Wplyw polarnosci fazy ruchomej na rozdzial barwniké6w metoda chromatografii cienkowarstwowej-TLC
Porownanie migracji barwnikéw jonowych i lipofilowych na plytkach z zelem krzemionkowym
Wprowadzenie

Chromatografia cienkowarstwowa, TLC, jest prostg i szybka metoda rozdzielania sktadnikow mieszanin. W metodzie tej
substancje nanoszone sg na ptytke pokryta faza stacjonarna, najczesciej zelem krzemionkowym, a nastgpnie rozwijane za pomocg
odpowiednio dobranej fazy ruchome;j, czyli eluentu.

Skutecznos¢ rozdziatu chromatograficznego zalezy przede wszystkim od roznic w oddziatywaniu analizowanych zwiazkow z fazg
stacjonarng i fazg ruchomg. Zel krzemionkowy jest faza polarna, dlatego zwiazki polarne i jonowe zwykle silniej si¢ na nim
zatrzymuja, natomiast zwigzki mniej polarne fatwiej migruja z mniej polarnymi eluentami.

W ¢wiczeniu analizowana bgdzie migracja szeSciu barwnikow: czerwieni metylowej, zieleni bromokrezolowej, btekitu
patentowego, btekitu Sudanu, rézu bengalskiego oraz oranzu metylowego. Barwniki te r6znia si¢ budowa chemiczna, polarnoscia,
jonowoscig oraz rozpuszczalnoscia, dlatego stanowiag dobry model do obserwacji wptywu rodzaju eluentu na przebieg rozdziatu
chromatograficznego.

Do rozwijania chromatogramow zostang zastosowane cztery fazy ruchome o r6znej polarno$ci: chloroform, octan etylu, metanol
oraz mieszanina n-butanol : kwas octowy lodowaty : woda w stosunku 4 : 1 : 1. Poréwnanie chromatograméw uzyskanych w
réznych eluentach pozwoli ocenié, ktory uktad najlepiej rozdziela badane barwniki oraz jak polarnos¢ fazy ruchomej wptywa na
warto$ci wspotczynnika Ry.

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zbadanie wptywu polarnosci fazy ruchomej na migracje i rozdziat wybranych barwnikéw metoda
chromatografii cienkowarstwowej na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym.

Studenci poréwnajg chromatogramy uzyskane w czterech réznych eluentach, wyznacza wartosci Ry dla poszczegdlnych
barwnikow oraz okresla, ktory uktad eluentow zapewnia najlepszy rozdziat analizowanej mieszaniny.

Sposéb wykonania éwiczenia

1. Plytki TLC pokryte zelem krzemionkowym sg bardzo podatne na uszkodzenie mechaniczne oraz zanieczyszczenie
powierzchni. Wszystkie czynnosci nalezy wykonywac w czystych rekawiczkach. Plytki nalezy chwyta¢ wylacznie za
krawedzie, nie dotykajac powierzchni pokrytej zelem krzemionkowym. Nie nalezy zginaé, pociera¢ ani uszkadzac
powierzchni ptytki.

2. Z plytki chromatograficznej pokrytej zelem krzemionkowym o wymiarach 20 cm x 20 cm wycia¢ plytki o wymiarach 10 cm
x 10 cm.

3. Nakazdej ptytce, w odlegltosci okoto 1 cm od dolnej krawedzi, zaznaczy¢ otdéwkiem miejsca nanoszenia probek. Nie nalezy
rysowac ciagtej linii startu. Nalezy zaznaczy¢ 8 rownomiernie rozmieszczonych kropek: 6 kropek dla poszczegolnych
barwnikow oraz 2 kropki dla mieszaniny barwnikow.

4. Punkty startowe powinny by¢ rozmieszczone w rownych odlegtosciach od siebie, tak aby po rozwinigciu chromatogramu
plamy nie naktadaty si¢ na siebie. Nalezy zachowa¢ odstep od bocznych krawedzi ptytki.

5. Nie nalezy uzywa¢ dlugopisu ani markera, poniewaz barwniki z tuszu moga rozpuszczaé si¢ w eluencie i zaktéca¢ wynik
rozdziahu.

6. Przygotowac cztery komory chromatograficzne przeznaczone do rozwijania plytek w nastgpujacych eluentach:

o chloroform,
o octan etylu,
o metanol,
o n-butanol : kwas octowy lodowaty : woda=4:1:1.
7. Przygotowaé mieszaning n-butanol : kwas octowy lodowaty : woda=4: 1 : 1, mieszajac:
e 20 ml n-butanolu,
e 5 ml kwasu octowego lodowatego,
e 5 mlwody.
e Po przygotowaniu mieszaniny sprawdzi¢, czy eluent jest klarowny i jednorodny. Jezeli mieszanina jest m¢tna,
rozwarstwiona lub zawiera widoczne zanieczyszczenia, nalezy zglosi¢ to asystentowi prowadzacemu ¢wiczenie.

8. Do bocznych $cianek kazdej komory chromatograficznej przytozy¢ paski bibuty filtracyjnej. Bibule zwilzy¢ odpowiednim
eluentem tak, aby przylegata do Scianek komory. Celem tego etapu jest nasycenie atmosfery komory parami fazy
ruchome;j.

9. Do odpowiednich komoér wla¢ niewielka objetos¢ eluentu, tak aby poziom cieczy znajdowat si¢ ponizej punktéw startowych
po wstawieniu plytki chromatograficzne;.

10. Komory chromatograficzne szczelnie zamkna¢ i kondycjonowaé przez okoto 15 minut.
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. Na zaznaczonych punktach startowych nanie$¢ niewielkie ilo$ci roztworow badanych barwnikow:

czerwien metylowa,

zielen bromokrezolowa,

blekit patentowy,

bfekit Sudanu,

r6z bengalski,

oranz metylowy,

mieszanina wszystkich barwnikow.

Plamki powinny by¢ mate i mozliwie skoncentrowane, najlepiej o $rednicy okoto 2 mm. Zbyt duze plamki moga

powodowac¢ rozmycie, ogonowanie oraz naktadanie si¢ plam po rozwinigciu chromatogramu.

14. W razie potrzeby naniesienie probki mozna powtorzy¢, ale kazda kolejna porcje nalezy nanosi¢ doktadnie w to samo
miejsce dopiero po wyschnigciu poprzedniej plamki.

15. Przygotowane ptytki doktadnie osuszy¢ suszarka i wstawi¢ ostroznie do komor chromatograficznych. Nalezy upewnic
sig, ze poziom eluentu znajduje si¢ ponizej punktow startowych i nie zalewa naniesionych plamek.

16. Rozwija¢ chromatogram do momentu, gdy front eluentu znajdzie si¢ okoto 1 cm od gornej krawedzi phytki.

17. Wyjaé plytke z komory i natychmiast zaznaczy¢ otdwkiem potozenie frontu eluentu.

18. Ptytke wysuszy¢ suszarka pod dygestorium.

19. Po wysuszeniu zaznaczy¢ potozenie widocznych plam barwnikéw. Dla kazdej plamy zmierzy¢ odleglos¢ srodka plamy
od punktu startowego oraz odlegtos¢ frontu eluentu od punktu startowego.

20. Obliczy¢ wartos¢ wspolczynnika Ry dla kazdego barwnika wedtug wzoru:
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odlegtosc¢ frontu eluentu od lini startu

21. Poréwnaé chromatogramy uzyskane w czterech réznych eluentach i okresli¢, ktory z nich najlepiej rozdziela badana
mieszaning barwnikow.

22. Wyniki zestawi¢ w tabeli, uwzglgdniajac nazwe¢ barwnika, zastosowany eluent, obliczong warto$¢ Ry i obserwowanag
liczbe rozdzielonych barwnikow.

Barwnik Metanol Octan etylu Chloroform n-butanol : woda : kw.
octowy =4:1:1

Czerwien metylowa

Zielen bromokrezolowa

Blekit patentowy

Blekit Sudanu

ROz Bengalski

Oranz metylowy

Liczba rozdzielonych
barwnikow

Opracowanie wynikow

W opracowaniu nalezy poréwnac migracj¢ poszczegolnych barwnikow w roznych fazach ruchomych. Szczegolng uwage nalezy
zwrdci¢ na réznice miedzy barwnikami jonowymi i bardziej polarnymi a barwnikami lipofilowymi. Nalezy wskaza¢, ktore
barwniki pozostawaty blisko punktu startowego, ktoére migrowaty z frontem eluentu oraz w ktorym uktadzie uzyskano najlepszy
rozdziat plam.

W celu zaliczenia ¢wiczenia prosz¢ odpowiedzie¢ na ponizsze pytania.

1. Ktory z zastosowanych eluentéw jest najlepszy do rozdzielania zwigzkdéw lipofilowych i dlaczego?

2. Dlaczego barwniki jonowe/polarne, takie jak oranz metylowy lub bigkit patentowy, stabo migruja w chloroformie lub octanie
etylu na plytce pokrytej zelem krzemionkowym?

3. Ktory z zastosowanych eluentow najlepiej rozdzielit badana mieszaning barwnikow? Uzasadnij odpowiedz, odnoszac si¢ do
wartosci Ry i wygladu plam na chromatogramie.

4. Dlaczego tej samej wartosci Ry nie mozna traktowac jako statej cechy barwnika, niezaleznej od warunkéw chromatografii?

5. Co moze oznacza¢ sytuacja, w ktorej jedna naniesiona substancja daje na chromatogramie np. dwie plamy zamiast jednej?

Odpowiedzi powinny uwzglednia¢ polarno$¢ eluentu, charakter barwnika oraz oddziatywania substancji z polarng powierzchnia
zelu krzemionkowego.



