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Destylacja z para wodng

Piotr Milart

Destylacja z para wodna jest wygodng metoda oczyszczania substancji statych i ciektych, nie
mieszajacych si¢ z woda, lotnych za$ z parg wodng. Opiera si¢ ona na prawie Daltona, ktore mowi, ze catkowita
preznos¢ pary nad mieszaning niejednorodng stanowi sume pr¢znosci par skladnikow mieszaniny: p = p; + P
+...+ pn, niezaleznie od ilosciowego stosunku sktadnikéw. Z tego wynika, ze dopdki istniejg obie fazy ciekle,
destylat bedzie mial staly sktad, a temperatura wrzenia bedzie nizsza niz kazdego ze sktadnikdéw osobno. Stosuje
si¢ wigc t¢ metode do destylacji cieczy lub ciat statych (niskotopliwych) o wysokich temperaturach wrzenia lub
do wydzielania lotnego z parg wodng sktadnika ze ztozonych mieszanin. Przyktadem takiego zastosowania moze
by¢ wyodrgbnianie olejkow eterycznych z materiatéw roslinnych. Jesli destyluje si¢ z parg wodng znaczne iloSci
substancji, to par¢ wodna wytwarza si¢ i doprowadza do ukladu z kociotka z podgrzewana woda (patrz ponizszy
rysunek po lewej stronie), natomiast przy niewielkiej ilosci destylowanej substancji wystarczy doda¢ do kolby z
destylowang substancjg wystarczajaca ilos¢ wody i energicznie ogrzewajac, prowadzi¢ destylacje poprzez tapacz
kropel, co przedstawiono ponizej po prawej stronie.
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Zestawy do destylacji z para wodna

Minusem destylacji z parg wodng jest konieczno$¢ oddzielenia wlasciwego destylatu
od wody, co w przypadku ciat stalych jest proste (odsaczenie i1 wysuszenie) natomiast

w przypadku cieczy wymaga do$¢ pracochtonnej ekstrakc;ji.

Destylacja pod zmniejszonym ci$nieniem stuzy do oczyszczania lub rozdzielania cieczy o bardzo
wysokich temperaturach wrzenia (znacznie powyzej 200 °C) lub takich, ktore ulegaja znacznemu rozktadowi
przed osiggnieciem temperatury wrzenia pod ci$nieniem atmosferycznym. Poprawne i bezpieczne wykonanie
»klasycznej” destylacji pod zmniejszo-nym cisnieniem wymaga duzego do$wiadczenia w pracy laboratoryjnej.
Odmiang klasycznej wersji destylacji pod zmniejszonym ci$nieniem jest destylacja przy pomocy wyparki
obrotowej (rotacyjnej). Stuzy ona najczesciej do szybkiego usuwania rozpuszczalnika z roztworow zwigzkoéw
organicznych (np. po ekstrakcji rozpuszczalnikiem organicznym z fazy wodnej). Odparowanie przeprowadza si¢
zazwyczaj pod zmniejszonym ci§nieniem uzyskanym przy pomocy pompki wodnej lub pompy membranowe;.
Zrédlem ciepta jest taznia wodna z regulacja temperatury. W czasie odparowywania cieczy kolba caly czas
obraca si¢ wzdluz swojej osi, co zapobiega przegrzewaniu si¢ zawartosci kolby (nie sa konieczne kamyczki
wrzenne) oraz zwicksza powierzchni¢ parowania. Pary cieczy sa ochtadzane przez bardzo sprawng chtodnicg
spiralng. Mimo to, w przypadku usuwania rozpuszczalnikdw o bardzo niskiej temperaturze wrzenia (np. eter
dietylowy lub chlorek metylenu), nie zaleca si¢ stosowa¢ obnizonego cisnienia. Chodzi o to, aby uniknaé
wciggania par rozpuszczalnika do pompy. Wowcezas jednak nalezy pamigtaé, aby kran na wyparce pozostat
otwarty. Obsluga wyparki jest bardzo prosta. Kolbe destylacyjna naklada si¢ na szlif szklanej rury wyparki i
doktadnie przymocowuje przy pomocy specjalnej spinki. Uruchamia si¢ silnik i wtedy kolba zaczyna wirowac z
zadang predkoscig. W razie potrzeby wlacza si¢ pompe i przy pomocy kranu umieszczonego na wyparce
reguluje si¢ ci$nienie wewnatrz urzadzenia. Szybko$¢ destylacji kontroluje si¢ przez dobor wiasciwej
temperatury tazni wodnej, gltebokosci zanurzenia kolby destylacyjnej w tazni oraz stopnia obnizenia cisnienia.
Nalezy uwaza¢, aby zawarto$¢ kolby nie byla przerzucana do chlodnicy i odbieralnika. Po zakonczeniu
destylacji trzeba w pierwszej kolejnosci otworzy¢ delikatnie kran na wyparce w celu likwidacji podci$nienia.
Nastgpnie mozna wylaczy¢ pompe, zatrzymac silnik wyparki, wylaczy¢ dopltyw wody, unies¢ kolbe¢ ponad
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poziom wody w tazni wodnej i zdjac kolbe ze szlifu rury wyparki. Z odbieralnika nalezy usung¢ destylat. Jezeli
w czasie destylacji wyparka ulegla zabrudzeniu, to trzeba ja wymyé¢, na przyktad przez przedestylowanie
wigkszej ilosci acetonu technicznego.

Ekstrakcja (z taciny: extraho = wyciggam) jest to metoda wyodrgbniania z miesza-niny ciat statych lub
cieczy jakiego$ sktadnika przy pomocy rozpuszczalnika tak dobranego, aby rozpuszczat przede wszystkim
zadany zwigzek. Chemicy stosuja t¢ metode do otrzymania zwigzkéw naturalnych z materialu roslinnego (lisci,
kory itp.). Wszyscy korzystamy z tej metody np. przy parzeniu kawy.

W syntezie organicznej produkt reakcji otrzymywany jest czgsto wraz z innymi zwigzkami w postaci
roztworu lub zawiesiny w wodzie. Podczas wytrzasania takiej mieszaniny z nie mieszajacym si¢ z woda
rozpuszczalnikiem, produkt reakcji ulega ekstrakcji i moze by¢ nastepnie odzyskany przez odparowanie
rozpuszczalnika. Ekstrakcja zwigzku z jednej fazy ciektej do drugiej jest procesem ustalania si¢ rownowagi
zaleznym od rozpusz-czalno$ci zwigzku w obu rozpuszczalnikach. Stosunek st¢zenia w jednym rozpuszczalniku
do stezenia w drugim nosi nazwe wspotczynnika podzialu i jest wielkoScig stala w danej temperaturze,
charakterystyczng dla danej substancji i okreslonej pary rozpuszczalnikow. Prawo to zwane prawem Nernsta
wyraza si¢ nast¢pujacym wzorem:

Ca

Cs
gdzie: C. i C, stanowig st¢Zenia substancji w warstwach A i B,

= constans = K

K - wspotczynnik podziatu

Mozna przyjaé, ze w przyblizeniu wspdtczynnik podziatu jest réwny stosunkowi rozpuszczalnosci
danej substancji w obu rozpuszczalnikach. Zwiazki organiczne sa zwykle lepiej rozpuszczalne w
rozpuszczalnikach organicznych niz w wodzie i dlatego moga one by¢ ekstrahowane z roztworow wodnych.
Jesli do roztworu wodnego doda si¢ elektrolitu, np. chlorku sodu, to rozpuszczalno$é substancji organicznej
maleje, inaczej mowiac, substancja ulega wysalaniu. Czynnik ten pomaga wyekstrahowaé¢ zwiazek organiczny.

Do ekstrakcji i1 rozdzielania warstw nie mieszajacych si¢ ze sobg cieczy uzywa si¢ rozdzielaczy.
Rozdzielacz umieszcza si¢ na dogodnej wysokosci w kolku na statywie. Przed uzyciem zawsze nalezy
sprawdzi¢, czy kran obraca si¢ swobodnie. Wszystkie szlifowane powierzchnie smaruje si¢ bardzo cienka
warstwg specjalnego smaru. Rozdzielacza nie mozna napelniaé wiecej niz do ok. 3/4 wysokosci. Nalezy
sprawdzi¢, czy dolny kran jest zamkniety, a nastepnie wlewac, najlepiej przez lejek, roztwor wodny i pierwsza
cze$¢ rozpuszczalnika. Podczas wytrzasania rozdzielacz trzyma si¢ kranem do gory, przytrzymujac kran jedna
reka, akorek drugg. Natychmiast po odwroceniu rozdzielacza nalezy otworzy¢ kran w celu wyrownania
ci$nienia i usunigcia powietrza. Po krotkim czasie ostroznego wytrzasania i kilkakrotnym otwarciu kranu nalezy
Wytrzasaé energicznie przez 2-3 minut. Nastepnie rozdzielacz nalezy umieéci¢ ponownie w kotku i pozostawic,
az warstwy doktadnie si¢ rozdziela. Wtedy dolng warstwe wylewa si¢ po otwarciu dolnego kranu do kolby
stozkowej.

Do ekstrakcji roztworéw wodnych uzywa si¢ rozpuszczalnikobw o mniejszej gestosci (np. eter
dietylowy) lub wigkszej gestosci niz woda (np. chloroform lub chlorek metylenu). W pierwszym przypadku, po
spuszczeniu warstwy dolnej (wodnej), nalezy warstwe orga-niczng réwniez wyla¢ do kolby stozkowej.
Nastgpnie warstwe wodna przenosi si¢ ponownie do rozdzielacza i ponownie ekstrahuje nowa porcja
rozpuszczalnika. W przypadku stosowania rozpuszczalnika ,ciezszego” od wody, roztwdr wodny pozostaje w
rozdzielaczu i moze by¢ wytrzasany z kolejnymi porcjami rozpuszczalnika. W kazdym przypadku nalezy
upewnic sig, czy warstwa wodna znajduje si¢ na gorze, czy na dole rozdzielacza. W tym celu nalezy zaznaczy¢
na rozdzielaczu granice faz (np. pisakiem), a nastgpnie dodaé nieco wody. Zwigkszy si¢ wowczas oczywiscie
objetos¢ warstwy wodnej. Ponizsze rysunki przedstawiaja sposob poprawnego postugiwania si¢ rozdzielaczem.



{EE Poprawne trzymanie rozdzielacza
podczas ekstrakcji

Zamocowanie rozdzielacza
do statywu

Po ekstrakcji roztwor organiczny jest nasycony woda i nalezy go osuszyé. Do tego celu stosuje si¢
rozne sole tworzace hydraty (np. siarczan(VI) magnezu, siarczan(VI) sodu, chlorek wapnia). Roztwor
pozostawia si¢ nad srodkiem suszgcym przez ok. 20 min., mieszajac od czasu do czasu. Nastepnie odsacza si¢
srodek suszacy przez fatdowany saczek i przemywa go malg iloScig rozpuszczalnika. Z kolei usuwa sig¢
rozpuszczalnik, stosujac wyparke obrotowa, a pozostatos¢ poddaje si¢ destylacji lub krystalizacji.

Celem niniejszego ¢wiczenia jest wyodrgbnienie z wysuszonego i sproszkowanego materiatu ro$linnego
olejku eterycznego: gozdzikowego, pomaranczowego albo anyzowego.

Olejki eteryczne wyodrgbniane z materiatow roslinnych stanowia zazwyczaj zlozone mieszaniny
roznorakich substancji (weglowodorow, ketonow, aldehydow, alkoholi, estrow). Niektore rosliny wytwarzaja
jednak olejki eteryczne szczegoélnie bogate w jeden okre$lony sktadnik, ktory warunkuje charakterystyczny
aromat przypraw takich jak np. gozdziki, kminek, wanilia. Olejki eteryczne sg wykorzystywane w przemysle
kosmetycznym, spozywczym, farmaceutycznym i innych.

Olejek gozdzikowy

Destylacja z para wodng z zastosowaniem kociolka
Czesé doswiadczalna

Odczynniki: Sprzet laboratoryjny:
suszone gozdziki 5,0 g kolba okragtodenna ze szlifem 250 cm®
chlorek metylenu 20 cm? kociotek do wytwarzania pary wodnej
siarczan(VI) magnezu nasadka do destylacji z parg wodng
plytka do TLC pokryta SiO, chlodnica wodna
chloroform 2 kolby stozkowe

rozdzielacz

lejek szklany

mozdzierz

komora chromatograficzna, kapilary
W kolbie o pojemnosci 250 cm® polaczonej poprzez nasadke do destylacji z para wodna z kociotkiem i z
chtodnica umieszcza sie 5 g starannie utartych w mozdzierzu gozdzikéw (Eugenia caryophyllata) i 150 cm?®
wody. Wode w kociotku oraz zawarto$¢ kolby ogrzewa si¢ energicznie, prowadzac destylacj¢ z para wodng. Po
zebraniu ok. 100 cm?® destylatu proces mozna zakonczyc.

Ekstrakcja

Otrzymany destylat przenosi si¢ do rozdzielacza i ekstrahuje dwukrotnie chlorkiem metylenu (porcjami
po ok. 10 cm® ). Zebrane frakcje organiczne suszy sie nad bezwodnym siarczanem(VI) magnezu, a po jego
odsaczeniu odparowuje rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. W kolbie pozostaje tzw. olejek gozdzikowy,
ktorego gtéwnym sktadnikiem jest eugenol [2-metoksy-4-(2-propenylo)fenol]. Olejek wazy si¢ i oblicza



wydajnos¢ procesu. Gtownym sktadnikiem olejku sg: 70-96% eugenol, 2-17% piment i seskwiterpeny np.
kariofilen®. Czysto$¢ olejku sprawdza sie przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej (TLC).

CH5O CHO

HO CH3O@J

eugenol piment

B - kariofilen

TLC olejku gozdzikowego (przed wykonaniem chromatografii nalezy zapoznaé sie z
materiatem zawartym we wstepie rozdziatu 2 (CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWO-
WA)).

Otrzymany w ¢wiczeniu olejek gozdzikowy poddaje sie probie na obecnos¢ eugenolu z wykorzystaniem
chromatografii cienkowarstwowej. Eugenol identyfikuje si¢ stosujac TLC w uktadzie SiO,/CHCl;. Nalezy
nanie$¢ na ptytke probke otrzymanego olejku rozpusz-czonego w chloroformie (Uwaga: roztwor ten musi by¢
bardzo rozcienczony) i roztwor wzorcowy eugenolu. Potozenie plamek obserwuje si¢ pod lampa UV i zaznacza
na plytce otdwkiem.

1. ,,Chromatografia i mikroskopowa analiza surowcow roslinnych. Praktyczne
uzupetnienie do europejskich farmakopei”; Egon Stahl, Panstwowy Zaktad

Wydawnictw Lekarskich, Warszawa 1973.



Krystalizacja
Bozena Kawatek, Stawomir Lis

Stale zwiazki organiczne otrzymywane podczas syntezy sa zazwyczaj zanieczyszczone ubocznymi
produktami reakcji chemicznych. Oczyszcza si¢ je najczesciej przez krystalizacje z odpowiednio dobranego
rozpuszczalnika lub mieszaniny rozpuszczalnikow. Krystalizacja wykorzystuje réznice rozpuszczalnoSci
zwigzkow 1 zanieczyszczen w dobranym rozpuszczalniku lub w mieszaninie rozpuszczalnikow. Na proces
krystalizacji sktada si¢ kilka etapow:

a) rozpuszczenie oczyszczanej substancji w wybranym rozpuszczalniku w temperaturze wrzenia,

b) przesgczenie gorgcego roztworu przez saczek faldowany celem oddzielenia zanieczyszczen
nierozpuszczalnych lub stabo rozpuszczalnych,

¢) pozostawienie przesaczu do ozigbienia,

d) oddzielenie krysztatow przez odsaczenie na lejku Biichnera.

W procesie krystalizacji bardzo wazng rolg odgrywa odpowiedni doboér rozpuszczalnika, ktory powinien
spelnia¢ nastgpujace warunki:

a) powinien posiada¢ duza zdolno$¢ rozpuszczania krystalizowanej substancji na gorgco, a niewielkiej w
temperaturze pokojowe;j lub ponizej tej temperatury,

b) powinien rozpuszcza¢ zanieczyszczenia bardzo dobrze lub w bardzo matym stopniu,

¢) powinien by¢ tatwy do usunigcia, tani oraz mozliwie nietoksyczny,

d) rozpuszczalnik nie moze reagowac z oczyszczanym zwiazkiem.

Rozpuszczalno$¢ zwiazkow organicznych zalezy od wzglednej polarnosci rozpuszczalnika i substancji
rozpuszczonej oraz od energii rozrywania sieci krystalicznej.

Zwiazki najlepiej rozpuszczajg si¢ w rozpuszczalnikach o podobnej budowie. Te zwiazki, w ktorych gltowna
cze$¢ stanowig grupy polarne (szczegdlnie -OH, -NH», -COOH lub -CONH-) s zazwyczaj lepiej rozpuszczalne
w rozpuszczalnikach o wyzszej polarnosci, takich jak woda, alkohole czy kwas octowy, niz w weglowodorach,
takich jak benzen czy heksan. I odwrotnie, te ostatnie sag dobrymi rozpuszczalnikami dla zwigzkow o $redniej lub
matlej polarnosci.

Kryterium czysto$ci danego zwigzku stanowi jego temperatura topnienia, ktora nie zmienia si¢ po kolejnych
krystalizacjach. Temperature topnienia ciata stalego oznacza si¢ umieszczajac niewielkg ilos¢ sproszkowane;j
substancji w cienkosciennej, jednostronnie zatopionej szklanej kapilarze, przymocowanej do termometru
umieszczonego w aparacie Thielego. Aparat ten, wypelniony olejem, ogrzewa si¢ palnikiem i obserwuje kiedy w
kapilarze pojawi si¢ menisk. Niektore substancje organiczne ulegaja podczas ogrzewania rozktadowi
(wydzielanie pecherzykéw gazu, zmiana barwy). Temperature topnienia mozna réwniez oznacza¢ umieszczajac
termometr i kapilare w tzw. kriometrze (metalowy blok z regulowanym ogrzewaniem elektrycznym). Dla
doktadnosci oznaczenia w poblizu temperatury topnienia szybko$¢ ogrzewania nie powinna przekraczac 2-

30 C/min. Jeszcze dokladniejsze oznaczenie temperatury topnienia mozna uzyskaé stosujac mikroskop z
ogrzewang podstawa (aparat Betiusa), na ktorej umieszcza si¢ krysztatki substancji. Zwigzek zanieczyszczony
ma zwykle nizszg temperatur¢ topnienia niz substancja czysta.

Krystalizacja z wody

Przed przystapieniem do krystalizacji nalezy oznaczy¢ temperature topnienia otrzymanego zwiazku.
Nastepnie substancje (2,0 g) umieszcza si¢ w kolbie Erlenmeyera o poj. 250 cm? i dodaje niewielka ilosé¢ wody.
Mieszaning ogrzewa si¢ do wrzenia z dodatkiem kamyczkéw wrzennych (ulatwiaja wrzenie, zapobiegaja
przegrzewaniu si¢ mieszaniny). Gdyby osad nie rozpuscil si¢ catkowicie, dodaje si¢ porcjami wode
doprowadzajac kazdorazowo mieszaning do wrzenia az do otrzymania klarownego roztworu. Do goracego
roztworu dodaje si¢ ostroznie, aby uniknaé nadmiernego pienienia, ok. 1 g wegla aktywnego i ogrzewa roztwor
do wrzenia jeszcze przez kilka minut. Goracy roztwoér saczy si¢ przez faldowany saczek do kolby stozkowe;j i
pozostawia do krystalizacji.

Szybkie ozigbienie roztworu powoduje przesycenie roztworu i wydzielanie si¢ duzej ilosci drobnych
krysztatkow. Krysztaly takie posiadaja duzo wigksza powierzchnig¢, w poréwnaniu z grubokrystalicznym
osadem, a co za tym idzie wykazuja wigksza adsorpcj¢ zanieczyszczen na swojej powierzchni. Wskazane jest
wigc powolne chlodzenie roztworu w celu otrzymania duzych krysztatow. Jezeli wydzielanie krysztalow mimo
ozigbienia roztworu zachodzi bardzo trudno, przyspiesza si¢ krystalizacj¢ przez dodawanie zarodkow
krystalizacji w postaci czystego zwiazku lub pociera si¢ §cianki naczynia szklang pateczka.



Wykrystalizowany zwiazek oddziela si¢ od roztworu przez odsaczenie pod zmniejszonym cisnieniem na lejku
Biichnera. Osad przemywa si¢ jeszcze czystym, ochtodzonym rozpuszczalnikiem a nastgpnie przenosi si¢ go na
bibule lub szkietko zegarkowe i pozostawia do wysuszenia. Wysuszony osad wazy si¢ i oblicza wydajnos¢
krystalizacji. Oznacza si¢ temperatur¢ topnienia zwigzku i poréwnuje z temperatura topnienia zwigzku przed
krystalizacja.

ZwiazKi do krystalizacji z wody:

Nazwa Wzor strukturalny Temperatura topnienia (t.t.)
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Krystalizacja z rozpuszczalnika palnego (etanolu)

Okoto 2,0 g substancji umieszcza sic w kolbie okragtodennej o pojemnosci 100 cm3, dodaje sie niewielka
ilo$¢rozpuszczalnika oraz kamyki wrzenne. Kolbg zaopatruje si¢ w chlodnicg zwrotna i ogrzewa do wrzenia na
plaszczu grzejnym, az do rozpuszczenia osadu. Nastgpnie goracy roztwor saczy si¢ przez fatdowany saczek i
pozostawia do krystalizacji. Osad, po odsaczeniu na lejku Biichnera, suszy si¢ i wazy. Oblicza si¢ wydajno$¢
procesu krystalizacji i oznacza temperatur¢ topnienia substancji.




wylot wody
<—— chlodzacej
(zlew)

chtodnica
ZwWrotna

wlot wody

<—— chtodzacej
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kolba
kulista

zrédto
ciepta

ZwigzKi do krystalizacji z etanolu:

poprawne umieszczenie
saczka fatldowanego
w lejku szklanym

poprawnie dobrany
rozmiar sgczka

z bibuty

T

lejek Biichnera
(powyzej widok od gory)
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Chromatografia cienkowarstwowa

Bozena Kawatek

Chromatografia jest metoda rozdzielania polegajaca na zréznicowanym podziale sktadnikéw mieszaniny
pomiedzy duzg objetosciowo faze ruchoma (ciecz lub gaz) i faze stacjonarng (ciato state lub ciecz). W wyniku
kombinacji tych faz opracowano odpowiednie metody chromatograficzne.

W chromatografii cienkowarstwowej (TLC - Thin Layer Chromatography) faze stacjonarng stanowi cienka
warstwa adsorbenta (tlenek glinu, zel krzemionkowy, celuloza) naniesiona na ptytke szklang, lub aluminiowa
foli. Wymienione materialy maja silnie rozwinigta powierzchnie, na ktérej w drodze kolejnych adsorpcji i
desorpcji, nastgpuje wymiana czasteczek miedzy ciatem stalym, a ciecza przepltywajaca nad powierzchnig ciata
stalego. Niekiedy wymiana mi¢dzy fazami moze polega¢ na podziale mi¢dzy ciekla fazg organiczng, a woda,
ktéra w niewielkich ilosciach znajduje si¢ na nosniku. Sposob postgpowania w analitycznej chromatografii
cienkowarstowe] jest prosty. Na powierzchni¢ malej ptytki pokrytej cienkg warstwg adsorbenta nanosi si¢
kapilarg kroplg badanej mieszaniny w odleglosci ok. 1 cm od brzegu ptytki, nastepnie ptytke zanurza si¢ tym
koncem w komorze chromatograficznej - zakrytym naczyniu wylozonym bibuta, zawierajacym na dnie eluent.
Rozpuszczalnik wskutek dziatania sit kapilarnych w warstwie adsorbenta, podnosi si¢ w gore ptytki a wraz z nim
wedrujg na rézng wysokos$¢ sktadniki mieszaniny. Jesli rozdzial dotyczy substancji barwnych, ich plamki na
chromatogramie s3 tatwo widoczne. W przypadku substancji bezbarwnych ptytke 2z rozwinietym
chromatogramem poddaje si¢ dziataniu odpowiedniego wywotywacza np. par jodu.

.9
substancje rozwijanie chromatogram
naniesione  chromatogramu po rozwinigciu
na ptytke

Sucha plytke umieszcza si¢ w zamknietym naczyniu zawierajacym na dnie krysztatki jodu. Na ptytce
pojawiaja si¢ bragzowe plamy sktadnikow mieszaniny, ktore nalezy zaznaczy¢ tuz po wyjeciu ptytki, gdyz
wskutek parowania jodu, plamy znikaja na powietrzu.

Inny sposob wywotania chromatogramu polega na spryskaniu phytki stezonym kwasem siarkowym, ktory
powoduje zweglenie substancji organicznych. Pozycje zwigzkow bezbarwnych, fluoryzujacych pod wptywem
promieniowania nadfioletowego, mozna okresli¢ umieszczajac ptytke w $wietle odpowiedniej lampy.

Wielkoscig charakteryzujagcg potozenie plamki na chromatogramie jest wspélczynnik R¢ obliczany

nastgpujaco:
odlegtos¢ przebyta przez substancije
Rf =
odlegtos¢ przebyta przez czolo rozpuszczalnika
czoto
rozpuszczalnika ¥
i _ d . .
substancja 1| @ d t Rf = Tl nieprawidtowo
1 wykonany
substancja 2 | = R. = dy chromatogram
dzT i
start [ - - ¥ .
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Na wspotczynnik R¢ majg wplyw: rodzaj eluenta, aktywno$¢ i struktura adsorbenta, nasycenie komory parami

rozpuszczalnika, temperatura. Jesli wigc stosujemy chromatografi¢ cienkowarstwowa w celu identyfikacji
zwigzku, nalezy nanie$¢ na t¢ sama plytke substancj¢ wzorcows.

Chromatografi¢ cienkowarstwowsa stosuje si¢ ponadto do okre$lania iloéci sktadnikéw mieszaniny, kontroli
czystosci zwigzku oraz jako probg wstepna przy doborze warunkow do chromatografii kolumnowe;.

TLC barwnikow roslinnych

Celem ¢wiczenia jest potwierdzenie przydatnosci chromatografii cienkowarstwowej do rozdziatu barwnikow
ro$linnych zawartych w li§ciach pietruszki.

Barwniki roslinne odgrywaja powazna role w metabolizmie organizméw zywych. Do najbardziej
rozpowszechnionych nalezg zwigzki z grupy chlorofili i karotenoidéw, biorace udzial miedzy innymi w procesie
fotosyntezy.

Chlorofil jest magnezoporfiryna zawierajaca uklad ztozony z czterech pierscieni pirolowych potaczonych
wigzaniami a-metinowymi. Chlorofil a barwy zétto-zielonej rézni si¢ chemicznie od chlorofilu b tym, ze w
miejsce jednej grupy metylowej w pozycji Cg chlorofilu a wchodzi grupa aldehydowa. Chlorofil a i b maja po

dwa kwasowe tancuchy boczne , przy czym jeden z nich zestryfikowany jest alkoholem metylowym, a drugi
tworzy ester z fitolem (CyH3sOH). Fitol jest alkoholem o dlugim tancuchu, zbudowanym z czterech jednostek
izoprenowych.. Charakterystyczng cecha fizyczna chlorofili jest ich silna czerwona fluorescencja.

Karotenoidy tworza grupe okoto 100 naturalnych barwnikow $wiata roslinnego, z6ttych, pomaranczowych i
czerwonych. Wspolng ich cechg jest rozpuszczalno$é w thuszczach i w rozpuszczalnikach thuszczowych. Sg to
zwigzki wysoko nienasycone posiadajace 40 atomow wegla, zbudowane z o$miu potaczonych ze soba reszt
izoprenoidowych. Wszystkie karotenoidy posiadaja uktad sprzezonych wigzan podwdjnych w lancuchu
weglowym, ktore sg sktonne do tworzenia izomerow geometrycznych cis i trans.

Przygotowanie wyciagu z lisci pietruszki

Okoto 20.0 g lisci pietruszki wsypa¢ do mozdzierza i uciera si¢ z 15 cm3 mieszaniny aceton - eter naftowy
(1:1) przez okoto 5 min. Ekstrakt przesacza si¢ przez saczek faldowany. W przypadku pojawienia si¢ warstwy
wodnej, ekstrakt nalezy przela¢ do matego rozdzielacza i oddzieli¢ warstwe organiczng. Ciemnozielong warstwe
organiczng suszy si¢ nad siarczanem magnezu. Po oddzieleniu $rodka suszgcego odparowuje si¢ mieszaning do
matej objetosci ( okoto 2 cm®).

Wykonanie oznaczenia

Na gotowg ptytke o wymiarach szkietka mikroskopowego pokryta zelem krzemionkowym nanie$¢ punktowo
kapilarg 3 plamki w odlegtosci ok. 0,5 cm od brzegu i ok. 1 cm od dotu ptytki. Przygotowaé komore do
rozwijania (zamkniety stoik wylozony bibulg) zawierajaca eluent, czyli eter naftowy - alkohol etylowy
bezwodny - toluen (40:4,5:15) do wysokosci 0,5 cm. Nastgpnie umiesci¢ ptytke w komorze i rozwinaé
chromatogram. Gdy czoto rozpuszczalnika znajdzie si¢ w odleglo$ci 1 cm od gornej krawedzi ptytki, nalezy ja
Wyja¢, zaznaczy¢ czoto rozpuszczalnika i po wysuszeniu obliczy¢ R¢ dla poszczegolnych barwnych plamek.

Rf barwnikéw roslinnych dla uktadu eter naftowy - alkohol etylowy bezw. - toluen (40:4,5:15) wynosza
odpowiednio:
karoten 0,88
chlorofila 0,62
chlorofil b 0,58
ksantofile  0,00-0,47
Na chromatogramie mogg pojawic si¢ barwne plamy produktéw degradacji chlorofili.
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Chromatografia kolumnowa

Bozena Kawatek

W chromatografii kolumnowej podziatl mi¢dzy staty adsorbent i rozpuszczalnik pozwala na rozdzielenie i
wyodrebnienie sktadnikéw mieszaniny. Adsorbent umieszcza si¢ w pionowej kolumnie zaopatrzonej w kran. Po
rozpuszczeniu probki w matej ilosci roztworu i zaadsorbowaniu jej na gorze kolumny, przez kolumneg
przepuszcza si¢ rozpuszczalnik. W tym czasie chromatogram rozwija si¢ na pasma zawierajagce poszczegolne
zwiazki. Nastepnie pasma te wymywa si¢ kolejno dalsza iloscia rozpuszczalnika.

Adsorbenty stosowane w chromatografii musza spelniaé pewne wymagania. A mianowicie: musza
wykazywa¢ odpowiednia selektywnos$¢ i aktywnos$¢ oraz nie moga reagowac z substancjami rozdzielanymi.
Ogolnie mozna je podzieli¢ na dwie grupy: polarne i niepolarne. Adsorbenty polarne wykazuja zmiany
aktywnos$ci w zaleznosci od zawarto$ci w nich wody. Sg to przede wszystkim tlenek glinu i zel krzemionkowy.
Poza tym sg uzywane tlenki, siarczany i fosforany metali ziem alkalicznych. Cecha adsorbentéw niepolarnych
(wegiel aktywny, celuloza, skrobia) jest silne wigzanie rozpuszczalnikéw weglowodorowych.

Na adsorbentach polarnych dobrze adsorbuja si¢ zwiazki o charakterze polarnym, natomiast w
przypadku adsorbentow niepolarnych adsorpcja zwigzkéw zalezy od wielkosci czasteczek i od dhugosci
tancuchow weglowych. Na tej podstawie mozna sformutowac regule, ze zwiazki chemiczne adsorbuja si¢ tym
tatwiej na adsorbencie, im bardziej zblizona jest ich wzajemna polarnos¢.

Dla uzyskania dobrego rozdziatu mieszaniny zwigzkow obok wtasciwego adsorbenta bardzo wazny jest
dobor odpowiedniego eluenta.  Zaadsorbowana substancja moze zosta¢é wyparta z adsorbenta przez
rozpuszczalnik tylko wtedy, gdy wykazuje on wigksze od niej powinowactwo do tego adsorbenta.
Rozpuszczalniki mozna zestawi¢ w szereg eluotropowy wedtug ich wzrastajacej polarnosci a co za tym idzie
zdolnos$ci eluowania adsorbowanej substancji z powierzchni adsorbenta.

Szereg eluotropowy rozpuszczalnikéw wg Trapego

1. eter naftowy 9. eter dietylowy
2. cykloheksan 10. octan etylu

3. tetrachlorek wegla 11. aceton

4. trichloroetylen 12. n-propanol

5. toluen 13. etanol

6. benzen 14. metanol

7. dichlorometan 15. woda

8 chloroform 16. pirydyna

Kolejnos¢ z jaka sktadniki mieszaniny sa wymywane z kolumny zalezy od ich wzglednych polarnosci.
Tak wige w przypadku mieszaniny sktadajacej si¢ na przyktad z weglowodoru i ketonu osiaga si¢ ich rozdziat
dzigki temu, ze bardziej polarny keton silniej adsorbuje si¢ na powierzchni adsorbenta, w zwiazku z czym
weglowodor mozna wyeluowaé niepolarnym rozpuszczalnikiem; nastgpnie eluuje si¢ keton zmieniajac
rozpuszczalnik na polarny. Czgsto stosuje si¢ jako eluent mieszaniny dwoch lub wigceej rozpuszezalnikow.

Proces rozwijania chromatogramu trwa do momentu powstania w kolumnie wyraznych pasm. W
przypadku rozdzialu substancji barwnych obserwacja jest prosta, natomiast gdy rozdzielane substancje sa
bezbarwne, stosuje si¢ obserwacje kolumny w $wietle ultrafioletowym badz bada wyciek z kolumny. W tym celu
zbiera si¢ stosunkowo male frakcje i okresla si¢ ich zawarto$¢ metoda chromatografii cienkowarstowej lub po
odparowaniu rozpuszczalnika analizuje pozostalos¢ (temp. topnienia, analiza widmowa).

Rozdzial mieszaniny barwnikow roslinnych za pomoca chromatografii kolumnowe;j

Przygotowanie roztwordow:
- eter naftowy-aceton (9:1) 60 cm®
- eter naftowy-aceton (7:3) 20 cm®
- aceton 20 cm®
Przygotowanie kolumny
Warunkiem uzyskania dobrych wynikoéw chromatografii jest jednorodne wypehienie kolumny
adsorbentem. W nieréwno wypelnionej kolumnie tworzg si¢ szczeliny i kanaliki, co prowadzi do deformacji
pasm adsorpcji.
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Jezeli kolumna nie posiada krazka ze szkla porowatego umieszcza si¢ na dnie niewielka ilo§¢ waty i
jednocentymetrowa warstwe piasku. W zlewce o poj. 10 cm® sporzadza si¢ papke z 4.0 g zelu krzemionkowego
i mieszaniny rozpuszczalnikow eter naftowy-aceton (9:1) 6 cm?®. Papke wlewa sie przez lejek do kolumny . Po
odczekaniu az adsorbent osigdzie, spuszcza si¢ dotem kolumny nadmiar rozpuszczalnika. Po osadzeniu si¢
adsorbentu ostukuje si¢ delikatnie kolumne az utozy si¢ on w jednolita, dos¢ zwartg warstwe. Zarowno podczas
napehiania kolumny, jak i w czasie rozwijania chromatogramu powierzchnia adsorbentu musi by¢ zawsze
przykryta rozpuszczalnikiem. Wysuszenie wierzchniej czg¢éci kolumny powoduje powstanie w niej kanalikow,
co znacznie zmniejsza sprawno$¢ kolumny. Po naniesieniu adsorbentu nasypuje si¢ na wierzch cienkg warstwe
piasku i spuszcza rozpuszczalnik z kolumny do wysokosci 0.5 cm nad powierzchnig piasku.

Rozwijanie chromatogramu

Ekstrakt mieszaniny barwnikéw roslinnych (2 cm®) wlewa sie do kolumny, tak aby nie zaburzy¢
powierzchni adsorbentu. Nastepnie otwiera si¢ kran i czeka, az probka zostanie calkowicie zaadsorbowana. Po
czym nalewa si¢ eluent eter naftowy-aceton (9:1) 1 cm?® do kolumny i ponownie czeka sig, az eluent zostanie
zaadsorbowany. Czynno$¢ powtarza si¢ az do otrzymania bezbarwnej klarownej warstwy eluentu nad
powierzchnig adsorbentu. Nastepnie dodaje si¢ malymi porcjami eluent zbierajac oddzielnie bezbarwng i
pomaranczowa frakcje. Po czym zmienia sie eluent na eter naftowy-aceton (7:3) 20 cm® zbierajac oddzielnie
frakcje: szaro-zielong, ciemno zielong oraz zielono-zo6tts. Po zebraniu frakcji chlorofili acetonem wymywa si¢
ksantofile. Otrzymane frakcje poddaje si¢ chromatografii TLC w celu identyfikacji barwnikow.
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Destylacja

Maria Burgiet

Jest to metoda rozdzielania ciektych uktadow wielosktadnikowych oparta na réznej lotnosci poszczegdlnych
sktadnikéw. Polega ona na odparowaniu najbardziej lotnego w danych warunkach ci$nienia i temperatury
sktadnika, nastepnie na skropleniu par i zebraniu skroplonej cieczy (destylatu) w innym naczyniu. Rozréznia si¢
dwa zasadnicze typy destylacji, destylacje prostg i destylacj¢ frakcjonowang. W destylacji prostej, pary cieczy
poddaje si¢ skropleniu przez bezposrednie ozigbianie, co pozwala z reguly tylko na zaggszczenie sktadnikow
mieszaniny w poszczegolnych frakcjach destylatu. W destylacji frakcjonowanej pary znad destylowanej cieczy
pozostaja w kolumnie w kontakcie z cieczga juz wzbogacong w sktadniki o wigkszej lotnosci. W wyniku
wymiany miedzy tymi fazami nastgpuje lepsze rozdzielanie mieszaniny.

Podczas ogrzewania cieczy, preznos¢ pary wzrasta, az do momentu gdy staj¢ si¢ réwna ciSnieniu
atmosferycznemu i rozpoczyna si¢ wrzenie, czyli temperatura wrzenia cieczy jest to temperatura, w ktorej
preznosé par cieczy jest rowna cisnieniu atmosferycznemu w dowolnym punkcie na powierzchni fazy ciektej.

W czasie destylacji cieczy, pary z kolby destylacyjnej podnosza si¢ do gory i ulegaja czeSciowemu
skropleniu, az do osiggnigcia rownowagi termicznej. Odczytywana wtedy temperatura jest temperaturg wrzenia i
pozostaje stata tak dlugo, jak dlugo istniejg obie fazy ciekta i gazowa.

Gdy destylujemy dwie mieszajace si¢ w kazdym stosunku ciecze, zachodzi proces, ktory mozna przedstawié
nastepujacym wykresem rownowagi fazowej ciecz - para.

=
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:.6 // A 8 2‘
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g‘ c‘j ecr ©
& o 1 _par ciecz o
f _// .:.;
TA ':’, H :
- Q
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100"~ ° jetas
0% A sktad, % mol 100%%8 objetosc destylatu
Rys. 1. Wykres fazowy dla uktadu ciecz — para Rys. 2. Krzywa destylacji

Symbole T i Tg oznaczajg temperatury wrzenia czystych zwigzkéow A i B. Krzywe te niezaleznie od
temperatury i ci$nienia nie pokrywaja si¢ i sktad pary w stanie rownowagi rézni si¢ od sktadu cieczy. Gdy
réwnomolowa mieszaning substancji A i B, ktorej sklad przedstawia punkt X1 ogrzeje si¢ do temperatury T+,
powstajace pary beda miaty sktad X i bedg bogatsze w nizej wrzacy sktadnik.

Jesli czes¢ par zostanie odprowadzona z uktadu, to punkt przedstawiajacy na wykresie sktad cieczy przesunie
si¢ na prawo, to znaczy, ze ze wzgledna warto$¢ sktadnika B w mieszaninie zwigkszy sie, a temperatura zostanie
podwyzszona. W wyniku dalszej destylacji mieszaniny otrzyma si¢ destylat stopniowo bogatszy w sktadnik B,
ale wszystkie frakcje beda zawieraly oba sktadniki. W rezultacie, podczas destylacji prostej mieszaniny dwoéch
cieczy, ktérych temperatury wrzenia réznig si¢ mniej niz o 500 C nie uzyska si¢ rozdzielenia, a temperatura w
czasie destylacji bedzie stale wzrastata (linia przerywana rys. 2).

Efektywnos¢ rozdzielenia cieczy drogg destylacji mozna zwigkszyc, jesli parg o skladzie Xo

(rys. 1) skropli¢, a powstala ciecz ponownie ogrzewajac doprowadzi¢ do stanu rownowagi z faza gazowa. Tym
razem pary bedg mialy sktad Xp i bedg jeszcze bardziej wzbogacone w nizej wrzacy sktadnik A. Powtarzajac

ten proces wielokrotnie mozna otrzymac¢ koncowy destylat bedacy prawie czystym sktadnikiem A. Proces ten
nazywa si¢ destylacja frakcyjna i prowadzi si¢ go w kolumnie destylacyjnej (deflegmatorze), w ktorej na duzej
powierzchni zachodzi wielokrotna wymiana migdzy faza ciekla i gazowa. Duza powierzchni¢ w matej objgtosci
uzyskuje si¢ wypelniajac kolumng¢ metalowymi pier§cieniami, lub szklanymi kulkami, albo w deflegmatorach
typu Vigreux - z naprzemiennymi wgnieceniami. Destylacja frakcjonowana prowadzona powoli na wydajnej
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kolumnie przebiega w sposob przedstawiony linig ciggla na rys. 2. Frakcje zbierane przy stalej temperaturze sa
praktycznie czystymi sktadnikami wyj$ciowej mieszaniny.

Aparatura do destylacji sktada si¢ z nastgpujacych elementow:
- kolby okraglodennej,

- chtodnicy destylacyjnej,

- termometru,

- odbieralnika,

- deflegmatora (w destylacji frakcjonowanej).

- plaszcza grzejnego

Kolbe destylacyjna zawierajaca 30 cm® mieszaniny metanolu (t.w.;; = 64,7 °C) i 1-butanolu (t.w.; = 117,7
°C) razem z kamyczekiem wrzennym umieszcza si¢ na plytce grzewczej (ptaszcz grzejny, taznia wodna).
Montuje si¢ chlodnice destylacyjng. Podtacza si¢ ja do wody w taki sposob, zeby woda wptywata nizszym, a
wyplywata wyzszym odptywem. Na koncu chtodnicy umieszcza si¢ odbieralnik. Moze to by¢ kolba stozkowa,
kolba okraglodenna, lub butelke ze szlifem. W zasadzie nie powinno si¢ uzywac zlewki. Termometr umieszcza
si¢ w ten sposob, aby zbiorniczek rteci znajdowat si¢ na przeciw wlotu par do chtodnicy destylacyjnej (rys. 3).

<«— termometr

Zestaw do

destylacji prostej
nasadka ylaatp )

destylacyjna

chtodnica

przedtuzacz
\wylot wody

chtodzace;j
\ (zlew)

zrédto kolba
ciepla destylacyjna wlot wody
chtodzacej <—— odbieralnik

(kran)

Szlify w zestawionej aparaturze mozna posmarowa¢ bardzo cienka warstwa smaru. Nadmiar smaru
zanieczyszcza destylowang ciecz. Istotng sprawg jest dobor odpowiedniego rozmiaru kolby destylacyjnej. Przy
rozpoczgeiu destylacji kolba nie powinna by¢ napelniona wiecej niz do dwoch trzecich objetosci. Dodanie
kamyczka wrzennego ma na celu zapewnienie rownomiernego wrzenia, utatwia bowiem powstanie pecherzykow
pary. Bez kamyczka wrzennego nastepuje przegrzewanie cieczy i rzucanie. Jesli zapomniates o kamyczku
wrzennym, a ciecz jest juz goraca i prawdopodobnie przegrzana, przed dodaniem kamyczka wrzennego trzeba
ciecz ochtodzi¢, w przeciwnym razie moze nastapi¢ wyrzucenie cieczy.

Uwaga: Kamyczki wrzenne sq jednorazowe i po kaidym przerwaniu wrzenia naleiy dodaé swieiy kawalek
porowatej porcelany o srednicy do 4 mm.

Po rozpoczeciu wrzenia, w kolbie mozna zauwazy¢ pierscien skraplajacej si¢ pary podnoszacy si¢ w kolbie i
nasadce chlodnicy destylacyjnej. Termometr zaczyna wskazywa¢ wzrost temperatury az do chwili, gdy zacznie
si¢ destylacja.

Ogrzewanie nalezy uregulowa¢ tak, aby szybko$¢ destylacji wynosita 1 krople na sekundg. Przy zbyt
intensywnym ogrzewaniu duza ilo$¢ destylatu przechodzi jako nizej wrzacy przedgon. Jesli destylacja jest zbyt
wolna mozna, z powodu strat ciepta, nie zaobserwowac prawdziwej temperatury wrzenia.

Uwaga: Nigdy nie nalezy destylowaé substancji "do sucha"”, czyli do catkowitego oproznienia kolby
destylacyjnej..
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Destylacje prosta prowadzi si¢ w aparaturze przedstawionej na rys. 3, a destylacj¢ frakcjonowang w
aparaturze pokazanej na rys. 4. Ogrzewanie w czasie destylacji frakcjonowanej reguluje si¢ tak, aby wypetnienie
kolumny na catej dlugosci byto zwilzone kondensatem i aby nie tworzyty si¢ "korki" cieczy. Dtuzsze kolumny
ogrzewa si¢ zewnatrz aby unikna¢ strat ciepta, lub mozna je owina¢ kocem szklanym.

"

Zestaw do
destylacji frakcyjnej

kolumna destylacyjna
<— (deflegmator)

N NN YN \VYVN

Rys. 4. Zestaw do destylacji frakcyjnej z kolumna Vigreux

Cwiczenie - destylacja prosta.

Zestawiamy aparature przedstawiong na rys. 3. Do kolby destylacyjnej wlewamy 30 cm?3 mieszaniny
metanolu i 1-butanolu. Kolbe ogrzewamy na plaszczu grzejnym i oddestylowujemy ok. 28 cm3 mieszaniny z
szybkoscig 2 cm3/minute. Notujemy temperature wrzenia na poczatku i temperature wrzenia po odebraniu
kazdych 2 cm? destylatu.

Destylacja frakcjonowana.

Montujemy aparatur¢ tym razem z kolumna destylacyjna i destylat z poprzedniego ¢wiczenia wlewamy
do kolby. Destylujemy go ponownie na kolumnie notujac jak poprzednio temperature wrzenia po odebraniu
kazdych 2 cm?® destylatu.

Na wspolnym wykresie, sporzadzamy zalezno$¢ temperatury wrzenia od ilosci destylatu dla obu
przeprowadzonych destylacji.
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