lub czerwong barwe réznym czg¢sciom roslin).

Techniki chromatograficzne opieraja si¢ na podziale sktadnikéw mieszaniny pomiedzy dwie
niemieszajace si¢ wzajemnie fazy. Dokonuje si¢ to w wyniku przepuszczenia roztworu badanej
mieszaniny przez specjalnie spreparowane zloze, zwane faza stacjonarna (nieruchomsg). Jest to
najczescie] porowaty adsorbent, czyli zwigzek zdolny do gromadzenia na swojej powierzchni
czasteczek substancji. Druga fazg, tzw. faze ruchomg (eluent), stanowi ciecz lub gaz. Sktadniki
probki poruszajg si¢ w trakcie procesu chromatografii razem z fazg ruchoma, przy czym szybkos¢ ich
migracji zalezy od oddziatywan, ktore tworzg si¢ pomiedzy sktadnikami mieszaniny a fazg stacjonarng
oraz ruchoma. Najprosciej ujmujac, jesli substancje silnie wigza si¢ z adsorbentem (np. poprzez
wigzania wodorowe), to poruszaja si¢ wolniej, jesli za§ substancje wykazuja duze powinowactwo do
fazy ruchomej, to poruszajg si¢ szybciej. W ten sposob dokonuje si¢ rozdzialu (separacji) sktadnikow

mieszaniny.

Metody chromatograficzne klasyfikuje si¢ wedtug roznych kryteriow. Pierwszym z nich jest
rodzaj zastosowanego eluentu. Pod tym wzgledem wyrdznig sie:
— chromatografie cieczowa (LC, z ang. liquid chromatography), w ktorej role eluenta (fazy
ruchomej) pehni ciekly rozpuszczalnik, a najczeséciej mieszanina rozpuszczalnikow.
— chromatografie gazowa (GC, z ang. gas chromatography), w ktorej eluentem jest gaz, zwykle hel,
argon, wodor lub azot.
— chromatografie nadkrytyczna, tzw. fluidalng (SFC, z ang. supercritical fluid chromatography),

w ktorej wykorzystuje sie¢ ptyn w stanie nadkrytycznym (ogrzany do odpowiednio wysokiej
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temperatury i odpowiednio spr¢zony w ten sposob, ze zanika rdznica mi¢dzy gazem a ciecza),

najczesciej stosuje si¢ nadkrytyczny tlenek wegla(IV) (CO,).

Z kolei ze wzgledu na rodzaj fazy stacjonarnej wyroznia sig:

— chromatografi¢ kolumnowa (CC, z ang. column chromatography), w ktorej faz¢ stacjonarng
stanowi adsorbent umieszczony w specjalnej kolumnie, majacej posta¢ dtugiej rurki z kranikiem
u wylotu; przeptyw mieszaniny przez kolumneg z faza nieruchomg dokonuje si¢ na zasadzie
grawitacyjnej lub wspomagany jest przez zwickszenie ci$nienia,

— chromatografie¢ jonowymienng (IC, z ang. ion chromatography), stanowiaca w istocie szczegolny
rodzaj chromatografii kolumnowej — kolumna chromatograficzna jest wypekniona tu specjalnie
spreparowanym ztozem (zywica jonowymienng) obdarzonym fadunkiem; ztoze to tatwo wymienia
jony z kationami i anionami znajdujgcymi si¢ w fazie ruchomej (w badanej mieszaninie);

— chromatografie planarng, gdy faza stacjonarna lezy w ptaszczyznie, a w szczegolnosci:

o chromatografie bibulowa, w ktorej role fazy stacjonarnej pelni pasek bibuty filtracyjnej (lub
specjalnej bibuly chromatograficznej), a rozdzial mieszaniny opiera si¢ na dzialaniu sit
kapilarnych,

o chromatografie cienkowarstwowa (TLC, z ang. thin layer chromatography).

W niniejszym ¢wiczeniu zapoznamy si¢ z technika TLC, w ktorej faze stacjonarng peini
cienka warstwa adsorbentu naniesiona na ptytke. Warstwa rozdzielcza (nieruchoma) peli t¢ samg

funkcje, co bibuta filtracyjna w chromatografii bibutowe;.

Wszystkie adsorbenty stosowane w chromatografii cienkowarstwowej muszg spetniaé kilka
podstawowych warunkow. Przede wszystkim:

— nie moga one reagowaé ani z substancjami rozdzielanymi (w przeciwienstwie do jonowego ztoza
w IC) ani z faza ruchoma (mieszaning rozpuszczalnikow), czyli powinny by¢ mozliwie bierne
chemicznie,

— stosowane rozpuszczalniki nie mogg rozpuszczaé stosowanego adsorbentu,

— wielko$¢ ziaren powinna zapewni¢ odpowiednig szybko$¢ filtracji.

Adsorbenty s3 materialami porowatymi, czyli zbudowanymi z ziaren o okreslonej $rednicy
(najczesciej od 2 do 60 pum), pomiedzy ktérymi znajduja si¢ wolne przestrzenie (pory). Adsorbenty
maja duza powierzchni¢ catkowita, ktora zawdzigczaja wtasnie obecnosci matych ziaren (kazde z nich
ma niewielkg powierzchnie, ale sumarycznie daja one imponujace wartosci!). Dzigki temu mozliwe

jest oddziatywanie badanych substancji ze ztozem porowatym.

Adsorbenty dzielg si¢ na polarne i niepolarne. Do polarnych naleza: tlenek krzemu(IV)

(Si0,, tzw. zel krzemionkowy), tlenek glinu (Al,O;) oraz odpowiednio spreparowane tlenki,
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siarczany(VI), weglany i ortofosforany(V) litowcow. Najczesciej wykorzystuje si¢ tlenek krzemu(IV)

i tlenek glinu.

Atomy tlenu znajdujace si¢ na powierzchni zelu krzemionkowego wystepuja w postaci grup
hydroksylowych (—OH), co nadaje temu nos$nikowi wiasciwosci bardzo stabego kwasu i powoduje
jego wysoka polarno$¢. Czasteczki zwigzku chemicznego wprowadzone na powierzchnie zelu
krzemionkowego ulegaja procesowi adsorpcji, przy czym zwigzki niepolarne wigzg si¢ z powierzchnig
wylacznie sitami dyspersyjnymi i indukowanymi oddziatywaniami dipolowymi. Sg one duzo stabsze
od tych, ktore tworza si¢ w przypadku adsorpcji substancji polarnych, zawierajacych grupy polarne
takie jak C—O, C=0, O-H, N-H, N=0, C-CI itd. W tym przypadku powstaja silne oddziatywania
dipolowe, a nawet wigzania wodorowe. A zatem, im bardziej polarna jest czasteczka, tym silniej
bedzie si¢ adsorbowata na powierzchni zelu krzemionkowego i wolniej bedzie przesuwac si¢ wraz

z faza ruchomg. Podobnie zachodza procesy na powierzchni tlenku glinu.

Do adsorbentéw niepolarnych zalicza si¢ m.in. wegiel aktywny, sacharoze, skrobi¢
i specjalnie modyfikowany zel krzemionkowy, ktéorego grupy —OH =zostaly podstawione
ugrupowaniami niepolarnymi. Hydrofobowa powierzchnia tych adsorbentéw utrudnia wigzanie si¢

z nimi czasteczek polarnych.

Faze ruchoma (eluent) w chromatografii cienkowarstwowej stanowia rozpuszczalniki
organiczne i ich mieszaniny. Jest oczywiste, ze stosowany rozpuszczalnik:
— nie moze reagowac z analizowanymi substancjami,
— powinien rozpuszcza¢ sktadniki mieszaniny (przynajmniej w niewielkim stopniu),
— musi by¢ wzglednie tatwy do usuniecia (np. lotny),

— powinien by¢ bezpieczny i niezbyt drogi.

Przeptyw eluenta wzdtuz fazy stacjonarnej odbywa si¢ pod wplywem sil kapilarnych, tj.
podciagania cieczy wbrew sile grawitacji. Przemieszczanie si¢ rozpuszczalnikow przez warstwe fazy
stacjonarnej, na ktorej zostala zaadsorbowana probka, powoduje wymywanie (elucje) sktadnikow
probki z podtoza i ich przemieszczanie w kierunku ruchu eluenta. Skuteczno$¢ eluowania zalezy od
powinowactwa zaroOwno substancji, jak i eluenta do fazy stacjonarnej, bowiem zaadsorbowana
substancja moze zostaé ,,wyparta” z adsorbenta przez rozpuszczalnik tylko wtedy, gdy wykazuje ona

wigksze od niej powinowactwo do adsorbenta.

W przypadku adsorbentow polarnych najwigkszym powinowactwem do no$nika cechujg si¢
zwiazki o polarnych czgsteczkach. Rozpuszczalniki niepolarne (np. cykloheksan, toluen, chloroform)
moga wymy¢ z powierzchni polarnego adsorbenta jedynie zwiazki niepolarne, za§ rozpuszczalniki
polarne (aceton, etanol, metanol), ktore majg duze powinowactwo do nosnika, eluujg skutecznie

zaréwno zwigzki polarne, jak i niepolarne.
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Chromatografia cienkowarstwowa jest szybkg metodg pozwalajaca okreslic¢, ile zwigzkow
wchodzi w sktad badanej mieszaniny, jak roéwniez dokona¢ ich identyfikacji (o ile dysponuje si¢
odpowiednimi wzorcami analizowanych substancji). Doboér odpowiedniego adsorbenta i uktadu
rozwijajacego (mieszaniny rozpuszczalnikow) umozliwia rozdzial niemal dowolnej mieszaniny
zwiazkow organicznych. Zaletami metody TLC sa:

— krétki czas wykonania,

— minimalne zuzycie materiatow,

— prostota wykonania.

Powoduje to, ze jest to bodaj najczgsciej uzywana metoda wstepnej identyfikacji zwigzkow

organicznych, kontroli ich czystosci, pozwala takze na $ledzenie postepu reakcji chemiczne;j.

Sposob postgpowania w chromatografii cienkowarstwowej jest prosty. Polega na naniesieniu
na ptytke z warstwa odpowiedniego adsorbenta probki analizowanej substancji oraz substancji
wzorcowych, nastgpnie rozwinigciu chromatogramu odpowiednim ukladem rozpuszczalnikow

1 zaobserwowaniu jego wygladu.

Adsorbent jest naniesiony najczesciej na arkusze z folii aluminiowej lub poliestrowej, dzigki

czemu mozna tatwo przyciac je do ptytek o zadanych rozmiarach.

Przed naniesieniem probek nalezy ostroznie, za pomocg oldwka (nie dlugopisem!) tzw. linie
startu w odlegtosci okoto 1 cm od dolnego, krotszego brzegu plytki, oraz lini¢ mety w odleglosci
zazwyczaj 0,5 cm od gornej, krotkiej krawedzi ptytki. Na tak przygotowana ptytke wprowadza sie
probki substancji badanych oraz wzorcowych poprzez zanurzenie cienkiej kapilary lub pipetki
w roztworze i dotkniecie (delikatne!) warstwy adsorbenta. Powoduje to przeniesienie kropli roztworu
(badanego lub wzorcowego), przy czym nalezy dazy¢ do tego, by plamka na plytce byta mozliwie

mata, ale wyrazna.

Miedzy punktami nanoszenia poszczegoélnych substancji nalezy
--------------------- zachowa¢ odleglosci okoto 0,5 — 1 cm, a skrajne plamki startowe nie
powinny znajdowac si¢ blizej niz 0,5 cm od brzegu ptytki (patrz: rysunek
obok). Po naniesieniu danej plamki nalezy poczekaé, az stosowany
rozpuszczalnik odparuje (plamka powinna by¢ sucha). Po naniesieniu
wszystkich plamek trzeba doktadnie wysuszy¢ plytki w strumieniu
cieptego powietrza z suszarki. Niedokladne wysuszenie powoduje
rozmazywanie si¢ plamek w czasie rozwijania chromatogramu. Opisane
czynnosci nalezy wykonywac delikatnie, w zadnym razie nie mozna

O R S B R

dotyka¢ powierzchni adsorbentu palcami.

Ptytka do TLC z 4 plamkami
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Tak przygotowana plytke umieszcza si¢ ostroznie, przy pomocy pesetki lub szczypiec
w komorze chromatograficznej. Mozna do tego celu uzy¢ odpowiednio wysokiej zlewki przykrywanej
szalkg Petriego. Do komory wlewa si¢ eluent na wysokos¢ okoto 0,5 cm. Komora powinna by¢
wysycona parami eluenta, gdyz skraca to czas rozwijania (wptywa takze korzystnie na jakos¢
rozdziatu). Szybkie wysycenie komory parami eluenta mozna osiggnac¢ przez wylozenie Scianek
komory bibulg filtracyjna. Eluent zwilzy fragment bibutly i bedzie z niego odparowywac, powodujac

wysycenie wngtrza komory (zlewki) gazowymi rozpuszczalnikami.

Po wlozeniu plytki do komory nie wolno nig porusza¢ az do momentu zakonczenia rozwijania
chromatogramu (chromatogram rozwija si¢ poprzez wedrowke cieczy w gore plytki), tj. gdy czoto
eluenta osiggnie linic mety. Wowczas nalezy wyjac plytke z komory (szczypcami lub pegsetka) i

doktadnie wysuszyc¢).

Odczytanie wynikow jest proste, gdy analizowane skladniki sa barwne. Cechg
charakterystyczng kazdej substancji identyfikowanej metoda TLC jest wspolczynnik opéznienia, Ry
(z ang. retardation factor). Okresla sie go jako stosunek odleglosci przebytej przez plamke do
odleglosci przebytej przez rozpuszczalnik, tj. odlegtosci od linii startu do linii mety. Z definicji,
wartosci Ry zawieraja si¢ w przedziale od 0 do 1. Gdy R = 0, to substancja jest catkowicie (w danych
warunkach) zaadsorbowana i pozostaje na starcie, natomiast gdy R¢= 1, to substancja jest bardzo stabo
adsorbowana, rozpuszcza si¢ doskonale w fazie ruchomej i porusza si¢ razem z czolem

rozpuszczalnika.

Wspodtczynnik opoznienia powinien mie¢ dla danej substancji stalg wartos¢ w tych samych
warunkach doswiadczalnych. W praktyce jednak rzadko udaje sie¢ doktadnie odtworzy¢ wartosci Ry
Nawet gdy zastosuje si¢ ten sam adsorbent i eluent, to nie mozna unikna¢ rdéznic, ktérych przyczyna

moga by¢:

ilos¢ wilgoci w nanoszonym roztworze (silnie polarna woda skutecznie adsorbuje si¢ na

powierzchni polarnych adsorbentow),

stopien nasycenia komory parami rozpuszczalnika,

drobne roznice w sktadzie fazy ruchomej (zwlaszcza przy stosowaniu mieszanin),

poziom aktywacji plytek i jakos¢ adsorbenta.

Poréwnanie wartosci wspdtczynnika Ry substancji badanej 1 wzorca stanowi podstawe do jej

identyfikacji pod warunkiem, ze chromatografia byta wykonywana w ten sam sposob (np. na tej samej

plytce).

W tym ¢wiczeniu analiza polega¢ bedzie na analizie sktadu mieszaniny barwnikow.
Mieszanina ta moze zawierac¢ od 1 do 3 zwiazkdéw sposrod nastepujacych:

— fluoresceina.
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— oranz metylowy,
— alizaryna,

Ponizej przedstawiono struktury tych zwiazkow.
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Substancje te nalezg do grupy wskaznikéw pH, tj. zwigzkéw zmieniajgcych swe zabarwienie
wraz ze zmianami odczynu. Sposrod nich najwigkszg polarno$cig charakteryzuje si¢ oranz metylowy
(jest to zwigzek o charakterze soli), mniejsza — fluoresceina (zawiera kwasowa grupe karboksylowa,

—COOH), a najmniejsza — alizaryna.

Literatura

1. T. Lipiec, Z. S. Szmal, Chemia analityczna z elementami analizy instrumentalnej, wyd. PZWL,

Warszawa 1997 (rozdz. 7.3.1. - 7.3.2.,7.3.3.1., 7.3.5.2.).

Zagadnienia do opracowania przed przystapieniem do ¢wiczenia

1. Wyjasnij, czym jest chromatografia i jakie jest jej zastosowanie.
2. Wyjasnij pojecia: faza stacjonarna, faza ruchoma, elucja.

3. Objasnij (rozwin i krotko skomentuj) skroty: GC, LC, SFC, CC, TLC, IC, Ry
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4. Jakie wymagania powinna spetnia¢ faza stacjonarna i faza ruchoma, by mozna bylo je zastosowac

w technikach chromatograficznych?

5. Wymien znane Ci adsorbenty polarne i niepolarne.
6. Opisz starannie, w jaki sposob dokonuje si¢ rozdzial substancji w chromatografii
cienkowarstwowe;j.
7. Podaj definicje wspolczynnika opoznienia. Oblicz wspotczynniki opdznienia dla plamek na
ponizszym rysunku.
""""""""""" K
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8. Wymien czynniki wplywajace na warto$¢ wspotczynnika opoznienia.
9. Narysuj wzory strukturalne oranzu metylowego, alizaryny i fluoresceiny, a nastgpnie uszereguj te

zwiazki zgodnie z rosngcym powinowactwem do polarnego adsorbentu.

Zadania do wykonania przed przystapieniem do ¢wiczenia

Zadanie 1. Obejrzy; film na stronie  https://www.youtube.com/watch?v=ryvD0gCROsU,

a nastepnie wskaz wystepujace na nim btedy (w wykonaniu oraz w komentarzu).

Wykonanie

Sporzadzi¢ 8 cm® roztworu eluenta: mieszaniny toluenu i acetonu w stosunku objetosciowym
3:1. W tym celu do zlewki wprowadzi¢ 6 cm’® toluenu (C¢HsCH;), 2 ecm’® acetonu (CH;COCHS3),
wymieszac, a nastepnie przela¢ do wysokiej zlewki, ktora bgdzie stanowi¢ komore chromatograficzna,
w takiej ilosci, by utworzyta si¢ na dnie warstwa eluenta o grubosci 1 cm. Do tej zlewki wilozy¢

kawalek bibuty filtracyjnej (na okoto % obwodu) i przykry¢ odwrocong do gory dnem szalkg Petriego.

Na plytce chromatograficznej zaznaczy¢ delikatnie otowkiem w odleglosci okoto 1 cm od jej

krotkiej krawedzi lini¢ startu oraz lini¢ mety (okoto 0,5 cm od przeciwleglej krawedzi). Na linii startu
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zakresli¢ w rownych odleglo$ciach cztery punkty (ponumerowaé je pod spodem od 1 do 4). Na
punktach tych zostang naniesione substancje wzorcowe i badana mieszanina. Nanie$¢ za pomoca
pipetek po 1 kropli roztworéw wzorcowych: fluoresceiny, oranzu metylowego i alizaryny, oraz
badanego roztworu. Nalezy uwazaé, aby nie uszkodzi¢ powierzchni adsorbentu, a plamki miaty

mozliwie najmniejsza Srednicg. Po naniesieniu roztwordw wysuszy¢ ptytke za pomoca suszarki.

Po wysyceniu komory parami eluenta umiesci¢ w niej ptytke z analizowanymi substancjami.
Nastgpi rozwijanie chromatogramu. Gdy czolo rozpuszczalnika znajdzie si¢ na linii mety, ostroznie
wyciagnaé plytke i wysuszy¢ suszarka. Po wysuszeniu porowna¢ barwy i polozenia plamek
pochodzacych od substancji wzorcowych oraz od sktadnikow mieszaniny i na tej podstawie okresli¢
sktad analizowanej probki. Nastgpnie obliczy¢ warto$ci wspotczynnikdéw opoznienia (Ry) dla kazdej

z obecnych na chromatogramie plamek.

W raporcie wypisa¢ sktad badanej mieszaniny, obliczone warto$ci wspotczynnikow Ry oraz

wklei¢ ptytke z chromatografem cienkowarstwowym.

Chromatograficzny rozdzial barwnikéw naturalnych w lisciach pietruszki (opcjonalnie)
Umy¢ kilka listkow pietruszki, osuszy¢ na bibule, pokroi¢ na male kawatki i rozetrze¢
w mozdzierzu na mozliwie jednolita mase. Doda¢ 5 cm® acetonu i rozcieraé jeszcze przez okoto dwie

minuty. Zielony roztwor zla¢ do rozdzielacza.

Rosliny zawieraja znaczng ilo$¢ wody, ktora przeszkadza w chromatograficznym rozdzielaniu
barwnikow, wiec do przygotowanego roztworu dodaé okolo 2 cm’ eteru naftowego (benzyny
ekstrakcyjnej) i wytrzasa¢ przez okoto 1 — 2 minuty, a nastepnie pozostawi¢ do rozdzielenia warstw
(okoto 2 — 3 minuty). Goérna, ciemnozielona warstwa eteru naftowego zawiera barwniki zawarte
w ro§linie i mozna je rozdzieli¢ chromatograficznie. Nalezy wigc spusci¢ dolng warstwe i odrzucié,

a gorng przenies¢ do matej zlewki.

Przygotowany ekstrakt barwnikow roslinnych zages$ci¢ przez odparowanie. W tym celu
przenies¢ zawarto$¢ zlewki do parowniczki, ktorg nalezy umiesci¢ na zlewce z woda. Zlewke

ogrzewaé w ptomieniu palnika tak dtugo, az ekstrakt barwnikéw bedzie miat ciemnozielong barwe.

Przygotowa¢ eluent: 8 cm’ eteru naftowego (benzyny ekstrakcyjnej) zmieszaé z 3 cm’
alkoholu izopropylowego (propan-2-olu, C;H;OH). Eluent wla¢ do wysokiej zlewki przykrytej
odwrdécong do gory dnem szalkg Petriego w takiej iloSci, by utworzyt warstwe o wysokosci okoto

0,5 cm. Do zlewki wlozy¢ takze prostokat z bibuty filtracyjne;.

Na plytce chromatograficznej zaznaczy¢ delikatnie otowkiem w odleglosci okoto 1 cm od jej

krotkiej krawedzi lini¢ startu oraz lini¢ mety (okoto 0,5 cm od przeciwleglej krawedzi). Na linii startu
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nanie$¢ za pomocg pipetki krople ekstraktu i wysuszy¢ w strumieniu powietrza z suszarki. Plytke

umiesci¢ w komorze chromatograficzne;.

Gdy czoto eluenta znajdzie si¢ na linii mety, przerwaé rozwijanie i wyja¢ ptytke. Obliczy¢
warto$ci wspolczynnikow opdznienia (R;) dla kazdej zobecnych na chromatogramie plamek

i porowna¢ z danym w ponizszej tabeli.

Barwnik Barwa plamki Wspolczynnik R¢
B-karoten zottopomaranczowa 0,80 -10,95
feofityna szara 0,65-0,70
chlorofil a niebieskozielona 0,60 —-0,70
chlorofil b zielona 0,50 - 0,60
ksantofile zoha 0,20 - 0,50

Utylizacja odpadow
1. Niezuzyte roztwory eluentéw umiesci¢ w pojemniku O.
2. Pozostate probki (mieszaniny barwnikow) umiesci¢ w pojemniku O.

3. Resztke ekstraktu barwnikow roslinnych umiesci¢ w pojemniku O.



