Cwiczenie nr VIIb-S

ZWIL ZALNO SC. ADSORPCYJNA
CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTW OWA

Celemc¢wiczenia jest zbadanie procesu 2aitia sproszkowanego ciata statego przez roz-
twory barwnikow przy zastosowaniu metody chromaafigcienkowarstwowej oraz poznanie
zasad doboru optymalnych warunkéw prowadzenia groodromatograficznego przy roz-
dziale mieszanin.

Swobodna energia powierzchniowa a proceszanib.
Podstawy metody chromatograficzne;j.

Adsorbenty stosowane w chromatografii cienkowarstejo
Barwniki kosmetyczne.
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Zwil zalngs¢. Barwniki kosmetyczne

lll. Czes¢€ teoretyczna

Ill. 1. Swobodna energia powierzchniowa a proces zw ilza-
nia

Teoria do punktu Ill. 1. znajdujeesiv ¢wiczeniu nr Vlla-S.

lll. 2. Podstawy metody chromatograficznej

lll. 2.1. Parametry retencyjne

Chromatografia nalezy do metod rozdzielania polegaych na zrénicowaniu szybkeci
poruszania siczasteczek poszczegoélnych sktadnikdw mieszaniny. Ukla@matograficzny
sktada s z fazy ruchomej i fazy nieruchomej. W trakcie @sg chromatograficznego bada-
na substancja dzielispomkdzy te dwie fazy. W adsorpcyjnej chromatograficziewe] faz
nieruchom jest adsorbent, fazruchomy za ciecz jedno- lub wielosktadnikowa. Rozdziat
analizowanych substancji wynika zzrego powinowactwa @steczek rozdzielanych sub-
stancji do miejsc aktywnych adsorbentu.zRiée w powinowactwie adsorpcyjnym (selek-
tywna adsorpcja)aswynikiem r&nej budowy i charakteru chemicznego substancjisguib
cje wykazugce wiksze powinowactwo adsorpcyjne do danego adsork{sitiej adsorbuj
si¢) ;1 silniej hamowane przez adsorbent, substancjeegtadsorbujce s¢ szybciej porusza-
ja sie wzdhuz ztoza adsorbentu. Miarpodziatu substancji pogdzy dwie fazy jesivspot-
czynnik retencji k definiowany jako:

ilo§¢ substancji w fazie nieruchome]
ilo$¢ substancji w fazie ruchomej

k=

Zalezy on od rodzaju chromatografowanej substancji @ktaru chemicznego, budowyaez
steczki, rodzaju, iléci i potozenia grup funkcyjnych).

Adsorpcyjna chromatografia cienkowarstwowa (plaaajast metogl analityczn szybk i
tanig, dlatego te czesto stosowan zaréwno w laboratoriach analitycznych jak i przefoy
wych. W chromatografii cienkowarstwowej parametnetencyjnym jest wielké Rr wy-
razana jako:

_a dystans przebyty przérodek plamki
Re= = dystans przebyty przez czoto fazy ruchome;j
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y linia mety

linia startu

Rys. 1. Metoda wyznaczania Rg z chromatogramu.

Wspotczynnik retencjk zwiazany jest z wielkécia R= nas¢pujacym wyrazeniem:

1-R 1-R
k= F lub logk=Ilo F=R 2
R g g R M (2)
Wartas¢ wspotczynnikaRy obliczona z chromatogramu wynosi:
7Y linia mety
c| 1-k
Ry =log— ®
d R
Y linia startu

Rys. 2. Metoda wyznaczania Ry z chromatogramu.

W zaleznosci od uktadu chromatograficznego wadr: substancji mee osagat wartasé
0 < Rr < 1. Substancja bardzo silnie adsosdbajs¢ w danym uktadzie osga warté¢ R =0
(zostaje na linii startu). Gdy jej adsorpcja jeshimalna wedruje z czotem fazy ruchomej i
wowczas jejR= = 1. Chromatogradi cienkowarstwow mozna wykorzysta do rozdziatu
probki (mieszaniny) na pojedyncze skladniki. Progaadanaliz nieznanej mieszaniny (np.
barwnikdédw) mana na podstawie wado R wzorcéw substancji i warfoi Re  substanciji
otrzymanych z rozdzielenia mieszaniny ckirejej skiad.
Na wartdgci parametréw retencji analizowanej substancji wyatywiele czynnikéw: rodzaj i
jakos¢ adsorbentu, rodzaj fazy ruchomej, budowa badaumeggtancii, warunki prowadzenia
procesu (temperatura, ksztalt i wiedkqglamki, stopié@ wysycenia komory parami fazy ru-
chomej).
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Rys. 3. Schemat rozdzialu mieszaniny: a — bardzo dobry, b — wystarczajacy, ¢ —
zly rozdziat modelowej mieszaniny na poszczegélne sktadniki.
Wielkoscia charakteryzujca rozdziat chromatograficzny jest wiek®Rs:

— 2('1 _Iz) I
W, + W, Wo

Rys. 4. Metoda wyznaczania Rs z chromatogramu.

gdzie l; i |, oznaczaj odlegiadci srodkéw plamek substancji 1 i 2 od linii startw;
I W to szerokéci plamek. Uzyskana wadé Rspowyzej 0.9 informuje nas o wystarczaym
rozdziale sktadnikbw mieszaniny.

Wymienione wyej czynniki mog sprawt, ze ksztait plamek dalzie odbiegat od idealnie
symetrycznego. Czynniki tectla bowiem wptywa na liniowas¢ izotermy adsorpcji testowej
substancji. W niektérych uktadach meodogé do tzw. ,ogonowania” substancji. W takim
przypadku wart& Re substancji okresla sk biorac pod uwag maksimum sgzenia w ogonu-
jacej prébce. Bardzo silne ogonowanie dowod=,wybrany zostat nieodpowiedni uktad
rozwijajacy (adsorbent + faza ruchoma).

W celu optymalizacji warunkéw prowadzenia analizaesorpcyjnej chromatografii cien-
kowarstwowe] naley zwrock uwag na dobor odpowiedniego adsorbentu i odpowiedniej
fazy ruchomej. W zwizku z tym naley zapozna si¢ z witasciwosciami adsorbentoéw. W ta-
beli przedstawiono podziat adsorbentow ngjciej stosowanych w chromatografii planarne;.
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Rodzaj adsorbentu Typowy przedstawiciel

zel krzemionkowy, tlenek glinowy,

polarny nieorganiczny (hydrofilowy) krzemian magnezu

niepolarny nieorganiczny wegiel aktywowany, sadza grafitowana
chemicznie modyfikowane fazy po- aminopropylowe, cyjanopropylowe, diolo-
larne we fazy zwigzane

chemicznie modyfikowane fazy nie- | silanizowany zel krzemionkowy, RP: C,,
polarne Cs, Cg, Cus

polarne organiczne Celuloza, chityna, poliamid

lll. 2.2. Dobor fazy ruchomej

W adsorpcyjnej chromatografii cienkowarstwowejozaejciej stosuje s dwusktadnikowe
fazy ruchome dobrane tak, aby zapewoptymalm zdoInc¢ rozdzielca uktadu. Rozpusz-
czalniki wchodzace w skiad fazy ruchomej nie mpgeagowd w sposob nieodwracalny z
faza nieruchom, zmienia& charakteru chemicznego substancji chromatografepvaraz za-
wierat zanieczyszcze

W adsorpcyjnej chromatografii cieczowej pomocne ybarze odpowiedniego sktadu fazy
ruchomej § tzw. szeregi eluotropoweKryterium podziatu jest polar§é rozpuszczalnikow
uporzadkowana dla danego typu adsorbentu. Na podstawiegaw eluotropowych nioa
okresli¢ wiasciwosci elucyjne mieszaniny piych rozpuszczalnikéw o zaych stzeniach.
Gdy sktadniki fazy ruchomej znacznieznig sie sita elucyjm to podczas rozwijania chroma-
togramu mamy do czynienia ze zjawiskiel®miksji(plamka sptaszczona i rozmyta w kie-
runku prostopadtym do poruszanig $azy ruchomej). Im bardziej polarny rozpuszczalnik
tym silniej s adsorbuje, a tym samym adsorpcja substancji testémp. barwnika) jest
mniejsza ze wzgtu na zachodgy proces adsorpcji konkurencyjnej.

Ill. 3. Adsorbenty stosowane w chromatografii cienk owar-
stwowej

lll. 3.1. Budowa zelu krzemionkowego a oddziatywania powierzch-
niowe

Zel krzemionkowy to adsorbent hydrofilowy, typowyzpdstawiciel polarnych adsorben-
téw nieorganicznych. Wkaiwosci powierzchniowe adsorbentu otrzymanego przezpaly-
zack kwasu krzemowego zag od metody otrzymywania i termicznej aktywacji. Po-
wierzchnia wiiciwa adsorbentu wynosi zazwyczaj od 108gmio 800 rfVg.

Proces wygrzewaniaelu w temperaturze ok. 280 powoduje usurtie z jego po-
wierzchni wody zaadsorbowanej fizycznie. Na powsars pozosta funkcyjne grupy hy-
droksylowe, zwizane ze szkieletem yaaniami kowalencyjnymi oraz grupy siloksanowe.
Obecndé¢ na powierzchni tych dwu rodzajéw grup decyduje faseiwosciach powierzch-
niowychzelu. Grupy hydroksylowe (silanolowe) ugeme g za silne centra adsorpcyjne (nie
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rownocenne pod wzgllem zdolnéci adsorpcyjnych) dzki specyficznym oddziatywaniom z
czasteczkami adsorbatu na skutek tworzenia mostkéwovevdych lub ogdlniej wizaa do-
norowo-akceptorowych (kwasowo-zasadowych). O spexyych wigciwosciach adsorpcyj-
nychzelu decyduje il& grup OH przypadagych na jednostkpowierzchni oraz rodzaj two-
rzonych przez nie centrow adsorpcyjnych. Wygrzewaeliu w wyzszych temperaturach po-
woduje usunjcie z powierzchni grup hydroksylowych, przez co detavosci hydrofilowe
zmieniap sig¢ na skutek tworzenia wzan siloksanowych. Powierzchniowe grupy siloksanowe
nie maj charakteru polarnego i traktowang zzwyczaj jako miejsca apolarne, hydrofobo-
we, ktére nie mog tworzy¢ wiagzan wodorowych, co prowadzi do olieinia zdolnéci ad-
sorpcyjnych. Znajomi liczby powierzchniowych grup hydroksylowych w wakach cat-
kowitej hydroksylacji umaliwia okreslenie maksymalne] aktywidoi adsorpcyjnejzelu.
Przyjmuje st, ze srednia liczba grup OH na maksymalnie zhydroksylosygrowierzchni
(suszenie Si@w prézni w temperaturze ok. 200) wynosi 4,6 grup/nfa W miag podwyz-
szania temperatury wygrzewania probek, hydrofilpeavierzchniazelu staje si hydrofobo-
wa na skutek dehydroksylacji i tworzenia siostkow siloksanowych:

O wiasciwosciach adsorpcyjnyclielu krzemionkowego decyduswobodne i bliniacze
grupy hydroksyloweZel krzemionkowy wykazuje silne powinowactwo do dabsji elek-
tronodonorowych i elektronoakceptorowych. Wielkadsorpcji rénie wraz ze wzrostem
liczby wiazan podwojnych i polarnych grup funkcyjnych wygptijacych w casteczkach sub-
stancji penetragcych zel krzemionkowy. Obecrso grup funkcyjnych w cgsteczce zwiksza
zazwyczaj jej powinowactwo deelu, przy czym efekt ten énie w nastpujacej kolejngci:

-Cl <-H <-0OCH; < -NH;< -OH< -CONH, < -COOH

Przemieszczanie ¢ssubstancji naelu krzemionkowym jest przede wszystkim wynikiem
tworzenia s wiazanh wodorowych pomidzy grupami funkcyjnymi substancji a miejscami
aktywnymi zelu. W zaleénaosci od rodzaju i budowy barwnika zachodzi lub machodzi
proces adsorpcji. Mdiwos¢ powstawania wewgtrznego mostka wodorowego wasteczce
barwnika ostabia zdol§é adsorbowania sisubstanciji.
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lll. 3.2. Budowa tlenku glinowego a oddziatywaniap  owierzchniowe

Tlenki glinowe okrélaja grupe zwiazkOw zawieraicych oprdocz AIOsz rézne ilasci wody
(w postaci powierzchniowych grup hydroksylowych labpostaci zaadsorbowanej) oraz
tlenki metali ziem alkalicznych. Tlenki glinowe stmwvane najegciej w chromatografii
planarnej ma zwykle struktug y-Al,O3 (klasyfikacja Lippensa) i powierzchniwtasciwa
rzedu 100—200 rflg. Powierzchni tlenku twora jony OF oraz jony AF*. Jony AF* zajmu-
ja 2/3 pozycji im przypadagych, pozostate nie wypetnione miejsca to defektyierzchni.

Na powierzchni tlenku glinowego istniefztery rodzaje centréw aktywnych: jony>Al
(kwasowe), jony & (zasadowe), zjonizowane grupy —OH (zasadowe}opowe defekty
powierzchni (elektronoakceptorowe). ¥¥szc¢ substanciji adsorbujegsna aktywnych miej-
scach kwasowych (jony Al). Obserwuje si szczegélnie silmi adsorpaj na tych miejscach
weglowodorow nienasyconych lub aromatycznych. Na desgch miejscach aktywnych
(jony O%) adsorbuj sic gléwnie casteczki posiadage grupy kwasowe. Protonowe defekty
powierzchni zachowaj si¢ podobnie jak miejsca aktywne o charakterze kwasowAd-
sorpcja na grupach —OH jest niewielka, o czymadczy wzrastajca aktywndé¢ adsorpcyj-
nay-Al,O3; wraz z podwyszeniem temperatury aktywacji (usuwanie grup OHZzyjuje
si¢, ze oddziatywania powierzchniowe na tlenku glinowynjgrcharakter gtownie elektro-
statyczny.

lll. 4. Barwniki kosmetyczne

Barwniki to zwhzki organiczne barwne lub bezbarwne absadmrgwiatto widzialne lub
bliski nadfiolet oraz mage zdoln&c¢ trwatego zabarwiania innych substancji. Barwnikigan
by¢ pochodzenia naturalnego i syntetycznego, co puagree za gtéwne kryterium ich po-
dziatlu. Do barwnikow naturalnych, pozyskiwanychurasvcow rdglinnych i zwierzcych,
zaliczamy:

» karotenoidy @-karoten 3-karoten, luteina),
* antocyjany (pelargonidyna, cyjanidyna),
» flawonoidy (kwercetyna, apigenina),

» chlorofile (chlorofil a).

Do barwnikow syntetycznych zaliczamy:
* barwniki azowe (oranmetylowy, czerwié Kongo, tartrazyna),
« barwniki trifenylometanowe (ziete malachitowa, fenoloftaleina, fluoresceina,
eozyna, erytrozyna),
» barwniki antrachinonowe (alizaryna),
» barwniki tiazynowe (kkit metylenowy),
* indygoidy (indygotyna),
* inne ( kurkuminazotcien chinolinowa).
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Barwniki wykorzystywane w przende kosmetycznym mugzspetni@ szereg wymo-
gow. Przede wszystkim musto by substancje nieszkodliwe dla zdrowia, ze wdglna
przenikliwas¢ skory (pudry, rae, farby, tusze, cienie do powiek, lakiery) i #imos¢ do-
stania s¢ do organizmu (pomadki, konturéwki).

Do barwnikéw naturalnych stosowanych w kosmetyal&zamy gtownie:

chlorofil (bardzo trwaty barwnik, ma wdeiwosci dezynfekcyjne, przyjmuje #de od-
cienie zieleni, jest wykorzystywany w pastach do&@v, mydtach, kremach),

karoten (barwnik pomafi@zowy - samoopalacze i olejki z prowitamif),

szafran (barwnikottoczerwony stosowany do produkcji kremow i ponmgde

henna (barwnik utleniagy sk na powietrzu do rnych odcieni, jest wykorzystywany
do produkcji farb do wtoséw),

karmin (barwnik pochodzenia zwieego do wyrobu pomadek i kredek do ust),

Barwniki syntetyczne stosowane w przaykosmetycznym dzieli sizazwyczaj na:

rozpuszczalne w wodzie lub innym rozpuszczalnikeef@wona eozyna;oitozielona
fluoresceina wykazuaga silry zieloms fluorescengj, czerwona rodamina z niebiesk
fluorescendj),

nierozpuszczalne w wodzie i innych rozpuszczalrk@aki - pigmenty).
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V. Czes€ doswiadczalna
A. Aparatura i odczynniki

1. Sprzt:
— komory do chromatografii planarnej — 2 szt.,
— ponumerowane od (1) do (10) buteleczki zawigajtestowe substancje — 10 szt.,
— pojemniki na fazy ruchome — 2 szt.,
— pipety o poj. 5 crh— 3 szt.,
— zlewka o poj. 50 ch— 1 szt.,
— ptytki chromatograficzne pokryte Si@ub Al,Os),
— pockte kawatki bibuty,
— kapilarki do nakraplania substancji — 10 szt.,
— eksykator.
2. Odczynniki:
— heksan, toluen, aceton,
— numerowane kolbki z substancjami: (1) 2-nitroamwifirf2) 3-nitroanilina, (3)
azobenzen, (4) sudan I, (5) 4-metylo-2-nitroamil{®) 2-metylo-5-nitroanilina, (7)
2-metylo-4-nitroanilina, (8) mieszanka (9) eozyfid)) fluoresceina.

B. Program ¢éwiczenia

1. Przygotowanie faz ruchomych.
2. Przygotowanie ptytek do analizy.
3. Rozwinicie chromatogramow.

C. Sposob wykonania ¢éwiczenia

1. Przygotowanie faz ruchomych.

Sporadzié po 5 cni nastpujacych faz ruchomych:

— heksan + toluen 3:2,

— heksan + aceton 3:2.
2. Przygotowanie ptytek do analizy.
Na ptytki chromatograficzne nalg nakrapla substancje w odlegioi 1 cm jedna od dru-
giej, zachowujc odlegté¢ od bokow ptytki przynajmniej 0,5 cm. Ligistartu (9 cm od
konca ptytki) i miejsce, w ktérym dala nakraplane substancje delikatnie oznéaozpw-
kiem, aby nie zdragaadsorbentuSubstancje nakraggponumerowanymi kapilarkami
(do kazdej substancji stosujemy igntak, aby plamki na adsorbencie miatgdnic max.
3 mm. Substancje mna nakropk od razu na obie ptytki. Na ptytkielu krzemionkowe-
go (lub tlenku glinu, rodzaj adsorbentu altr@rowadzcy ¢wiczenia) nakraplamy kolej-
no substancje z kolbek od (1) do (10). Po nakraoplsabstancji kapilarki naky doktad-
nie umy acetonemosuszy bibufa i umiesci¢c w pojemniku.
3. Rozwijanie chromatogramu.
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Wszystkie czynngci zwiazane z komer naleey wykonywa ostraznie, aby nie sttuc

szklanych elementdw:

— zdja¢ szklary szybk; przykrywapca [1],

— przesun¢ maksymalnie do siebie phglszklam [2],

— wla¢ fazg ruchony pod ptytlke [2] nie wyjmupgc jej z komory. Wlew fazy ruchomej
znajduje s§ z boku ptytki [2] (ptytsze wgbienie po prawej stronie ). Gdy faza ru-
choma podptynie pod ptytk[2] nalezry ja przesua¢ w kierunku wysgpu [3] (do
oporu). O tym czy komora jest wypoziomowaivaadczy uktad cieczy pod ptydk
[2] Jezeli ciecz gromadzi giz jednej strony plytki [2] naley srubami [5] wypozio-
mowa komok tak, aby ciecz pod ptyikbyta rozmieszczona rownomiernie,

— witozy¢ do komory ptytkk chromatograficzen z naniesionymi substancjami (adsor-
bentem do gényw ten sposob, aby kradz ptytki z substancjami znajdowataesi
przy wystpie [3]. Ptytka powinna lex na kravgdziach [4],

— plytke chromatograficzip nasuiaé¢ na wysgp [3], przytrzymugc jednoczénie piyt-
ke [2] przy wystpie. W takim potaeniu faza ruchoma powinna dyassana przez
warstwe adsorbentu. Zeli faza ruchoma nie zostanie zassanazygh@ruszy ptyt-
ka chromatograficzi szklary [2] (docisr¢ je do siebie ponownie, nie wyjngj z
komory),

— gdy faza ruchoma zostanie zassana prazykomor szybly [1] i czek& do mo-
mentu & faza ruchoma dojdzie do linii mety (koniec ptytki)

— gdy faza ruchoma dojdzie do linii mety natezdja¢ szyblk [1] i odsuraé ptytke [2]
od wystpu [3] (zasysanie fazy ruchomej zostanie przerwangi¢ ptytke chroma-
tograficzry z komory i_umiécic ja pod dygestorium w celu odparowania fazy ru-
chomej,

— w ten sposéb rozwid dwa chromatogramyzywajac réznych faz ruchomych,

— po rozwinkciu chromatogramu natg wyja¢ z komory ptytk [2] (zwrécic
uwag: na jej potaenie, krétsza ¢&¢ na dole) i bibwt zebr& pozostat faze ru-
chomy. Jereli w trakcie rozwijania chromatogramu zabraknieyfauchomej pod
ptytka [2] to nalezy ja uzupeiné nie przerywac pomiaru. W tym celu natg prze-
sum¢ od siebie szyb[1] i dolat faze ruchona przez wlot obok ptytki [2].

Po rozwingciu chromatograméw komory ury niewielka iloscia acetonu
I osuszy bibul, resztki fazy ruchomej w kolbkach wylao butelki pod dygesto-
rium z napisem ZLEWKI.
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Rys. 5. Schemat komory chromatograficzne;j.

D. Opracowanie wynikow

1. Wyznaczy wartasci Rr i Ry wszystkich substancji w obu badanych uktadach.

2. Wyznaczy wartcici Rs dla wytej mieszaniny (kolbka 8).

3. Analizujac wartagci R i Ry substancji testowych wysadwnioski dotycace ich ad-
sorpcji w poszczegoélnych uktadach chromatografichny

4. Biorac pod uwag budowe uzytych barwnikow kosmetycznych opésevptyw struktu-
ry substancji na warfai parametréw chromatograficznych.

5. Na podstawie wartei R substancji testowych okdle¢ sktad zadozowanej mieszani-
ny.

6. Na podstawie wartei zaroOwnoR¢ jak i Rs pod& najlepszy skiad fazy ruchomej do
rozdzielenia mieszaniny.

Ze wzgkdu na wysok cere ptytek s one regenerowane po zakaeniuéwiczenia. Dla-
teqgo srodek plamki substancji nale wyznaczy¢ jedynie przez przyienie linijki i od-
czytanie odlegiéci.
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