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ADSORPCYJNA CHROMATOGRAFIA
CIENKOWARSTWOWA

l. Cel éwiczenia

1. Zapoznanie si¢ z technika chromatografii planarne;.

2. Poznanie zasady doboru optymalnych warunkéw prowadzenia procesu chroma-
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3. Poznanie warunkéw oznaczania sktadu mieszaniny nieznanych substancji.

Il. Zagadnienia wprowadzajace

Podstawy metody chromatograficzne;j.

Adsorbenty stosowane w chromatografii planarne;j.
Dobor fazy ruchomej w badaniach chromatograficznych.
Parametry retencyjne w chromatografii planarne;j.
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lll. Czes¢ teoretyczna

lll. 1. Wprowadzenie

Chromatografia nalezy do metod rozdzielania polegajacych na zréznicowaniu
szybkos$ci migracji czasteczek poszczegdlnych sktadnikéw mieszaniny. Kazdy uktad
chromatograficzny sktada sig z trzech elementéw:

— fazy ruchome;j,
— fazy nieruchomej,
— chromatografowanych substancji.

W trakcie procesu chromatograficznego badana substancja dzieli si¢ pomig-
dzy dwie fazy — ruchoma i nieruchoma.

3 —_—r O —> faza ruchoma

OOO faza nieruchoma

Rys. 1. Schemat podziat badanej substancji pomiedzy dwie fazy.

W adsorpcyjnej chromatografii cieczowej faza nieruchoma jest adsorbent, fa-
z3a ruchoma ciecz jedno- lub wieloskladnikowa, a rozdzial analizowanych substancji
jest wynikiem réznego powinowactwa adsorpcyjnego czasteczek rozdzielanych sub-
stancji do miejsc aktywnych adsorbentu. Réznice w powinowactwie adsorpcyjnym
(selektywna adsorpcja) sa wynikiem réznej budowy i charakteru chemicznego sub-
stancji. Substancje wykazujace wigksze powinowactwo adsorpcyjne do danego ad-
sorbentu (silniej adsorbuja si¢) sa silniej hamowane przez adsorbent, substancje sta-
biej adsorbujace si¢ szybciej poruszaja si¢ wzdluz zloza adsorbentu. Miarg podziatu
substancji pomiedzy dwie fazy jest wspotczynnik retencji k definiowany jako:

ilo$¢ substancji w fazie nieruchomej
ilo$¢ substancji w fazie ruchome;j

k=

Liczbowa warto$¢ k jest w danej temperaturze charakterystyczna dla danej
substancji w danym uktadzie chromatograficznym. Zalezy ona od rodzaju chromato-
grafowanej substancji (charakter chemiczny, wielko$¢ czasteczki, rodzaj, ilos¢ i
rozmieszczenie grup funkcyjnych).

Chromatografia cienkowarstwowa (planarna) jest metoda analityczna szeroko
stosowana zaréwno w laboratoriach analitycznych jak i zaktadach przemystowych.
Jest metoda pozwalajaca szybko i tanio przeprowadzi¢ analiz¢ badanych prébek.

W chromatografii cienkowarstwowej parametrem retencyjnym, wyznacza-
nym wprost z chromatogramu jest wielkos¢ Ry wyrazana jako:

R = a dystans przebyty przez $rodek plamki
F'= b T dystans przebyty przez czoto fazy ruchomej
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linia mety

linia startu

Rys. 2. Sposéb obliczania R z chromatogramu.
Wspdlczynnik retencji k zwiazany jest z wielko$cia Rr nastgpujaco:

_1-R, 1-R,

k' lub logk'=lo =R 1
R, g g R, M (M
Warto$¢ wspolczynnika Ry, obliczona z chromatogramu wynosi:
7Y linia mety
c| IRe
c
R, =log E %
d| R
v linia startu

Rys. 3. Sposéb obliczania Ry z chromatogramu.

W zaleznosci od uktadu chromatograficznego wartos¢ Ry substancji moze
osigga¢ warto$¢ 0 < Rr < 1. Substancja bardzo silnie adsorbujaca si¢ w danym ukta-
dzie osiaga warto$¢ Rr = 0 (zostaje na linii startu ). Gdy jej adsorpcja jest minimalna
wedruje z czotem fazy ruchomej i wowczas jej Ry = 1.

Wielko$¢ Rr (Ry) jest wigc rOwniez charakterystyczna dla analizowanej sub-
stancji. Oznacza to, ze wykonujac pomiary na danym adsorbencie, w danej tempera-
turze z uzyciem $cisle okre§lonej fazy ruchomej otrzymamy powtarzalne wyniki na-
wet w dlugim odstgpie czasowym.

Jednym z celéw analitycznych, wykorzystujacych chromatografig¢ cienkowar-
stwowa, jest podziat prébki (mieszaniny) na pojedyncze sktadniki. Prowadzac anali-
Z¢ nieznanej mieszaniny mozemy na podstawie warto$ci Rr wzorcOw substancji
i warto$ci Ry substancji otrzymanych z rozdzielenia mieszaniny okresli¢ jej sktad.
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Rys. 4. a — bardzo dobry, b — wystarczajacy, ¢ — zty rozdziat modelowej
mieszaniny na poszczegoélne skiadniki.

Wielkoscia charakteryzujaca rozdziat chromatograficzny jest wielko$¢ R:

2, -1) !
W1 -i-W2

Rys. 5. Sposéb obliczania Rs z chromatogramu.

gdzie [, i, to odlegtosci srodkéw plamek substancji 11 2 od linii startu, w; i w; sa
szeroko$ciami tych plamek. Warto$¢ R, powyzej 0.9 daje juz wystarczajacy rozdziat
sktadnikéw mieszaniny. Na warto$¢ Rr (R, ) analizowanej substancji ma wplyw
wiele czynnikéw:

—rodzaj i jako$¢ adsorbentu (jednorodno$¢ wielkosci ziarna, jednorodno$¢ war-
stwy adsorbentu, grubo$¢ warstwy),

—rodzaj fazy ruchomej (sita elucyjna poszczegdlnych sktadnikéw fazy rucho-
mej iich ilo§¢ zawarta w fazie ruchome;j),

—struktura analizowanej substancji (wielkos¢ molekuty, ilo$¢, jakos¢ i roz-
mieszczenie grup funkcyjnych w czasteczce),

— temperatura,

—ksztatt i wielkos¢ plamki ( doktadnos$¢ dozowania, ilos¢ zadozowanej sub-
stancji),

—warunki prowadzenia procesu rozwijania chromatogramu (ksztatt i wielko$¢
komory chromatograficznej, stopien wysycenia komory parami fazy rucho-
mej).
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Wszystkie wymienione wyzej czynniki moga powodowac, ze ksztalt plamek
bedzie odbiegal od idealnie symetrycznego. Czynniki te beda bowiem wplywac na
liniowo$¢ izotermy adsorpcji testowej substancji. W niektérych uktadach mozemy
si¢ nawet liczy¢ z wystgpowaniem tzw. ,,ogonowania” substancji. W takim przypad-
ku warto$¢ Ry substancji okreslamy biorac pod uwage maksimum st¢zenia w ogonu-
jace prébce (Srodek najintensywniej zabarwionego obszaru plamki). Bardzo silne
ogonowanie prébki jest dla nas informacja, ze wybraliSmy nieodpowiedni uktad
rozwijajacy (adsorbent + faza ruchoma), nie dowodzi braku wprawy w wykonywa-
niu tego typu analiz. Mozna wigc stwierdzi¢, ze trudno$¢ wykonywania analizy

polega przede wszystkim na odpowiednim dobraniu ukladu chromatograficzne-
go, czyli dobraniu najlepszych (optymalnych) warunkéw jej prowadzenia.

lll. 2. Optymalizacja warunkow analizy chromatograficznej

W optymalizowaniu warunkéw prowadzenia analizy chromatograficznej w
adsorpcyjnej chromatografii cieczowej gtéwna uwage nalezy wigc skupi¢ na odpo-
wiednim doborze adsorbentu i fazy ruchomej. Niezbgdne jest wigc poznanie wiasci-
wosci najczesciej stosowanych adsorbentow.

Adsorbenty ogdlnie mozna podzieli¢ na polarne i niepolarne.

Lp. Rodzaj adsorbentu Typowy przedstawiciel
1. | polarny nieorganiczny zel krzemionkowy, tlenek glinowy,
(hydrofilowy) krzemian magnezu

2. |niepolarny nieorganiczny wegiel aktywowany, sadza grafitowana

3 chemicznie modyfikowane aminopropylowe, cyjanopropylowe, diolo-
" |fazy polarne we fazy zwigzane

4 chemicznie modyfikowane silanizowany zel krzemionkowy, RP: C,,
" |fazy niepolarne C4,Cs, Cys

5. |polarne organiczne celuloza, chityna, poliamid

Najbardziej racjonalnym kryterium klasyfikacji adsorbentéw jest podzial na
podstawie ich porowatej struktury, chemicznego charakteru powierzchni, powierzch-
niowego rozlozenia tadunkéw elektrycznych itp.

W adsorpcyjnej chromatografii cienkowarstwowej najczegsciej stosuje si¢ zel
krzemionkowy i tlenek glinowy.

ll. 2.1. Zel krzemionkowy

Witasciwosci chromatograficzne adsorbentu otrzymanego przez polimeryzacj¢
kwasu krzemowego zaleza od metody otrzymywania i termicznej aktywacji. Po-
wierzchnie wilasciwe tak otrzymanych adsorbentéw zawieraja si¢ w granicach od
100 mz/g do 800 mz/g. W stosowanych w chromatografii cienkowarstwowej zelach
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krzemionkowych (ok. 500 mz/g), przy catkowicie zhydroksylowanej powierzchni
odlegto$¢ migdzy sasiednimi powierzchniowymi grupami OH wynosi ok. 5A. Takie
odlegtosci nie pozwalaja na utworzenie migdzy nimi mostkéw wodorowych. Wobec
tego o wlasciwosciach adsorpcyjnych zelu krzemionkowego decyduja swobodne i
blizniacze grupy hydroksylowe. Zel krzemionkowy wykazuje silne powinowactwo
do substancji i rozpuszczalnikow elektronodonorowych i elektronoakceptorowych.
Wielko$¢ adsorpcji ro$nie wraz ze wzrostem liczby wiazan podwdjnych i polarnych
grup funkcyjnych wystepujacych w czasteczkach chromatografowanych substancji.
Obecno$¢ grup funkcyjnych zwigksza na ogdét powinowactwo adsorpcyjne, przy
czym efekt ten rosnie w kolejnosci:

—Cl, < -H, < -OCH3;, < -NO,, < -NH,, < -OH, < —-CONH,, < -COOH

Adsorpcja chromatografowanych substancji na zelu krzemionkowym jest
przede wszystkim wynikiem tworzenia si¢ wiazan wodorowych pomigdzy grupami
funkcyjnymi substancji, a miejscami aktywnymi adsorbentu.

lll. 2.2. Tlenek glinowy

Tlenki glinowe stosowane w chromatografii maja zwykle strukturg y-Al,O3
i powierzchni¢ wilasciwa 100-200 mz/g. Model budowy powierzchni zapropono-
wany przez Lippensa i Periego wskazuje, ze tworza ja jony O oraz jony AI**. Jo-
ny glinu wypelniaja 2/3 pozycji im przypadajacych, pozostale nie wypetnione
miejsca tworza tzw. defekty powierzchni. Tlenek glinowy zawiera takze rézne ilo-
$ci wody w postaci réznych powierzchniowych grup hydroksylowych lub w postaci
zaadsorbowane;.

Na powierzchni tlenku glinowego istnieja cztery rodzaje centréw aktywnych:

— jony AI’* (kwasowe),

— jony O* (zasadowe),

— zjonizowane grupy —OH (zasadowe),

— protonowe defekty powierzchni (elektronoakceptorowe).

Na aktywnych miejscach kwasowych (jony AI’*) adsorbuje si¢ wigkszos¢
substancji. Szczegdlnie silnie adsorbuja si¢ na nich czasteczki weglowodoréw nie-
nasyconych lub aromatycznych ulegajace polaryzacji w polach elektrycznych. Na
zasadowych miejscach aktywnych (jony O*) adsorbuja si¢ gtéwnie czasteczki ma-
jace jedna lub wigcej grup kwasowych. Protonowe defekty powierzchni zachowuja
si¢ podobnie jak miejsca aktywne o charakterze kwasowym.

Adsorpcja na grupach —OH nie odgrywa wigkszej roli. Swiadczy o tym fakt,
ze adsorpcyjna aktywnos$¢ tlenku glinowego wzrasta z podwyzszeniem temperatury
aktywacji (usuwanie grup OH).

Tak wigc oddziatywania adsorpcyjne na tlenku glinowym maja charakter
elektrostatyczny.
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lll. 2.3. Fazy ruchome

W chromatografii najczesciej stosuje si¢ dwuskladnikowe fazy ruchome.
Sktad fazy ruchomej powinien by¢ tak dobrany, aby mogta by¢ ona uzyta w wybra-
nej technice chromatografii planarnej, a przede wszystkim zapewni¢ optymalng
zdolno$¢ rozdzielcza uktadu. Rozpuszczalniki wechodzace w sktad fazy ruchomej nie
powinny:

— reagowac¢ w sposob nieodwracalny z faza nieruchoma,

— reagowa¢ w sposOb nieodwracalny z chromatografowana substancja
(zmienia¢ jej charakter chemiczny),

— zawiera¢ nawet §ladowych ilo$ci zanieczyszczen.

W adsorpcyjnej chromatografii cieczowej sktadniki faz ruchomych réznia si¢
najczesciej znacznie sita elucyjna. Mieszajac poszczegdlne rozpuszczalniki w odpo-
wiednich ilosciach (stgzeniach) mozemy sterowac sila elucyjng fazy ruchomej. Po-
mocnymi w wyborze odpowiedniego sktadu fazy ruchomej sa tzw. szeregi eluotro-
powe. Sa to empiryczne zestawienia rozpuszczalnikow od najmniej polarnych do
silnie polarnych uporzadkowane dla danego typu adsorbentu. Na podstawie szere-
géw eluotropowych mozna stwierdzi¢, ze mieszaniny réznych rozpuszczalnikéw, dla
pewnych $cisle okreslonych dla nich stgzen, maja takie same wtasciwosci elucyjne.

Jezeli sktadniki fazy ruchomej znacznie rdéznia si¢ sita elucyjna to podczas
rozwijania chromatogramu mamy do czynienia ze zjawiskiem demiksji. Na skutek
selektywnej adsorpcji sktadnikéw mieszanej fazy ruchomej na ptytce tworza sig stre-
fy o r6znym sktadzie, na granicy ktérych tworzy si¢ front zwany frontem demiksji. O
obecnosci frontu demikcji mozemy si¢ przekona¢, gdy chromatografowana substan-
cja znajdzie si¢ na jego czole. Wowczas jej plamka bedzie splaszczona i rozmyta w
kierunku prostopadlym do poruszania sig¢ fazy ruchome;j.
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IV. Czes¢ doswiadczalna

A. Aparatura i odczynniki

1.

Sprzet:
— komory do chromatografii planarnej — 2 szt.,
ponumerowane od (1) do (11) kolbki o poj. 25 cm’ zawierajace testowe

substancje — 11 szt.,
kolbki miarowe o poj. 50 cm® — 4 szt.,

pipety 0 poj. 5 cm® — 5 szt.,

— zlewka o0 poj. 50 cm’® — 1 szt.,

ptytki chromatograficzne pokryte SiO; (lub Al,O3),

pocigte kawatki bibuty,

pipetki do nakraplania substancji,

— eksykator.

Odczynniki:

— heksan, czterochlorek wegla, toluen, chlorek etylenu, aceton,

— numerowane kolbki z substancjami: (1) 2-nitroanilina, (2) 3-nitroanilina,
(3) 4-nitroanilina, (4) mieszanka I, (5) 2-nitrofenol, (6) 4-metylo-2-
nitroanilina, (7) 2-metylo-5-nitroanilina, (8) mieszanka II, (9) 2-metylo-4-
nitroanilina, (10) sudan II, (11) sudan III.

B. Program ¢éwiczenia

1.

Przygotowanie faz ruchomych.

2. Przygotowanie plytek do analizy.

3.

Rozwinigcie chromatograméw.

C. Sposob wykonania ¢wiczenia

1.

Przygotowanie faz ruchomych.
Sporzadzié po 5 cm® nastepujacych faz ruchomych:
— heksan + czterochlorek wegla 3:2,

— heksan + toluen 3:2,
— heksan + chlorek etylenu 3:2,
— heksan + aceton 3:2.

Przygotowanie ptytek do analizy.

Plytki chromatograficzne wykorzystywane do ¢wiczenia otrzymano
przez podziat ptytki o wigkszych rozmiarach. Substancje nalezy nanosi¢
wzdluz nie cigtego boku. Substancje nalezy nakrapla¢ w odlegtosci 1 cm jed-
na od drugiej zachowujac odlegto$¢ od bokéw plytki rowniez 1 cm. Substan-
cje nakrapla¢ pipetkami 0.7 cm od poczatku ptytki w taki sposéb, aby jej
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plamka na adsorbencie miata $rednicg max. 3 mm. W przypadku nakroplenia
wigkszej plamki _nie wymienia¢ ptytki. Miejsce, w ktérym beda nakraplane
substancje delikatnie oznaczy¢ oléwkiem, aby nie zdrapaé¢ adsorbentu
(malutki punkt). Miejsce nakroplenia substancji to linia startu. Lini¢ mety
(odlegtos¢ na ktéra bedziemy rozwija¢ chromatogram) réwniez bardzo deli-
katnie zaznaczy¢ oléwkiem w odlegtosci 9 cm od linii startu.

Substancje nanosi¢ na plytkg szklanymi kapilarkami. Do kazdej sub-
stancji nalezy stosowac inng kapilarke. Substancje mozna nakropli¢ od razu
na wszystkie cztery ptytki, a nastgpnie ptytki nie rozwijane w danej chwili
ponownie umiesci¢ w eksykatorze. Po nakropleniu substancji kapilarki bar-
dzo dokladnie umy¢ acetonem, osuszy¢ bibulg i umiesci¢ w pojemniku.

. Rozwijanie chromatogramu.

Wszystkie czynnosci zwiazane z komora nalezy wykonywac ostroz-
nie, aby nie stluc szklanych elementéw (Schemat komory przedstawiono na
nastgpnej stronie):

— zdjac szklana szybke przykrywajaca (1),

— przesuna¢ maksymalnie do siebie ptytke szklang (2),

— wiozy¢ do komory ptytke chromatograficzna z naniesionymi substancjami
(adsorbentem do goéry) w ten sposob, aby krawedz ptytki z substancjami
znajdowala si¢ przy wystepie (3). Plytka powinna leze¢ na krawedziach (4),

— wla¢ fazg ruchoma pod plytk¢ (2) nie wyjmujac jej z komory. Wlew fazy
ruchomej znajduje si¢ z boku ptytki (2) (plytsze wglebienie po prawej
stronie ). Gdy faza ruchoma podptynie pod ptytke (2) nalezy ja przesunaé
w kierunku wystepu (3) (do oporu). O tym czy komora jest wypoziomo-
wana $wiadczy uktad cieczy pod ptytka (2). Jezeli ciecz gromadzi sig z
jednej strony ptytki (2) nalezy $rubami (5) wypoziomowac¢ komore tak,
aby ciecz pod plytka byla rozmieszczona rownomiernie,

— plytke chromatograficzna nasuna¢ na wystep (3), przytrzymujac jednocze-
$nie plytke (2) przy wystgpie. W takim potozeniu faza ruchoma powinna
by¢ zassana przez warstwe adsorbentu. Jezeli faza ruchoma nie zostanie
zassana nalezy poruszy¢ plytka chromatograficzna i szklang (2) (docisnaé
je do siebie ponownie, nie nalezy wyjmowac z komory Zadnej z nich),

— gdy faza ruchoma zostanie zassana przykry¢ komorg szklem (1) i czekaé
do momentu az faza ruchoma dojdzie do linii mety,

— gdy faza ruchoma dojdzie do linii mety nalezy zdja¢ (w miar¢ szybko)
szybe (1) i odsuna¢ plytke (2) od wystepu (3) (zasysanie fazy ruchomej zo-
stanie przerwane) wyjac ptytke chromatograficzng z komory i umiescic¢ ja
pod dygestorium w celu odparowania fazy ruchome;j,
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Rys. 7. Schemat komory chromatograficznej.

— w ten sposOb rozwingé cztery chromatogramy uzywajac réznych faz ru-
chomych,

— Po rozwinigciu chromatogramu nalezy wyjac¢ z komory ptytke (2) i bibuta
zebra¢ pozostata faz¢ ruchoma. Bibul¢ umiesci¢ pod dygestorium. Gdy
komora bedzie sucha mozna zmieni¢ faze ruchomg. Jezeli w trakcie
rozwijania chromatogramu zabraknie fazy ruchomej pod ptytka (2) to na-
lezy ja uzupetni¢ nie przerywajac pomiaru. W tym celu nalezy przesunac
od siebie szybe (1) i dola¢ fazg ruchoma przez wlot obok ptytki (2).

Po rozwinigciu wszystkich chromatograméw komory osuszy¢ bibula,
resztki fazy ruchomej w kolbkach wyla¢ do butelki pod dygestorium z napi-
sem ZLEWKI.

D. Opracowanie wynikéw

1. Wykona¢ pomiary chromatograficzne na zelu krzemionkowym lun tlenku
glinu (rodzaj adsorbentu okresli prowadzacy ¢wiczenia):
— w przypadku zelu krzemionkowego nakraplamy substancje z kolbek (1)
do (7),
— dla tlenku glinu nakraplamy substancje z kolbek (1), (2), (3), (8), (9), (6),
(10)1 (11).
2. Wyznaczy¢ wartosci R 1 Ry wszystkich substancji we wszystkich uktadach
i umiesci¢ je w tabeli.
3. Analizujac warto$ci Ry i Ry testowych substancji wysuna¢ wnioski dotyczace
ich adsorpcji w poszczegdlnych uktadach chromatograficznych.
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4. Biorac pod uwage budowe czasteczek testowych substancji opisa¢ wptyw
struktury substancji na warto$ci parametrow chromatograficznych (wzory su-
danu II i sudanu III mozna znalez¢ w katalogu Aldricha 1996-1997).

5. Na podstawie wielkosci warto$ci Ry testowych substancji okresli¢ sktad za-
dozowanej mieszaniny.

Ze wzgledu na wysokg cene ptytek sga one regenerowane po zakonczeniu
¢wiczenia. W zwigzku z tym s$rodek plamki substancji nalezy wyznaczy¢ je-
dynie przez przytozenie linijki i odczytanie odlegtosci.

Nie wolno obrysowywac plamek, zaznaczaé¢ srodka otowkiem lub
dtugopisem !!!!




