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CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA I KOLUMNOWA

Obowiqzujqcy zakres materialu teoretycznego:

Podstawy teoretyczne i1 zasady postgpowania przedstawione sa w zasadnicze] czgsci skryptu
w rozdziale V.5. CHROMATOGRAFIA. Przed przystapieniem do wykonywania ¢wiczenia nalezy
ponadto zapozna¢ si¢ z wyciagami z kart charakterystyk substancji, uzywanych podczas wykonywania

¢wiczenia.

Cel éwiczenia

Celem c¢wiczenia jest przeprowadzenie analizy jakos$ciowe] roztworu mieszaniny barwnikow
syntetycznych metoda chromatografii cienkowarstwowej. Substancjami, ktére moga wchodzi¢ w sktad
analizowanej mieszaniny sa: Sudan I (1-fenyloazo-2-naftol), czerwien metylowa, oranz 2-naftolowy
1 fluoresceina (Schemat 1). Lista barwnikéw moze jednak zosta¢ zmodyfikowana w trakcie ¢wiczen.
W dalszej kolejnosci nalezy rozdzieli¢ analizowana mieszaning na poszczeg6élne sktadniki stosujac
technik¢ chromatografii kolumnowej 1 potwierdzi¢ skutecznos$¢ rozdzialu, wykonujac chromatografie

cienkowarstwowa zebranych frakcji.
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Sudan | (1-fenyloazo-2-naftol) oranz 2-naftolowy czerwien metylowa fluoresceina

Schemat 1. Wzory strukturalne barwnikéw syntetycznych, ktére moga znajdowac si¢ w analizowanej mieszaninie.

Odczynniki:
wzorcowe roztwory barwnikow o stgzeniu ok. 5 mg/ml sporzadzone w toluenie lub etanolu:
1-fenyloazo-2-naftol (Sudan I) , czerwien metylowa, oranz 2-naftolowy, fluoresceina.
zel krzemionkowy do chromatografii kolumnowe;j ok.5-6¢g
ptytki do TLC pokryte zelem krzemionkowym: ok.7*x3 cmiok. 7x2cm
rozpuszczalniki: (po ok. 10 - 40 cm’):
toluen, etanol aceton (oraz mieszanina toluenu i acetonu 3 : 1),
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Wykonanie:

UWAGA: Niektore barwniki azowe sq toksyczne — zaleca si¢ prace w rekawicach ochronnych,
Zwiqzki barwne uiywane w tym ¢wiczeniu mogq pozostawié trudne do usunigcia plamy na skorze
i odziezy.

1) Analiza jakoSciowa probki metoda chromatografii cienkowarstwowej

Przygotowanie plytki chromatograficznej. Na plytce chromatograficznej o wymiarach ok. 7 x 3 cm
zaznacza si¢ delikatnie otowkiem w odlegtosci ok. 1 cm od krétkiej krawedzi tzw. linig startu. Na linii
startu zaznacza si¢ w rownych odlegtosciach pig¢ punktéw (co ok. 5 mm), w ktérych naniesione zostana
substancje wzorcowe i badana mieszanina. Przy pomocy wlosowatych kapilar' (kazda do innego
barwnika!) nanosi si¢ roztwory wzorcowe 1 roztwor badany, tak aby plamki mialy nie wigcej niz 2 mm
srednicy. Analizowany roztwor nalezy umiesci¢ w srodkowym miejscu, kilkakrotnie (5 - 6 razy) dotykajac
kapilara powierzchni¢ ptytki. Roztwory poréwnawcze nanosi si¢ po bokach, dwu- lub trzykrotnie
w jednym miejscu. Nalezy pamigta¢, aby nie dopusci¢ do uszkodzenia powierzchni adsorbentu, a plamki
nie byly zbyt duze, ani potozone zbyt blisko siebie. W zadnym momencie nie mozna dotkna¢ powierzchni
ptytki palcami! Po naniesieniu roztwordw powierzchnig ptytki suszy si¢ w strumieniu cieplego powietrza
(np. suszarka).

Rozwijanie chromatogramu. Komorg chromatograficzna napetnia si¢ do wysokos$ci ok. 3 - 5 mm
eluentem, czyli mieszaning toluenu i acetonu w stosunku objetosciowym 3:1 (v/v).> Korzystnie jest
wytozy¢ $cianki kazdej komory (ok. % obwodu) bibuta — zapewnia to wysycenie catej objgtosci komory
parami eluenta 1 zapobiega nadmiernemu odparowywaniu eluenta z plytki. Po wlozZeniu ptytki komory nie
wolno poruszaé, do czasu zakonczenia rozwijania! Gdy czoto rozpuszczalnika znajdzie si¢ kilka
milimetrow od gornej krawedzi, plytkg wyciaga si¢ pgsetka, zaznacza miejsce, do ktorego dotarto czoto
rozpuszczalnika (lini¢ "mety") i1 suszy. Na podstawie poroOwnania barw oraz przesunigcia (Rg) plamek
pochodzacych od substancji wzorcowych oraz od sktadnikow mieszaniny, ustala si¢ sktad analizowane;j

probki. Chromatogram nalezy dolaczy¢ (wklei¢ np. przy uzyciu tasmy klejacej) do sprawozdania.

2) Rozdzial poszczegolnych skladnikéw mieszaniny metoda chromatografii kolumnowe;j
Przygotowanie kolumny i rozdziat barwnikow. Do kolumny chromatograficznej wlewa si¢ kilka
mililitréw eluentu (toluen) 1 na dno wprowadza maty ktebek waty, wyréwnujac go szklanym precikiem.

Odwaza si¢ 5 g zelu krzemionkowego i1 doktadnie miesza w matej zlewce z toluenem, tak aby otrzymac

Zuzyte kapilary umieszcza si¢ w pojemniku SZKY.O-odpady lub w przygotowanym na kazdej z sal pojemniku opisanym
»zuzyte kapilary”..
Nie nalezy korzysta¢ z komor napetnionych eluentem podczas zaje¢ innych grup ¢wiczeniowych — sktad eluentu mogt ulec

zmianie wskutek szybszego parowania bardziej lotnego sktadnika. Zawarto$¢ komory nalezy wyla¢ do pojemnika O,
wysuszy¢ 1 wprowadzi¢ §wieza porcj¢ eluenta z oznakowanych pojemnikdw.
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rzadka papke, ktora nie zawiera pgcherzykow powietrza. Otrzymana zawiesing wlewa si¢ przez lejek do
kolumny, otwiera kran i spuszcza nadmiar rozpuszczalnika. Kran zamyka sig, gdy eluent znajdzie si¢
kilka milimetrow (min. 5 mm) nad poziomem no$nika. Nie wolno dopusci¢ do "zapowietrzenia"
kolumny! Rozdziat na takiej kolumnie bylby calkowicie nieefektywny. Kolumng ostukuje si¢ i na
powierzchni¢ nosnika wprowadza warstewke ok. 0,5 cm czystego piasku. Nastgpnie bardzo ostroznie przy
pomocy pipetki Pasteura wprowadza si¢ roztwor przeznaczony do rozdziatu. Otwiera si¢ kran kolumny,
a gdy poziom roztworu wprowadzanego roztworu zrowna si¢ z gérna powierzchnia piasku, wkrapla si¢
kilka mililitrow toluenu. Gdy badana substancja zostanie zaadsorbowana w gornej czgsci kolumny,
napehia sie kolumng ok. 10 cm® toluenu i rozpoczyna si¢ wymywanie najmniej polarnych barwnikow.
Poszczegolne barwne frakcje splywajace z kolumny zbiera si¢ osobno do duzych fiolek, starajac si¢
dokladnie oddzieli¢ poszczegélne barwniki. Gdy zebrane zostana zebrane pierwsze frakcje lub gdy
okaze sig, ze zadne zwiazki nie sa eluowane przez toluen, nalezy zmieni¢ eluent na mieszaning toluenu
i acetonu w stosunku 3:1 (v/v). W trakcie rozdziatu bgdzie trzeba stopniowo zmieniaé rozpuszczalnik na
bardziej polarny (czysty aceton, a ostatecznie etanol), az do wymycia z kolumny wszystkich sktadnikow
mieszaniny.

Eluowanie poszczego6lnych sktadnikdw mieszaniny mozna przyspieszy¢ przyltaczajac do goérnego
otworu kolumny gumowa gruszke z wezykiem zakonczonym igla do strzykawki osadzonag w gumowym
korku. Delikatne zwigkszenie cisnienia powoduje szybszy wyptyw eluatu. Operacje taka mozna
wykonywaé tylko pod nadzorem prowadzacego, gdyz nieumiejgtne postugiwanie si¢ gruszka moze
doprowadzi¢ do wyrwania korka lub zniszczenie wypetnienia kolumny.

Rozpuszczalnik pozostaty w kolumnie usuwa si¢ pod zmniejszonym ci$nieniem, mocujac
koncowke otwartego kranika kolumny w korku osadzonym w szyjce kolby ssawkowej. Tubus kolbki
ssawkowe] podlacza si¢ do pompki wodnej (lub membranowej). Po wilaczeniu pompki resztki
rozpuszczalnika zostaja odessane do kolbki ssawkowej.' Przesuszony zel krzemionkowy wysypuje si¢ do

pojemnika N (odpady state, niepalne).

Alternatywna metoda oprdznienia kolumny jest podlaczenie wezykiem dolnego wylotu kolumny
do kréécea ttoczacego pompy membranowej przy jednoczesnym wprowadzeniu gornego otworu kolumnu
do pojemnika N (odpady stale, niepalne) — t¢ operacj¢ mozna wykonywa¢ tylko pod nadzorem

prowadzacego ¢wiczenia.

! Resztki rozpuszczalnika umieszcza sie w pojemniku O (odpady ciekle, palne, bez fluorowcow), a wysuszony zel
krzemionkowy w pojemniku N (odpady state, niepalne).
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3) Potwierdzenie skutecznosci rozdzialu

Na dowod skuteczno$ci rozdziatu nalezy wykonaé kolejny chromatogram cienkowarstwowy, tym
razem nanoszac na wezsza ptytke (ok. 7 x 2 cm) tylko probki rozdzielonych frakcji. Ze wzgledu na duze
rozcienczenie barwnikow w zebranych frakcjach, kazdy roztwor trzeba nanosi¢ wielokrotnie (ok. 20 razy)
w to samo miejsce, nie dopuszczajac jednak do rozszerzenia si¢ plamek.' Wysuszona plytke umieszcza
si¢ w komorze, w ktorej eluentem jest mieszanina toluenu i acetonu w stosunku 3:1. Po rozwinigciu, na
podstawie otrzymanego chromatogramu, okresla si¢ czy wszystkie sktadniki analizowanej probki zostaty
otrzymane jako roztwory czystych zwiazkéw. Chromatogram nalezy dotaczy¢ (wklei¢) do sprawozdania.

[lo$¢ barwnikdéw w zebranych frakcjach jest tak mata (ponizej 1 mg), ze trudno bytoby wyodrebni¢
je z roztworo6w w czystych postaciach. Gdy kofcowy chromatogram zostanie zaakceptowany przez
prowadzacego C¢wiczenia, frakcje mozna umiesci¢ w pojemniku O (odpady ciekte, palne, bez

fluorowcow).

Sprawozdanie

Sprawozdanie musi zawierac:
1. Krotki opis wykonanych czynnosci (w punktach).
2. Dotaczone chromatogramy z obliczonymi warto$ciami wspotczynnikow Ry i identyfikacja
wszystkich widocznych plamek.
3. Krotka interpretacje uzyskanych wynikow (jednoznacznie okreslenie skladu analizowanej
probki, opini¢ o skutecznosci rozdziatu mieszaniny metoda chromatografii kolumnowej wraz

z uzasadnieniem, wskazanie przyczyn ewentualnych blgdoéw, opinig o czystosci wzorcow itp.).
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Zalacznik 1. Wyciagi z kart charakterystyk substancji stosowanych w éwiczeniu Chromatografia

nazwa zwiazku

Aceton (Propan-2-on, Keton dimetylowy)

(synonimy)
numer CAS 67-64-1 charakterystyka ciecz, tw. = 56 °C, d = 0,79 glcm®
zwroty H H225 Wysoce fatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty glowy.

EUHO066 Powtarzajgce sie narazenie moze powodowaé wysuszanie lub pekanie skoéry.
zwroty P P210 Przechowywac z dala od zrddet cieptal/iskrzenia/otwartego ognia/goracych

powierzchni. Palenie wzbronione.
P261 Unika¢ wdychania pytu/ dymu/ gazu/ mgty/ par/ rozpylonej cieczy.
P305 + P351 + P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg

przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usung¢. Nadal
ptukac.

znaki ostrzegawcze

/ inne zagrozenia

Substancje ciekfe tatwopalne (Kat. 2)
Dziatanie draznigce na oczy (Kat. 2)

Dziatanie toksyczne na narzady docelowe -
narazenie jednorazowe (Kat. 3)
NIEBEZBIECZENSTWO!
Kontakt z mieszaning nitrujaca lub stez. kwasem
azotowym(V) moze spowodowac wybuch.

inne informacje,
uwagi

Moze by¢ szkodliwa przy wdychaniu, po spozyciu i w przypadku absorbcji przez skore.
Moze powodowaé podraznienie uktadu oddechowego i skéry. Pary moga wywotywac
uczucie sennosci i zawroty gtowy.

nazwa zwiazku

Czerwien metylowa (Kwas 4-dimetyloamino-

sl azobenzeno-2’-karboksylowy)

numer CAS 493-52-7 charakterystyka ciato state, ft. = 181 - 182°C

zwroty H Nie dotyczy — nie zostata sklasyfikowana jako substancja niebezpieczna zgodnie z GHS
zwroty P P261 Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.

Piktogramy i hasto
ostrzegawcze /
inne zagrozenia

brak brak

inne informacje,
uwagi

Moze by¢ szkodliwa przy wdychaniu, spozyciu lub absorbcji przez skére. Moze powodowac
podraznienie uktadu oddechowego, skory i uczu.

W razie kontaktu moze spowodowac powstanie trudnych do usuniecia barwnych plam na
skorze i odziezy.
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nazwa zwiazku

Etanol (Alkohol etylowy) o stez. 95 %

(synonimy) .
Etanol skazony eterem dietylowym (Anodyna)
numer CAS 64-17-5 charakterystyka ciecz, tw. = 78° C, d = 0,789 g/cm®
zwroty H H225 Wysoce fatwopalna ciecz i pary.
zwroty P P210 Przechowywac z dala od zrddet cieptal/iskrzenia/otwartego ognia/goracych

powierzchni. Palenie wzbronione.

znaki ostrzegawcze

| inne zagrozenia

Substancja tatwopalna (Kat. 2)

UWAGA!

inne informacje,
uwagi

Etanol skazony (anodyna) nie nadaje si¢ do spozycia! Dziata szkodliwie po
potknieciu.

Moze by¢ szkodliwy przy wdychaniu i w przypadku absorpcji przez skore.. Powoduje
podraznienie uktadu oddechowego, skory i oczu..

nazwa zwiazku

1-Fenyloazo-2-naftol (Sudan I)

(synonimy)
numer CAS 842-07-9 charakterystyka ciato state, ff. =131 - 133°C
zwroty H H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.

H341 Podejrzewa sie, ze powoduje wady genetyczne.

H351 Podejrzewa sie, ze powoduje raka.

H413 Moze powodowac diugotrwate szkodliwe skutki dla organizméw wodnych.
zwroty P P280 Stosowac rekawice ochronne.

P281 Stosowa¢ wymagane $rodki ochrony indywidualne;.

Piktogramy i hasto
ostrzegawcze

/ inne zagrozenia

Dziatlanie uczulajace na skoére (Kat.1)

Rakotwdérczosc¢ (Kat. 2)

Dziatanie mutagenne na komorki rozrodcze (Kat. 2)

UWAGA!

inne informacje,
uwagi

Przechowywa¢ w chtodnym miejscu. Przenosi¢ i przechowywa¢ wytgcznie w zamknietych
naczyniach.

Starannie my¢ rece po kazdej operacji z udziatem tego zwigzku. W razie kontaktu moze
spowodowac powstanie trudnych do usuniecia barwnych plam na skérze i odziezy. Slady ze
skory mozna usungc etanolem, a nastepnie roztworem chloranu(l) sodu.

W przypadku pozaru tworzg sie niebezpieczne produkty rozktadu - tlenki wegla i azotu.
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nezwazwiazkd | Flyoresceina

(synonimy)

numer CAS 2321-07-5 charakterystyka ciato state, tt. = 320°C

zwroty H Nie dotyczy — nie zostata sklasyfikowana jako substancja niebezpieczna zgodnie z GHS
zwroty P P261 Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.

piktogramy i hasto
ostrzegawcze

| inne zagrozenia

brak brak

inne informacje,
uwagi

W razie kontaktu moze spowodowac¢ powstanie trudnych do usunigcia barwnych plam na
skorze i odziezy.

nazwa zwigzku

Oranz 2-naftolowy (Sd/ sodowa kwasu 4-(2-

(el hydroksy-1-naftylazo)benzenosulfonowego, Oranz
p-naftolowy, Oranz )
numer CAS 633-96-5 charakterystyka ciato state, tt. = brak danych
zwroty H H315 Dziata draznigco na skore.
H319 Dziata draznigco na oczy.
H335 Moze powodowaé podraznienie drog oddechowych.
zwroty P P261 Unika¢ wdychania pytu/ dymu/ gazu/ mgty/ par/ rozpylonej cieczy.
P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez
kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je fatwo usung¢. Nadal ptukac.
piktogramy i Draznigce na skore (Kat. 2)
hasta
ostrzegawcze Dziatanie draznigce na oczy (Kat. 2)

| inne zagrozenia

UWAGA! Dziatanie toksyczne na narzady docelowe
- narazenie jednorazowe (Kat. 3)

inne informacje,
uwagi

W razie kontaktu moze spowodowac powstanie trudnych do usuniecia barwnych plam na
skorze i odziezy.
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nazwa zwiazku TO Iu en
(synonimy)
numer CAS 108-88-3 charakterystyka ciecz, tw. = 111 °C, d = 0,87 g/cm’
preznos¢ pary przy 20 °C = 29 mbar
temperatura zaptonu = 4°C
zwroty H H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary
H304 Potkniecie i dostanie sie przez drogi oddechowe moze grozi¢ Smiercig
H315 Dziata draznigco na skore.
H336 Moze wywotywac¢ uczucie sennosci lub zawroty gtowy
H361 Podejrzewa sie, ze dziata szkodliwie na ptodnosc¢ lub na dziecko w tonie matki
H373 Mgze powodowac uszkodzenie narzadow poprzez dtugotrwate lub powtarzane
narazenie.
zwroty P P202 Nie uzywac¢ przed zapoznaniem sig i zrozumieniem wszystkich srodkow

bezpieczenstwa

P210 Przechowywac z dala od zrddet ciepta, iskrzenia, otwartego ognia, goracych
powierzchni. Palenie wzbronione.

P243 Przedsiewzig¢ srodki ostroznosci zapobiegajgce statycznemu roztadowaniu
P260 Nie wdycha¢ pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy
P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy

P301+P310 W przypadku potknigcia natychmiast skontaktowac sig z OSRODKIEM
ZATRUC lub lekarzem

P331 Nie wywotywa¢ wymiotow (w przypadku potkniecia)

P303+P351+P353 W przypadku kontaktu ze skérg (lub z wlosami) ostroznie ptuka¢ wodg
przez kilka minut pod strumieniem wody(prysznicem)

P304+P340 W przypadku dostania sie do drog oddechowych wyprowadzi¢ lub wyniesé
poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ warunki do odpoczynku w pozyciji
umozliwiajgcej swobodne oddychanie

P308+P313 W przypadku narazenia lub stycznosci zasiegna¢ porady lub zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza

piktogramy i hasta
ostrzegawcze

| inne zagrozenia

Zagrozenie spowodowane aspiracja (Kat. 1)
Substancja ciekfa fatwopalna (Kat. 2)
Szkodliwe dziatanie na rozrodczos¢ (Kat. 2)

NIEBEZPIECZENSTWO!

Dziatanie draznigce na skore (Kat. 2)

Dziatanie toksyczne na narzady docelowe —
powtarzane narazenia (ptuca, Kat. 2)

inne informacje,
uwagi

Z powietrzem tworzy mieszaniny wybuchowe. Trzymacé z dala od zrédet ognia. Praca
wytgcznie pod sprawnym wyciggiem.

Kobiety w cigzy nie powinny mie¢ kontaktu z tym zwigzkiem (istniejg przestanki
wskazujgce na mozliwos¢ szkodliwego wptywu na ptéd cztowieka)!
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nazwa zwiazku

Zel krzemionkowy do chromatografii kolumn.

sl (Amorficzny tlenek krzemu)

numer CAS 112926-00-8 charakterystyka ciato state, . ok. 1700°C
7631-86-9

zwroty H Nie dotyczy - nie jest klasyfikowany jako substancja niebezpieczna

zwroty P Nie dotyczy - nie jest klasyfikowany jako substancja niebezpieczna

piktogramy i hasto
ostrzegawcze /
inne zagrozenia

Zwigzek nie znajduje sie na wykazie substancji
niebezpiecznych zgodnie z obowigzujgcymi
przepisami.

Moze by¢ szkodliwa przy wdychaniu
i powodowac podraznienie uktadu
oddechowego.

Moze powodowaé podraznienie oczu.

inne informacije,
uwagi

Zwiazek w kontakcie z wilgothym powietrzem stopniowo zmniejsza aktywnos¢ -
przechowywa¢ pojemnik doktadnie zamkniety w suchym miejscu.

Nie stwierdzono dziatania rakotwoérczego zelu krzemionkowego, jednak ze wzgledu na
udokumentowane dziatanie kancerogenne krzemionki krystalicznej, amorficzng postac
tlenku krzemu nalezy traktowaé z duzg ostroznoscig — w szczegodlnosci unikac pylenia przy
przesypywaniu, odpady umieszcza¢ w odpowiednich pojemnikach.
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