CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA

Chromatografia jest metoda rozdzielania polegajaca na zré6znicowanym podziale sktadnikow
mieszaniny pomig¢dzy duza objetosciowo faz¢ ruchoma (ciecz lub gaz) i faz¢ stacjonarna
(ciato state lub ciecz). W wyniku kombinacji tych faz opracowano odpowiednie metody
chromatograficzne.

W chromatografii cienkowarstwowej (TLC - Thin Layer Chromatography) faz¢ stacjonarna
stanowi cienka warstwa adsorbenta (tlenek glinu, zel krzemionkowy, celuloza) naniesiona na
ptytke szklana lub aluminiowa foli¢. Wymienione materiaty maja silnie rozwinigta
powierzchnig, na ktérej w drodze kolejnych adsorpcji 1 desorpcji nastgpuje wymiana
czasteczek migdzy ciatlem stalym a ciecza przeplywajaca nad powierzchnia ciata statego.
Niekiedy wymiana migdzy fazami moze polega¢ na podziale migdzy ciekta faza organiczna
a woda, ktora w niewielkich ilo$ciach znajduje si¢ na nosniku. Sposob postgpowania

w analitycznej chromatografii cienkowarstowej jest prosty. Na powierzchni¢ matej ptytki
pokrytej cienka warstwa adsorbenta nanosi si¢ kapilara kroplg badanej mieszaniny

w odlegtosci ok. 1 cm od brzegu ptytki, nastepnie plytke 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 wedruja na r6zna wysokos$¢ sktadniki mieszaniny. Jesli rozdziat dotyczy
substancji barwnych, ich plamki na chromatogramie sa tatwo widoczne. W przypadku
substancji bezbarwnych plytk¢ z rozwinigtym chromatogramem poddaje si¢ dziataniu
odpowiedniego wywotywacza, np. par jodu.

Sucha plytkg¢ umieszcza si¢ w zamknigtym naczyniu zawierajacym na dnie krysztatki jodu.
Na ptytce pojawiaja si¢ brazowe plamy sktadnikow mieszaniny, ktére nalezy zaznaczy¢ tuz
po wyjeciu ptytki, gdyz wskutek parowania jodu, plamy znikaja na powietrzu.

Inny sposéb wywotania chromatogramu polega na spryskaniu ptytki stezonym kwasem
siarkowym, ktory powoduje zwgglenie substancji organicznych. Pozycje zwiazkdéw
bezbarwnych, fluoryzujacych pod wptywem promieniowania nadfioletowego, mozna
okresli¢, umieszczajac plytke w Swietle odpowiedniej lampy.

Wielkos$cia charakteryzujaca potozenie plamki na chromatogramie jest wspotczynnik Ry
obliczany nastg¢pujaco:

odleglto$¢ przebyta przez substancj¢

Rf:
odleglo$¢ przebyta przez czoto rozpuszczalnika

Na wspotczynnik Ry maja wplyw: rodzaj eluenta, aktywno$¢ i struktura adsorbenta,
nasycenie komory parami rozpuszczalnika, temperatura. Jesli wigc stosujemy chromatografie
cienkowarstwowa w celu identyfikacji zwiazku, nalezy nanie$¢ na t¢ sama ptytke substancje
WZOIrcowa.

Chromatografig cienkowarstwowa stosuje si¢ ponadto do okres$lania ilosci sktadnikow
mieszaniny, kontroli czystos$ci zwigzku oraz jako probg wstepna przy doborze warunkow do
chromatografii kolumnowe;j.

TLC barwnikoéw roslinnych

Celem ¢wiczenia jest potwierdzenie przydatnosci chromatografii cienkowarstwowej do
rozdzialu barwnikow roslinnych zawartych w lisciach pietruszki.



Barwniki roslinne odgrywaja powazna rolg w metabolizmie organizmow zywych. Do
najbardziej rozpowszechnionych naleza zwiazki z grupy chlorofili i karotenoidow, biorace
udzial miedzy innymi w procesie fotosyntezy.

Chlorofil jest magnezoporfiryna zawierajaca uklad ztozony z czterech pierscieni pirolowych
potaczonych wiazaniami a-metinowymi. Chlorofil a barwy zo6tto-zielonej roézni si¢
chemicznie od chlorofilu b tym, Zze w miejsce jednej grupy metylowej w pozycji C3
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 (Cy0H39OH). Fitol jest alkoholem o dtugim tancuchu, zbudowanym z czterech
jednostek izoprenowych. Charakterystyczna cecha fizyczna chlorofili jest ich silna czerwona
fluorescencja.

Karotenoidy tworza grupe okoto 100 naturalnych barwnikéw §wiata roslinnego, zoitych,
pomaranczowych i czerwonych. Wspo6lna ich cecha jest rozpuszczalno$¢ w ttuszczach

1 w rozpuszczalnikach tluszczowych. Sa to zwiazki wysoko nienasycone posiadajace

40 atomow wegla zbudowane z o$miu potaczonych ze soba reszt izoprenoidowych.
Wszystkie karotenoidy posiadaja uktad sprz¢zonych wiazan podwojnych w tancuchu
weglowym, ktore sa sktonne do tworzenia izomerow geometrycznych cis-i trans-.

Przygotowanie wyciggu z liSci pietruszki

Okoto 2,0 g lisci pietruszki uciera si¢ w mozdzierzu z 10 cm® 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
1 oddzieli¢ warstwe organiczna. Ciemnozielona warstwe organiczna odparowuje si¢ do mate;j
objetosci (okoto 2 cm’).

Wykonanie oznaczenia:

Na gotowa ptytke o wymiarach szkietka mikroskopowego pokryta zelem krzemionkowym
nanie$¢ punktowo kapilara 3 plamki w odleglosci okoto 0,5 cm od brzegu i okoto 1 cm od
dotu plytki. Przygotowac komorg do rozwijania (zamknigty stoik wytozony bibuta)
zawierajaca eluent, czyli eter naftowy - alkohol etylowy bezwodny - toluen (40 : 4,5 : 15) do
wysokosci 0,5 cm. Nastepnie umiesci¢ ptytke w komorze i rozwina¢ chromatogram. Gdy
czolo rozpuszczalnika znajdzie si¢ w odleglosci 1 cm od gornej krawedzi ptytki, nalezy ja
wyjac, zaznaczy¢ czoto rozpuszczalnika i po wysuszeniu obliczy¢ Redla poszczegdlnych
barwnych plamek.

R¢barwnikow roslinnych dla uktadu eter naftowy - alkohol etylowy bezw. - benzen
(40:4,5:15) wynosza odpowiednio:

karoten 0,97

chlorofil a 0,81

chlorofil b 0,60

ksantofile 0,00-0,30

Na chromatogramie moga pojawi¢ si¢ barwne plamy produktéw degradacji chlorofili.



