Cwiczenie 1: Wprowadzenie do chromatografii cienkowarstwowej. Identyfikacja sktadnikéw mieszaniny
aldehydéw i ketonéw za pomocg TLC.

Cel ¢wiczenia: Zapoznanie z metodg chromatografii cienkowarstwowej. Okreslenie wptywu polarnosci
eluentu na rozdziat mieszaniny zwigzkéw o réznej strukturze. Analiza jakosciowa mieszaniny zwigzkéw za

pomoca chromatografii cienkowarstwowe;j.

Czes$¢ teoretyczna: Podstawy chromatografii adsorpcyjnej, ze szczegdlnym uwzglednieniem

chromatografii cienkowarstwowej (ang. Thin Layer Chromatography — TLC). Wptyw rodzaju fazy
stacjonarnej, fazy ruchomej oraz budowy analizowanego zwigzku na proces elucji. Metody wizualizacji

chromatogramow.

Wykonanie ¢wiczenia:

Czes¢ I: Wprowadzenie do metody TLC.
1. Na cztery plytki TLC nanosimy kapilarg roztwory aldehydéw i ketondéw, suszymy, a nastepnie
wktadamy ptytki do komory chromatograficznej zawierajgcej nastepujgce eluenty:
dla ptytki 1: octan etylu,
dla ptytki 2: octan etylu : heksan (1:1) (v/v),
dla plytki 3: eter izopropylowy,
dla ptytki 4: eter izopropylowy : heksan (1:1) (v/v).
2. Po rozwinieciu kazdg ptytke suszymy, a nastepnie wywotujemy parami jodu (ptytki 1, 2, 3) lub
roztworem 2,4-dinitrofenylohydrazyny (ptytka 4).
3. Na podstawie wartosci Rr okredlamy: 1) wptyw polarnosci rozpuszczalnika na rozwiniecie
chromatogramu oraz 2) powinowactwo okreslonych zwigzkéw do fazy stacjonarne;.
Czes¢ II: Analiza jakosciowa mieszaniny.
1. Na ptytke TLC nanosimy badang mieszanine aldehydéw i ketonéw oraz wzorce.
2. Na podstawie wnioskéw z pierwszej czesci ¢wiczenia dobieramy eluent, rozwijamy, a nastepie
suszymy ptytke TLC.
3. Uzywajgc jednej z poznanych metod wizualizacji wywotujemy ptytke TLC, a nastepnie

identyfikujemy skfadniki badanej mieszaniny poprzez poréwnanie wartosci Ry.

Sprawozdanie: Wykaz sprzetu i odczynnikéw (wraz ze wzorami strukturalnymi). Opis wykonanego
¢wiczenia wraz z obserwacjami. Opis ptytki TLC (Ry, sposéb wizualizacji, kolory plamek itd.). Identyfikacja
sktadnikow badanej mieszaniny. Okreslenie zaleznosci pomiedzy strukturg zwigzku chemicznego, a jego
powinowactwem do fazy stacjonarnej. Wnioski.



Cwiczenie 2: Wydzielenie lecytyn z z6ttka jaja kurzego. Wykorzystanie chromatografii cienkowarstwowej

do analizy tluszczéw.

Cel ¢wiczenia: Wykorzystanie charakterystycznych odczynnikéw wywotujgcych chromatogramy do

potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci okreslonych grup funkcyjnych. Okreslenie budowy chemicznej

wydzielonego zwigzku.

Czes$¢ teoretyczna: Ttuszcze, fosfolipidy, lecytyna - budowa chemiczna oraz reakcje charakterystyczne.

Metody wizualizacji chromatograméw.

Wykonanie ¢éwiczenia:

Czes¢ I: Izolacja frakciji lipidowe;j.

1.

Zottko doktadnie oddzielamy od biatka do zlewki, nastepnie dodajemy 75 mL mieszaniny eter
etylowy : etanol (5:1) (v/v) i odstawiamy na 10 min, mieszajgc co jakis czas szklang bagietka.
Roztwor sgczymy przez sgczek zwilzony mieszaning eterowo-alkoholowg do kolby okragtodennej
ze szlifem. PozostatoS¢ na saczku dodatkowo przemywamy ok. 20 mL mieszaniny
rozpuszczalnikow.

Rozpuszczalnik odparowujemy na wyparce, a do oleistej pozostatosci dodajemy 10 mL eteru

etylowego.

Cze$¢ II: Ustalenie sktadu jako$ciowego prébki.

1.

Na pie¢ ptytek TLC nanosimy ekstrakt lipidowy, a nastepnie rozwijamy w ukfadzie chloroform :
metanol : woda (65:25:4) (v/v). Dla wszystkich ptytek droga elucji powinna by¢ ta sama.

Ptytki suszymy, a nastepnie wywotujemy:

ptytka 1: roztworem kwasu siarkowego w etanolu, nastepnie ptytke suszymy suszarkg i
kontrolujemy pojawienie sie plamek,

ptytka 2: parami jodu, kontrolujgc pojawienie sie plamek,

ptytka 3: odczynnikiem Dragendorffa, nastepnie plytke suszymy suszarkg i kontrolujemy
pojawienie sie plamek,

ptytka 4: roztworem molibdenianu amonu, nastepnie ptytke umieszczamy na nastonecznione;j
powierzchni, w razie potrzeby kontynuujemy w domu,

ptytka 5: roztworem ninhydryny, nastepnie pitytke umieszcza sie w suszarce i kontroluje
pojawienie sie plamek.

Na podstawie obecnosci na ptytce TLC plamek o konkretnym zabarwieniu ustalamy obecno$¢

okreslonych grup funkcyjnych.

Sprawozdanie: Wykaz sprzetu i odczynnikdw (wraz ze wzorami strukturalnymi). Opis wykonanego

¢wiczenia wraz z obserwacjami. Opis ptytki TLC (Rt sposdb wizualizacji, kolory plamek itd.). ldentyfikacja

skfadu jakosciowego probki. Wnioski.



Cwiczenie 3: Wydzielenie barwnikdw z papryki oraz ich rozdziat za pomocg chromatografii kolumnowe;.

Cel c¢wiczenia: Zapoznanie z metodg chromatografii kolumnowej. Zastosowanie chromatografii

kolumnowej do rozdziatu mieszaniny barwnikéw.

Czes¢ teoretyczna: Barwniki naturalne w papryce. Sposoby izolacji barwnikéw z produktéw naturalnych.

Wykonanie ¢wiczenia:

Czes¢ I: Izolacja barwnikéw z papryki.
1. 15 g sproszkowanej ostrej papryki umieszczamy w zlewce, zalewamy 200 mL dichlorometanu i
mieszamy bagietkg przez 15 min.
Saczymy zawiesine na lejku przez sgczek karbowany do kolby okraggtodennej ze szlifem.
3. Ok. 0,5 mL roztworu przenosimy do eppendorfy i pozostawiamy jako wzorzec, a reszte roztworu
odparowujemy do sucha na wyparce.
4. Oleistg pozostato$¢ rozpuszczamy w 10 mL chloroformu.
Czes¢ II: Rozdziat mieszaniny barwnikow.
1. Na kolumne chromatograficzng zawierajagcg 20 g zelu krzemionkowego nanosimy ok. 2 mL
rozdzielanej mieszaniny barwnikow.
2. Elucje prowadzimy za pomocg chloroformu, az do zejscia z kolumny ostatniego barwnego pasma.

3. Okreslamy ilos¢ barwnych frakcji i ich mozliwy sktad.

Sprawozdanie: Wykaz sprzetu i odczynnikdw (wraz ze wzorami strukturalnymi). Opis wykonanego

¢wiczenia wraz z obserwacjami. Okreslenie wydajnosci procesu chromatografowania. Whnioski.



Cwiczenie 4: Wyodrebnienie o-nitroacetanilidu z mieszaniny poreakcyjnej za pomocg chromatografii

kolumnowej z uzyciem elucji gradientowe;.

Cel ¢wiczenia: Wyodrebnienie izomeru orto z mieszaniny poreakcyjnej nitrowania acetanilidu za pomocg

chromatografii kolumnowe;j.

Czes¢ teoretyczna: Podstawy chromatografii kolumnowej, ze szczegéinym uwzglednieniem chromatografii

kolumnowej grawitacyjnej. Sposoby elucji, ich dobor, wady i zalety.

Wykonanie ¢éwiczenia:

Czes¢ I: Przygotowanie kolumny, eluentéw i probki do rozdzielenia.

1.

2.
3.

Przygotowujemy po 200 mL eluentéw: | chloroform : octan etylu (10:1) (v/v); Il chloroform : octan
etylu (2:1) (v/v)

Kolumne chromatograficzng przygotowujemy tak jak na poprzednich zajeciach.

200 mg mieszaniny poreakcyjnej nitrowania acetanilidu rozpuszczamy w minimalnej ilosci octanu
etylu. Jezeli mieszanina nie rozpuszcza sie catkowicie, nalezy przesgczy¢ jg przez watke za
pomoca pipety Pasteura. Ok. 0,5 mL roztworu przenosimy do eppendorfy i pozostawiamy jako
wzorzec do TLC.

W celu $ledzenia elucji o-nitroacetanilidu z kolumny, przygotowujemy dwie komory

chromatograficzne dla dwdch eluentéw oraz ptytki TLC.

Czeé¢ IlI: Elucja gradientowa.

1.

2
3.
4

Prébke nanosimy na kolumne chromatograficzng i rozpoczynamy elucje z uzyciem eluenta I.
Elucje prowadzimy do zejscia z6itego izomeru orto z kolumny.

Rozpoczynamy elucje eluentem II.

Elucje prowadzimy do momentu zejscia z kolumny wszystkich skfadnikéw mieszaniny
poreakcyjnej, co kontrolujemy za pomocg analizy TLC.

Wybrane frakcje zawierajgce oczyszczony o-nitroacetanilid przelewamy do zwazonej kolby,

odparowujemy eluent i wazymy.

Sprawozdanie: Wykaz sprzetu i odczynnikéw (wraz ze wzorami strukturalnymi). Opis wykonanego

¢wiczenia wraz z obserwacjami. Opis ptytki TLC (Rr, sposdb wizualizaciji, itd.). Okre$lenie wydajno$ci

procesu chromatografowania. Wnioski.



