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l. Wprowadzenie
1. Barwniki roslinne

Barwniki wystepujace w lisciach szpinaku: chlorofile a i b, feofityny a i b, f-karoten oraz
ksantofile zostang wyekstrahowane za pomocg acetonu, a nastepnie rozdzielone na zelu
krzemionkowym. Analiza zostanie wykonana z zastosowaniem adsorpcyjnej chromatografii
kolumnowej (LC). W trakcie ¢éwiczenia zostanie takze wykonana analiza technikg chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) ekstraktu oraz wydzielonych zwigzkéw. Izolowane i analizowane zwigzki
sg substancjami barwnymi, dzieki czemu mozna tatwo monitorowaé¢ zaréwno rozdziat LC, jak i
TLC. Pomyst eksperymentu zostat zaadaptowany z Pavia D.L. et al., Introduction to Organic
Laboratory Techniques: A Microscale Approach, 2005.

Chlorofile sg barwnikami niezbednymi w procesie fotosyntezy. W chloroplastach ro$linnych
wystepujg przewaznie w dwdch formach: jako niebieskozielony chlorofil a oraz zoftozielony
chlorofil b (struktury na Rysunku 1). Chlorofile zawierajg rdzeh porfirynowy, w ktérym znajduje sie
atom magnezu tgczacy sie z atomami azotu kazdego z pierscieni rdzenia porfirynowego. Chlorofil
b r6zni sie od chlorofilu a obecnoscig grupy aldehydowej w bocznym pierscieniu pirolowym zamiast
grupy metylowej. Budowa strukturalna feofityny a i b jest podobna do budowy chlorofilu a i b,
z tym, ze w miejscu jednego atomu magnezu w czgsteczce feofityny wystepujg dwa atomy wodoru.
Feofityne mozna uzyskal¢ poprzez dziatanie kwasem na chlorofil. Oprécz chlorofili,
w chloroplastach wystepujg takze karoteny, m.in. zotty -karoten, czyli prowitamina A, oraz
ksantofile. Zielony kolor chlorofili wynika z faktu, ze zwigzki te silnie absorbujg swiatto
w czerwonej i niebieskiej czesci widma promieniowania widzialnego, natomiast stabo w czesci
zielonej. Jesienig zabarwienie lisci zmienia sie na zéttawe ze wzgledu na rozktad chlorofilu, dzieki

czemu ujawnia sie barwa obecnych w lisciach zéttych barwnikéw.

W zaleznosci od stanu prébki szpinaku oraz warunkdéw eksperymentu mogg wystgpic
pewne roznice w skiadzie i ilosci poszczegolnych barwnikow. Rozpad i przeksztatcenia chemiczne
chlorofilu oraz innych barwnikéw roslinnych zachodzg na drodze utleniania, hydrolizy lub innych
reakcji zachodzgcych pod wptywem Swiatta, tlenu i innych czynnikow. Probki szpinaku
i wyizolowane barwniki nalezy zatem w miare mozliwosci przechowywa¢ w ciemnosci,

co zminimalizuje ryzyko wystgpienia niepozgdanych zmian strukturalnych.
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CyHs CHs

R = CH, chlorofil a
R = CHO chilorofil b

B-karoten

Rysunek 1. Wzory strukturalne chlorofilu a, chlorofilu b oraz 3-karotenu

2. Chromatografia adsorpcyjna

Zaréwno cieczowa chromatografia kolumnowa (LC), jak i chromatografia cienkowarstwowa
(TLC) nalezg do technik okreslanych wspélnym mianem "chromatografia adsorpcyjna".
Rozdzielenie substancji nastepuje w wyniku wielokrotnych, selektywnych procesow adsorpcji
zachodzacych na aktywnych powierzchniach sorbentéw. Szczegdlnie cenne ustugi oddaje
kolumnowa chromatografia adsorpcyjna w przypadku ztozonych mieszanin stosunkowo
niewielkich ilosci substancji, ktérych rozdzielenie za pomocg krystalizacji czy destylacji jest
praktycznie nieosiggalne, zwtaszcza gdy chodzi o zwigzki wysokowrzgce i wrazliwe na dziatanie
temperatury. Z tych samych powoddéw, metode kolumnowej chromatografii adsorpcyjnej stosuje
sie do rozdzielania szczegdlnie ztozonych mieszanin zwigzkow pochodzacych ze Zzrodet

naturalnych.

W chromatografii cieczowej wystepujg konkurencyjne oddziatywania miedzy sktadnikami
probki (substancje analizowane oraz sktadniki matrycy) a fazg stacjonarng (adsorbent), miedzy
sktadnikami prébki a fazg ruchomg (rozpuszczalnik wymywajgcy probke z adsorbentu) oraz

pomiedzy fazg ruchomg i stacjonarng. Mechanizm adsorpcyjny polega na zatrzymywaniu
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czgsteczek substancji na powierzchni adsorbentu (zwykle porowatego). W procesie tym biorg
udziat nastepujgce oddziatywania miedzyczgsteczkowe:
- sity wynikajgce z oddziatywan miedzy czasteczkami majgcymi trwaty moment dipolowy

(oddziatywania dipol-dipol),

- sity wynikajgce z oddziatywan miedzy czgsteczkami majgcymi trwaty moment dipolowy oraz
czgsteczkami, w ktorych dipol jest indukowany przez sgsiadujgce czasteczki (oddziatywanie
dipol-dipol indukowany),

- oddziatywania zwigzane z tworzeniem wigzan wodorowych, specjalny rodzaj oddziatywania

dipol-dipol miedzy atomem wodoru a atomem pierwiastka elektroujemnego, np. O, N, F.

Oddziatywania  miedzyczasteczkowe  powodujg, ze rozdzielane  substancje
w niejednakowym stopniu zatrzymujg sie na adsorbencie. Im wieksze powinowactwo zwigzku
chemicznego do fazy stacjonarnej, tym jest on silniej przez nig zatrzymywany. Zwigzek jest
wymywany z powierzchni adsorbentu za pomoca fazy ruchomej. Im silniej jest zatrzymywany, tym
pozniej opuszcza kolumne (wieksza retencja, czyli opdznienie w stosunku do przeptywu fazy
ruchomej). Objetosé fazy ruchomej potrzebna do jego wymycia nazywa sie objetoscig retencji.
Zdolnos¢ fazy ruchomej do wymywania konkretnej substancji chemicznej zalezy od tego, jak silnie

konkuruje z nig o centra aktywne na powierzchni sorbentu (patrz nastepne podrozdziaty).

2.1. Fazy stacjonarne w chromatografii adsorpcyjnej

W chromatografii cieczowej uzywa sie adsorbentéw porowatych o powierzchniach od setek
do tysigca m?/g. Adsorbenty dzieli sie na polarne i niepolarne. Do niepolarnych nalezg wegiel
aktywny, weglowodory nasycone, niektére sorbenty polimerowe; do polarnych — Zzel krzemionkowy,
krzemian magnezu, tlenek glinu. Zel krzemionkowy o ogdlinym wzorze SiO2-nHO jest najczesciej
stosowanym adsorbentem w adsorpcyjnej chromatografii cieczowej. O jego szerokim
zastosowaniu decyduje tatwos¢ otrzymywania i niska cena, jak rowniez mozliwosc tatwej
modyfikacji jego witasciwosci powierzchniowych, takich jak struktura geometryczna poréw czy
modyfikacja chemiczna. Na powierzchni zelu krzemionkowego wystepujg grupy -OH (silanolowe),
ktérych modyfikacja chemiczna prowadzi zwykle do otrzymania sorbentu o znaczaco innych
wiasciwosciach. Aktywnosc¢ zelu krzemionkowego jest wieksza, gdy usunie sie z jego powierzchni
zaadsorbowane czgsteczki wody. Usuwanie wody przez ogrzewanie w temperaturze 120-150°C

nazywa sie aktywacjg adsorbentu. Wyzsza temperatura, w przypadku Zelu krzemionkowego, moze
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powodowaé usuwanie grup wodorotlenowych z jego powierzchni. Sita adsorpcji zwigzkow
organicznych na zelu krzemionkowym jest tym wieksza, im wigksza jest ich polarnosc, i rosnie w
szeregu: weglowodory < halogenki alkilowe, arylowe < etery (ROR) < aldehydy (RCHO) < ketony
(R2CO) < estry (RCOOR) < alkohole (ROH) < fenole (ArOH) < kwasy karboksylowe (RCOOH).

2.2. Fazy ruchome w chromatografii adsorpcyjnej

Zdolnos¢ rozpuszczalnika do wymywania substancji w chromatografii adsorpcyjnej zalezy
od jego sity oddziatywania z powierzchnig adsorbentu i zwana jest moca elucyjna rozpuszczalnika
(eluentu). Mechanizm tego oddziatywania jest taki sam, jak przedstawiony wyzej dla pary
substancja — adsorbent. Silniejsza adsorpcja rozpuszczalnika na fazie stacjonarnej zmniejsza
adsorpcje zatrzymanej substancji, przyspieszajgc jej elucje. Rozpuszczalniki klasyfikuje sie
zgodnie ze wzrastajgcg zdolnoscia wymywania zaadsorbowanych substancji z powierzchni
adsorbentu (czyli zgodnie ze wzrastajgcg moca elucyjng), zestawiajgc je w tzw. szereg
eluotropowy. W chromatografii z fazg stacjonarng polarng, np. z zelem krzemionkowym, o sile
elucji decyduje polarnos¢ eluentu, wiec szereg eluotropowy rozpuszczalnikéw porzadkuje
rozpuszczalniki wedtug ich wzrastajgcej polarnosci. Wybér odpowiedniego rozpuszczalnika do
rozdzielenia wybranej mieszaniny zwigzkéw nie jest tatwy. Zwykle stosuje sie zestaw kilku
rozpuszczalnikdw, rozpoczynajgc od tego o najnizszej mocy elucyjnej (polarnosci) i stopniowo te
moc zwiekszajgc. Mozna mieszac dwa lub wiecej rozpuszczalnikdw dla uzyskania odpowiedniej
sity elucji i selektywnosci rozdzielenia. Szereg eluotropowy rozpuszczalnikow wg. ich wzrastajgcej

mocy elucyjnej dla adsorbentéw polarnych przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Rozpuszczalniki uszeregowane zgodnie ze wzrastajgcg moca elucyjng w chromatografii adsorpcyjnej na zelu

krzemionkowym.

L.p. | Rozpuszczalnik L.p. | Rozpuszczalnik L.p | Rozpuszczalnik
1. | n-Pentan 7. | Eter dietylowy 13 Acetonitryl
2. | Eter naftowy 8. | Chloroform 14 Pirydyna
3. | n-Heksan 9. | Dichlorometan 15 Etanol
4. | Cykloheksan | 10. | Tetrahydrofuran 16 Metanol
5. | Tetrachlorek wegla 11. | Aceton 17 Woda (b. duza sita elucji)
6. | Toluen 12. | Octan etylu 18 Kwas octowy (b. duza sita elucji)
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2.3. Kolumnowa chromatografia adsorpcyjna (LC)

W adsorpcyjnej chromatografii kolumnowej analizowane substancje sg w postaci roztworu
nanoszone na zitoze adsorbentu wypetniajgce szklang kolumne. Wybor rozpuszczalnika zalezy
przede wszystkim od rozpuszczalnosci substanciji rozdzielanych. Zwigzek organiczny jest zawsze
silniej adsorbowany przez ztoze z rozpuszczalnika niepolarnego niz polarnego — natomiast juz
zaadsorbowany bedzie tym silniej ze zloza wypierany, im bardziej polarny jest dany
rozpuszczalnik. Nastepnie, przemywajgc ztoze (adsorbent w kolumnie) fazg ruchomag, dzielimy
mieszanine na grupy zwigzkdéw lub poszczegodlne zwigzki chemiczne i wymywamy je (eluujemy)
z kolumny, zbierajgc kolejne frakcje eluatu (rozpuszczalnika z wymywanymi zwigzkami).
Wymywanie mozna prowadzi¢: (a) jednym rozpuszczalnikiem lub mieszaning o statym skfadzie
(elucja izokratyczna); lub (b) kilkkoma rozpuszczalnikami kolejno wedtug ich rosngcej polarnosci,
albo mieszaning rozpuszczalnikow o wzrastajgcej polarnosci (elucja gradientowa). Sptywajace z
kolumny frakcje zbiera sie oddzielnie. W ten sposéb uzyskuje sie rozdzielenie badanej mieszaniny
na skfadniki nieadsorbowane i adsorbowane coraz silniej przez zastosowany adsorbent.
Poszczegdlne frakcje zateza sie i bada innymi metodami.

Zasadniczg czescig kazdego zestawu do chromatografii kolumnowej (Rysunek 2) jest
kolumna ze szkta obojetnego, ktérej wymiary sg dostosowane do skali przeprowadzanego
procesu. W zaleznosci od tej skali, stosuje sie od 1 do 100 g adsorbentu, co wystarcza do adsorpc;ji
od utamka grama do kilku graméw substancji rozdzielanych. Dla przyspieszenia elucji stosuje sie
stabe ssanie (pompka wodna) lub ttoczenie. Napetnianie kolumny adsorbentem zwykle
przeprowadza sie metodg na mokro, polegajagcg na wprowadzaniu do kolumny zawiesiny
adsorbentu w rozpuszczalniku uzytym do rozpuszczania substancji. Napetnianie nalezy wykonaé
tak, by ztoze adsorbentu byto jednorodne, pozbawione pecherzykdéw powietrza i nie zmieniato
objetosci w czasie rozdziatu. Powierzchnia adsorbentu powinna by¢ stale pokryta ptynem od chwili
wprowadzenia pierwszych porcji rozpuszczalnika do zakonczenia procesu. W przeciwnym razie

ztoze na kolumnie moze tatwo wyschngé, co silnie zaktéca proces rozdzielania substancji.
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Rysunek 2. Zestaw do chromatografii kolumnowej z zastosowaniem tloczenia

2.4. Cienkowarstwowa chromatografia adsorpcyjna (TLC)

Chromatografia cieczowa, polegajgca na rozdzieleniu mieszaniny substancji na fazie
stacjonarnej w postaci ptaszczyzny, nazywa sie chromatografig planarng. Fazg stacjonarng moze
by¢ bibuta (chromatografia bibutowa) lub cienka, réwnomierna warstwa adsorbentu umieszczona
na podtozu szklanym, metalowym lub z tworzywa sztucznego, zwana ptytkg chromatograficzng
(chromatografia cienkowarstwowa). Po zanurzeniu brzegu ptytki chromatograficznej w fazie
ruchomej, nastepuje przeptyw fazy ruchomej w goére ptytki, wymuszony przez sity kapilarne.
Substancje naniesione na piytke bedg przesuwaly sie wraz z fazg ruchomg (rozwijanie
chromatogramu) lub pozostang na miejscu naniesienia, jesli moc elucyjna zastosowanej fazy
ruchomej bedzie niewystarczajgca. Predkosé, z jakg substancje bedg przesuwaly sie z fazg
ruchomg, zalezy od ich wzajemnego oddziatywania z fazg stacjonarng i fazg ruchomg oraz
oddziatywania fazy ruchomej z fazg stacjonarng. Jesli réznice w predkosci poruszania sie
poszczegodlnych substancji bedg wystarczajgce, po pewnym czasie kazda z substancji znajdzie sie
w innym miejscu ptytki chromatograficznej — nastapi rozdzielenie sktadnikow probki.

Miejsce potozenia substancji na ptytce chromatograficznej po zakonczeniu analizy okre$la
wspotczynnik opdznienia oznaczany symbolem Ry, a wyrazajacy stosunek drogi przebytej przez

substancje do drogi przebytej przez faze ruchomg. Wspdiczynnik R: jest wielkoscig
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charakterystyczng dla danej substancji i uktadu chromatograficznego: fazy stacjonarnej i fazy
ruchomej. Na Rysunku 3 przedstawiono komore chromatograficzng z fazg ruchomg oraz
prawidtowy sposéb zanurzania w niej ptytki z naniesionymi probkami. Obok przedstawiono

rozwiniety i wywotany chromatogram probek x, y i z.

/ i czoto
——| @a»5
| @4 ———
‘ e 3@ -3 F
@2 . d kierunek ruchu
l & F fazy ruchomej
a
= — start
X y z

Rysunek 3. Komora chromatograficzna z zanurzong ptytka i chromatogram TLC uzyskany dla probek x, y i z

(interpretacja ponizej)

Wspotczynniki R dla poszczegdlnych substancji wynosza:
dla substancji 1: Rt = a/F,
« dla substancji 2: Rt = b/F,
+ dla substancji 3: Rt = c¢/F,
dla substancji 4: Rt = d/F,
+ dla substancji 5: Rs = e/F.

Dla substancji bezbarwnych istnieje szereg metod wizualizacji ich miejsca potozenia na
ptytce chromatograficznej (wywotywanie chromatogramu). Metody te zalezg od wiasciwosci
chemicznych i fizycznych badanych substancji. Bardzo czesto wywotywanie chromatogramu
polega na przeprowadzeniu reakcji barwnych. Inng metodg jest zweglanie substancji, absorpcja
par jodu czy wizualizacja pod lampa UV. Substancje barwne nie wymagajg wywotywania.
Na chromatogramie TLC prébek x, y i z (Rysunek 3) mozna zauwazy¢, ze:

plamy od 1 do 5 odpowiadajg prawdopodobnie pojedynczym substancjom 1-5,
substancja 1 znajduje sie w probce X,

substancja 2 i 4 znajduje sie w probce z,
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« substancja 3 znajduje sie w probce x i z (ta sama wartos¢ Rf),
« substancja 5 znajduje sie w prébce x iy (ta sama wartos¢ Rf),
« pozostate plamy odpowiadajg nierozdzielonym substancjom, identyfikacja nie jest mozliwa,

plamy na starcie pochodzg od substancji bardzo silnie adsorbowanych przez faze
stacjonarng,

+ pojedyncza plama nie musi odpowiadac¢ jednej substancji, dopiero gdy plama jest
pojedyncza na chromatogramach TLC uzyskanych w roznych ukfadach

chromatograficznych, mozemy zatozy¢, ze odpowiada jednej substanciji.

2.5. Chromatografia adsorpcyjna barwnikéw roslinnych

Jak juz wspomniano, w kolumnowej chromatografii adsorpcyjnej kolejnos¢ elucji zwigzkéw
chemicznych z kolumny zalezy od ich polarnosci. Zwigzki o niskiej polarnosci sg wymywane jako
pierwsze, nastepnie eluujg zwigzki o wiekszej polarnosci. Barwniki, izolowane z lisci szpinaku,
réznig sie polarnoscig, co powoduje, ze bedg eluowaly w nastepujgcym porzgdku zgodnym z ich
wzrastajgca polarnoscig (w nawiasach podane sg kolory zwigzkéw):

. Karoteny (intensywnie zoity kolor)

. Feofityna a (intensywnie szary)
. Feofityna b (szary, moze by¢ niewidoczny)

1
2
3
4. Chlorofil a (niebieskozielony, bardziej intensywny niz chlorofil b)
5. Chlorofil b (zielony)

6

. Ksantofile (zétty).

Il. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie sie z metodami rozdzielenia barwnych zwigzkow
obecnych w tkankach roslinnych. Jako materiat do badan postuzg mrozone liscie szpinaku. Uzyta
zostanie ekstrakcja rozpuszczalnikowa barwnikéw, ktore bedg nastepnie rozdzielane przy
zastosowaniu technik chromatografii adsorpcyjnej:  chromatografii  kolumnowej (LC)

i cienkowarstwowej (TLC).
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lll. Wykonanie ¢wiczenia

Ekstrakcja barwnikéw

Odwazy¢ okoto 1,0-1,5 g mrozonego szpinaku za pomocg wagi technicznej w zlewce
0 objetosci 100 ml. Poczekaé, az szpinak sie rozmrozi, doda¢ 1,0-1,5 g bezwodnego siarczanu
magnezu w celu zatrzymania czesci wody obecnej w probce. Cato$¢ wymieszaé i delikatnie
rozetrze¢. Ekstrahowaé barwniki acetonem (20 ml) w tazni ultradzwiekowej bez ogrzewania
w czasie 10-15 minut. Dodac¢ do probki 8 g bezwodnego siarczanu sodu, wymieszac i pozostawic
na 5-10 min. Nastepnie, zdekantowac i przesaczy¢ ekstrakt do kolby sercowej przez sgczek
zawierajgcy ok. 3-4 g bezwodnego siarczanu sodu. Pozostaly osad przemy¢ acetonem (10 ml),
zdekantowaC i przesgczy¢ przez ten sam sgczek. Odparowaé aceton na odparowywaczu
obrotowym w temperaturze 30°C. Jezeli w kolbie pozostata woda, rozpusci¢ ekstrakt w okoto 5 ml
heksanu, pobra¢ tylko warstwe organiczng i ponownie wysuszy¢ jg bezwodnym siarczanem sodu.

Ekstrakt zatezy¢ do objetosci ok. 1 ml.

Dobér faz ruchomych — chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Analiza TLC ekstraktu ze szpinaku pozwala dobra¢ warunki rozdzielenia na kolumnie
z zelem krzemionkowym. Nalezy wykona¢ analizy TLC ekstraktu ze szpinaku przy uzyciu dwéch

wybranych rozpuszczalnikéw sposréd nastepujgcych: aceton, eter naftowy, chlorek metylenu,

chloroform. Prosze skonsultowa¢ wybor z prowadzgcym! Nalezy zidentyfikowaé badane zwigzki
na podstawie ich barw i kolejnoéci elucji. Policzy¢ wartoéci wspotczynnikdw opdznienia (RF) dla
rozdzielanych zwigzkoéw oraz ich réznice (ARF). Wybraé optymalng faze ruchomg do rozdzielenia
LC lub zaproponowac¢ ich mieszanine. Roéznica wspotczynnikédw rozdzielenia dla zwigzkow
powinna by¢ jak najwieksza; zadowalajgce efekty uzyskuje sie, gdy ARr = 0,15. Wybrana faza
ruchoma powinna dawaé zatem wartosci Re okoto 0,15 - 0,40. Jezeli jest to konieczne, rozwazy¢

zastosowanie elucji gradientowej w LC.

Po wykonaniu rozdzielenia ekstraktu ze szpinaku za pomocg chromatografii kolumnowej
nalezy wykonac¢ analize TLC uzyskanych frakcji, a nastepnie oceni¢ jakos¢ rozdzielenia LC — patrz

dalsza czes¢ instrukcji.
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Procedura analizy TLC. Napetni¢ komore chromatograficzng wybrang fazg ruchoma (3 ml),
przykry¢ wieczkiem i pozostawi¢ na okoto 5-10 min. W tym czasie wycigé ptytki TLC, ktore

zmieszczg sie w stosowanych komorach tak, by ich brzegi nie dotykaty scian komory. Nastepnie

przygotowac ptytki TLC, czyli narysowac delikatnie miekkim otéwkiem:

linie startowg - okoto 0,8-1 cm od dolnego brzegu ptytki i zaznaczy¢ na niej punkty

nanoszenia probek,

linie koncowg - okoto 1 cm od gérnego brzegu ptytki.
Nanies¢ na ptytke niewielkg objetos¢ roztworéw badanych prébek za pomocg kapilary, uwazajac,
aby plamka nie miata srednicy wiekszej niz 5 mm; im mniejsza Srednica, tym mniejsze rozmycie
plamki w czasie rozwijania chromatogramu. Powtérzy¢ nanoszenie roztworu jeszcze dwa razy,
kazdorazowo czekajgc na odparowanie rozpuszczalnika z plamki. Badane zwigzki sg barwnikami,
co powoduje, ze fatwo mozna kontrolowac ilos¢ nanoszonego roztworu. Nalezy nanies¢ takg ilos¢
roztworu, aby uzyskac¢ intensywne zolte, zielone lub szare zabarwienie plamki. Delikatnie, przy
pomocy pesety, wstawi¢ ptytke TLC z naniesionymi substancjami do komory chromatograficznej.
Zamkng¢ komore i rozwijaC chromatogram, do momentu, gdy czoto rozpuszczalnika bedzie
w odlegtosci 1 cm od gérnego brzegu ptytki, nastepnie wyjaé i wysuszy¢ ptytke. Natychmiast zrobié
zdjecie lub skan ptytki TLC i dotgczy¢ do sprawozdania. Wyznaczy¢ wspoétczynniki opdznienia RF
i zanotowac¢ zabarwienie dla wszystkich zwigzkow. Przedyskutowac¢ zasadnos¢é wyboru uzytych

faz ruchomych.

Chromatografia kolumnowa (LC)

W kolbie stozkowej (100 ml) odwazy¢ 4 g zelu krzemionkowego, a nastepnie doda¢ 30 ml
mieszaniny eter naftowy-aceton (9:1 v/v). Wymieszac i pozostawi¢ na 5-10 min. Zamocowac
kolumne w statywie i zamkng¢ odptyw z kolumny. Umies$ci¢ na dnie kolumny matg ilos¢ zwinietej
waty szklanej. Wprowadzi¢ 2 ml mieszaniny eter naftowy-aceton (9:1 v/v). Usung¢ powietrze
z waty szklanej naciskajgc bagietkg. Uwaznie wprowadzi¢ zawiesine zelu krzemionkowego do
kolumny, za pomocg pipety z szerokim otworem wyjsciowym lub poprzez lejek, otwierajgc
jednoczesnie odptyw z kolumny. Zrobi¢ to w taki sposéb, aby uzyska¢ w miare ptaskie dno oraz

ptaski wierzch fazy stacjonarnej. Gorng powierzchnie ztoza mozna zasypac cienkg warstwg piasku.
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Od momentu wprowadzenia do kolumny Zelu krzemionkowego, jego powierzchnia musi by¢ stale

przykryta cieczg — nie wolno doprowadzi¢ do przesuszenia kolumny. Roztwor eter naftowy-

aceton wyptywajgcy z kolumny zachowac¢ do zakonczenia eksperymentu — postuzy do umycia
kolumny oraz pipety i kolby zabrudzonej ekstraktem ze szpinaku. Za pomocg pompki recznej
przepuscic przez ztoze ok. 20-30 ml mieszaniny eter naftowy-aceton (9:1 v/v). Gdy wysokos¢ ztoza
w kolumnie bedzie stata, nalezy jg zmierzy¢ i zanotowaé. Pozostawi¢ okoto 3 cm stupa cieczy nad

zlozem.

Nalezy wczesniej przygotowaé wszystkie roztwory potrzebne do elucji barwnikow:

- roztwor A: eter naftowy-aceton (9:1 viv), V = 20 ml,

- roztwor B: eter naftowy-aceton (7:3 viv), V = 20 ml,

- roztwor C: aceton, V =20 ml.

Wyréwnacé poziom fazy ruchomej w kolumnie do poziomu ok. 0,5 cm nad powierzchnig ztoza fazy
stacjonarnej i zamkng¢ odptyw z kolumny. Ostroznie wprowadzi¢ do kolumny okoto Y2 czesci
ekstraktu ze szpinaku za pomocg pipety Pasteura i otworzyé odptyw z kolumny. Wprowadzié¢
prébke do fazy stacjonarnej, przemywajac 2-4 razy po 1 ml roztworu A az do momentu, gdy cata
prébka znajdzie sie w fazie stacjonarnej (zaniknie zielone zabarwienie roztworu nad powierzchnia

fazy stacjonarnej). W_tym momencie zbieramy juz frakcje! Ostroznie wprowadzi¢ do kolumny

pozostata czes¢ roztworu A. Gdy poziom rozpuszczalnika osiggnie wartos¢ ok. 1 ml nad
powierzchnig ztoza, wprowadzi¢ ostroznie roztwor B, nastepnie analogicznie roztwor C. Zbieraé
kolejne frakcje fazy ruchomej zawierajgce wydzielone barwniki roslinne do kolejnych 6 cylindréw

miarowych. Nalezy zanotowac objetosci uzyskanych frakcji.

Frakcje (objetosci orientacyjne, prosze sledzi¢ barwe ztoza):

1- bezbarwna, V = okoto 5 ml,

2 — z6tta, V = okoto 5 ml,

3 — bezbarwna, V = okoto 14 ml,

4 — szara, V = okoto 5 ml,

5 — niebiesko-zielona, V = okoto 10 ml, 6 — Zzbttozielona, V = okoto 10 ml.

Zebrane frakcje zatezy¢ do okoto 0,5 ml i pozostawi¢ do analizy TLC. Wykonaé analize TLC

(zgodnie z wczesniejszym opisem) uzyskanych frakcji i ekstraktu stosujgc jako faze ruchomg
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mieszanine eter naftowy-aceton (7:3 v/v). Zidentyfikowac barwniki. Oceni¢ jako$¢ rozdziatu LC

(czystos¢ poszczegodlnych frakcii).

Szkto i odczynniki
Odczynniki:
bezwodny siarczan magnezu
« bezwodny siarczan sodu
aceton (250 ml)
« eter naftowy (250 ml)
chlorek metylenu (100 ml)
«  chloroform (100 ml)
zel krzemionkowy LC60A 60-200 MICRON firmy DAVISIL
« e« plytki do TLC silica gel 60 firmy Merck

Szklo:

« zlewka V =100 ml
zlewka V =50 ml
zlewka V =25 ml

+ kolba stozkowa V = 50 ml + pasujgcy korek szklany (3 szt.)
kolba stozkowa V = 100 ml + pasujgcy korek szklany (1 szt.)

+ cylinder miarowy V = 25 ml (4 szt.)
cylinder miarowy V = 10 ml (3 szt.)

+ kolba sercowa V =100 ml (2 szt.)
kolba sercowa V =50 ml (6 szt.)

« reduktor do odparowywacza

+ kolumna szklana o wymiarach 1 x 15 cm + przedtuzka + pompka
lejek pasujacy do kolumny
pipety Pasteura + smoczki
pipeta z duzym otworem wyjsciowym do zawiesiny zelu krzemionkowego

bagietka szklana

lejek sredni + pasujgce sgczki
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«  pipetaV=5ml (2 szt.)
« 2 komory chromatograficzne do TLC

- kapilary

Pozostatle:
« plytka + néz do krojenia
+ tyzka metalowa
 tluczek porcelanowy
- oftéwek
+ pisak do szkta

+ metalowa peseta
- wata szklana

« piasek

Uwaga: Prosze nie my¢ komér chromatograficznych ani kolumny do LC woda, a stosowa¢ jedynie
rozpuszczalniki organiczne.
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