
Ćwiczenie 10. Chromatografia cienkowarstwowa. 
A. Rozdział węglowodanów metodą chromatografii podziałowej
Zasada: Rozdzielane węglowodany różnią się współczynnikami podziału pomiędzy dwie nie mieszające się ze sobą fazy ciekłe: wodę (osadzoną na nośniku fazę stałą) i aceton (fazę ruchomą)
Materiały i sprzęt:

Płytka pokryta cienką warstwą krzemionki (nośnik), komora chromatograficzna, bibuła, pipety automatyczne, suszarka do włosów, spryskiwacz, minutnik, ołówek, linijka, igła 
Odczynniki:

· 1% roztwory węglowodanów (4 roztwory wzorcowe i mieszanina)

· związek do identyfikacji
· układ rozwijający: mieszanina acetonu (90 mL) i wody (10 mL)
· roztwór wywołujący: mieszanina aldehydu anyżowego (1 mL), etanolu (18 mL), stężonego kwasu siarkowego (1 mL), kwasu octowego (0,4 mL)
Wykonanie:
A. Przygotowanie komory chromatograficznej

· wlać do komory mieszaninę acetonu z wodą - uzyskując ok. 1 centymetrową warstwę układu rozwijającego

· zamknąć szczelnie komorę 

B. Przygotowanie płytki chromatograficznej i przeprowadzenie rozdziału

· w odległości około 1,5 centymetra od dolnej krawędzi płytki szklanej delikatnie (nie uszkadzając podłoża), za pomocą ołówka i linijki, zaznaczyć linię startową

· posługując się linijką i igłą zaznaczyć na linii startowej miejsca nałożenia próbek analizowanych cukrów (6) (równomierne rozmieścić na długości linii startowej)
· za pomocą pipety automatycznej nanosić kolejno poszczególne roztwory węglowodanów: 4-krotnie po 2,5 L (po każdym naniesieniu roztworu suszymy plamę za pomocą suszarki do włosów i ponownie w to samo miejsce nanosimy ten sam roztwór)
· umieścić płytkę (z naniesionymi roztworami, dokładnie wysuszoną) do komory chromatograficznej – linią startową w dół i szczelnie zamknąć komorę

· pozostawić na około 50 minut (rozwijanie chromatogramu) – do momentu kiedy czoło rozpuszczalnika będzie się znajdowało w odległości ok. 5 cm od górnej krawędzi płytki
C. Wywołanie chromatogramu i obliczenia:
· wyjmujemy płytkę z komory i natychmiast zaznaczamy ołówkiem czoło

rozpuszczalnika

· suszymy płytkę suszarką 

· spryskujemy płytkę roztworem wywołującym (pod digestorium) 

· umieszczamy płytkę w piecu o temperaturze około 1000C na 5 minut

· zaznaczamy środek geometryczny każdej wywołanej plamki odpowiadającej poszczególnym węglowodanom

· za pomocą linijki mierzymy odległość środka każdej plamki od linii startowej

· mierzymy odległość czoła rozpuszczalnika od linii startu

· wyznaczamy współczynniki Rf dla każdej plamki chromatogramu według wzoru:

odległość środka plamki danej substancji od linii startu (a)



Rf =




      odległość czoła rozpuszczalnika od linii startu (A)

Sprawozdanie powinno zawierać:

· strona tytułowa

· schematyczny rysunek (lub zdjęcie) uzyskanego chromatogramu

· opis chromatogramu (zaznaczona linia startu, czoło rozpuszczalnika, opisane poszczególne ścieżki) 

· obliczenia:

- wartości współczynników retencji dla węglowodanów wzorcowych

- wartości współczynników retencji dla węglowodanów w mieszaninie

- wartość współczynnika dla próby badanej
· identyfikacja węglowodanów w mieszaninie – na podstawie uzyskanych współczynników retencji
· identyfikacja składu próby badanej 
· wnioski (z czego wynikają różne wartości Rf dla badanych cukrów? Czy uzyskane wartości Rf są zgodne z danymi literaturowymi?)
B. Ekstrakcja i rozdział barwników roślinnych, pomiar i analiza widm absorpcji UV-Vis
Zasada: Barwniki występujące w naci pietruszki: chlorofile a i b, feofityny a i b, β-karoten oraz ksantofile zostaną wyekstrahowane a następnie rozdzielone na żelu krzemionkowym. W trakcie ćwiczenia zostanie wykonana analiza metodą chromatografii cienkowarstwowej (TLC) ekstraktu. Barwniki roślinne charakteryzują się różnym powinowactwem adsorpcyjnym do fazy stałej w układzie chromatograficznym. Wynika to z różnej masy, budowy przestrzennej i obecności  różnych grup funkcyjnych w cząsteczkach poszczególnych barwników. 
Materiały i sprzęt:
· płytka pokryta cienką warstwą krzemionki (nośnik)

· komora chromatograficzna (przed ćwiczeniami uszczelniona)

· pipety automatyczne

· suszarka

· ołówek, linijka

· cylindry miarowe (2), lejek szklany (2), zlewki (5), szklane probówki (10)

· bagietka szklana

· spektrofotometr Specord

· szklane kuwety

· worteks

Odczynniki:

· ekstrakt z natki pietruszki

· heksan

· aceton

· woda destylowana

Wykonanie:
A. Przygotowanie komory chromatograficznej

· przygotować układ rozwijający do TLC: mieszanina heksanu (70 mL) i acetonu (30 mL) – duża komora; (35 mL) i aceton (15 mL) – mała komora)

· wlać do komory mieszaninę acetonu z wodą - uzyskując ok. 1 centymetrową warstwę układu rozwijającego

· zamknąć szczelnie komorę 

B. Przygotowanie płytki chromatograficznej i przeprowadzenie rozdziału

Uwaga! Nie można pobrudzić, ani uszkodzić płytki; płytkę należy trzymać za krawędź

· w odległości około 1 centymetra od dolnej krawędzi płytki delikatnie (nie uszkadzając podłoża), za pomocą ołówka i linijki, zaznaczyć linię startową

· posługując się linijką zaznaczyć na linii startowej miejsca nałożenia próbek analizowanych barwników (5 miejsc nałożenia)

· za pomocą pipety automatycznej nanosić kolejno ekstrakt: 12-krotnie po 5 L (po każdym naniesieniu roztworu suszymy plamę za pomocą suszarki (ZIMNY NAWIEW!) i ponownie w to samo miejsce nanosimy ten sam ekstrakt). Nakładać kolejne objętości tak, by tworzący się na płytce ślad miał średnicę nie większą niż 2-5 mm.
· pozostawić płytkę do wyschnięcia na około 5 minut

· umieścić płytkę do komory chromatograficznej – linią startową w dół i szczelnie zamknąć komorę

· rozdział chromatograficzny prowadzić aż do momentu, gdy czoło rozpuszczalnika znajdzie się 1cm przed górną krawędzią płytki (około 15 minut)

· UWAGA! Nie można dopuścić aby najszybciej wędrująca plamka barwnika wyszła poza górną krawędzi płytki

· wyjmują płytkę z komory i natychmiast zaznaczyć ołówkiem czoło rozpuszczalnika

C. Wyznaczenie współczynników Rf
· wysuszyć płytkę 

· za pomocą linijki zmierzyć odległość środka każdej plamki od linii startowej

· zmierzyć odległość czoła rozpuszczalnika od linii startu

· wyznaczyć współczynniki Rf dla każdej plamki chromatogramu według wzoru:

odległość środka plamki danej substancji od linii startu (a)



Rf =




      odległość czoła rozpuszczalnika od linii startu (A)

D. Pomiar widm absorpcyjnych
a. ekstrakt barwników przed rozdziałem 

· z wyjściowego ekstraktu pobrać 0.1 cm3 i rozcieńczyć acetonem do 2,5 cm3
· przelać 2 ml do szklanej kuwety

· zarejestrować widmo absorpcji ekstraktu w zakresie od 370 do 700 nm, stosując roztwór acetonu jako próbę odniesienia (ślepą)

· wydrukować wyniki

b. ekstrakty poszczególnych barwników po rozdziale
· 
powycinać z płytki (ze wszystkich pięciu ścieżek) odpowiednie fragmenty rozdzielonych barwników (chlorofil a, chlorofil b, ksantofile, karoteny, feofityna)
· umieścić je w podpisanych szklanych probówkach i zalać 2 cm3 acetonu

· pozostawić na 10 minut, co kilka minut worteksować

·  po wymyciu barwników zmierzyć ich widma absorpcji w od 370 do 700 nm, stosując roztwór acetonu jako próbę odniesienia (ślepą)

· wydrukować wyniki

Sprawozdanie powinno zawierać:

· krótki opis barwników występujących w ekstrakcie z naci pietruszki
· schemat (lub zdjęcie) chromatogramu z rozdzielonymi barwnikami roślinnymi (zaznaczona linia startu, czoło rozpuszczalnika, opisane poszczególne ścieżki, zaznaczone kolejne frakcje na podstawie ich barwy i kolejności elucji, podana liczba rozdzielonych pasm)

· obliczone wartości współczynników opóźnienia (Rf) dla rozdzielanych związków, czy uzyskane wartości Rf są zgodne z danymi literaturowymi?

· tabela z wynikami uzyskanymi podczas spektrofotometrycznego pomiaru widma
· wykres widma w zakresie 370-700 nm na papierze milimetrowym dla ekstrakty i każdego z rozdzielonych barwników
· zinterpretować widma otrzymane z ekstraktu - określić rodzaj barwnika oraz liczbę i położenie (długość fali) maksimów absorpcji
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· zinterpretować widma otrzymane z rozdziału chromatograficznego - wyznaczyć maksima absorpcji i wartości absorbancji. Porównać widmo absorpcji ekstraktu barwnikowego wyjściowego z widmami wyizolowanych barwników po rozdziale
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· wnioski
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