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Zajecia nr 2
Chromatografia. Nomenklatura zwiazkow organicznych II

1. Zakres materialu:

podziat i krétka charakterystyka metod chromatograficznych, adsorbenty stosowane w
chromatografii, rozpuszczalniki stosowane w chromatografii (szereg eluotropowy)
zastosowanie i wykonanie chromatografii cienkowarstwowej TLC, wybor rozpuszczalnika,
wartosc Rf,

preparatywna chromatografia TLC

saczenie molekularne,

nazewnictwo eteréw, aldehydéw, ketonéw, kwasow karboksylowych, estrow, amin, amidow.

. Literatura:
Mariusz Rosinski, Dorota Piasecka-Kwiatkowska, Jerzy R. Warchalewski, Przeglad metod
separacji i oczyszczania biatek przydatnych w badaniach i analizie zywnosci, ZYWNOSC.
Nauka. Technologia. Jakos¢, 2005, 3 (44), 5-22.
e Piotr Kowalski Laboratorium chemii organicznej, Techniki pracy i przepisy BHP
(Wydawnictwo Naukowo-Techniczne, 2004).
e Harold Hart, Chemia organiczna. Krétki kurs, (Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2008).
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3. Teoria

Chromatograficzne metody rozdzialu substancji

Chromatografia, ,pisanie kolorem” (gr. chroma = kolor + graphe = pisanie) jest technika
shuzaca do rozdzielania lub badania skladu mieszanin zwiazkéw chemicznych. W metodzie tej
nastepuje rozdzial mieszaniny skladnikéw pomiedzy dwie fazy: faze nieruchoma — stacjonarna
(bibutla filtracyjna, cienka warstwa adsorbentu naniesiona na plytke, wypelnienie kolumny)
oraz duza objetosciowo faze ruchoma — mobilng (ciecz lub gaz). Faza ruchoma stanowi tu site
napedowa procesu, z kolei faza nieruchoma odgrywa role sily hamujacej migracje sktadnikow.
Rozdziat substancji pomiedzy obie fazy nastepuje na skutek réznicy wspotczynnikow podziatu
sktadnikow mieszaniny pomiedzy obydwie fazy. SzybkoS¢ migracji substancji jest tym
wieksza, im mniejszy jest wspoélczynnik podzialu (mniejsze powinowactwo skladnika do fazy
stacjonarnej).

W ogélnym przypadku, chromatograficzny rozdzial substancji nastepuje w wyniku

przepuszczenia roztworu badanej mieszaniny przez specjalnie spreparowana faze stacjonarna.
Podczas przeptywu eluentu (fazy ruchomej) przez faze stacjonarng nastepuje proces elucji
czyli wymywania zaadsorbowanych (lub zwiazanych) substancji. Intensywnos¢ tego procesu
jest rozna dla poszczegolnych skladnikow mieszaniny. Jedne skladniki sa zatrzymywane w
fazie stacjonarnej dluzej, a inne krocej (inna jest retencja), dzieki czemu moze nastepowac ich
separacja.
Chromatografia stosowana jest zaréwno do badan jakosciowych, iloSciowych, jak i dla celow
preparatywnych. Sprzezenie, chromatografii gazowej z innymi metodami, na przyktad
spektrometria masowa lub spektrofotometria w podczerwieni, znacznie rozszerza mozliwosci
identyfikacji rozdzielanych sktadnikéw.

Podzial metod chromatograficznych

Metody chromatograficzne mozna klasyfikowac wedlug wielu kryteriow.
W zaleznosci od stanu skupienia fazy ruchomej, czyli medium wymywajacego (eluentu),
rozroznia sie nastepujace techniki chromatograficzne:

» chromatografia cieczowa, w ktorej eluentem jest ciekly rozpuszczalnik lub mieszanina
rozpuszczalnikow,

» chromatografia gazowa, w ktérej eluentem jest gaz (hel, argon, azot, rzadziej wodor),

» chromatografia fluidalna, w ktérej eluentem jest ciecz w stanie nadkrytycznym (fluid).
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Ze wzgledu na stan skupienia fazy nieruchomej — stacjonarnej wyrézniamy uktady:

Faza ruchoma | Faza stacjonarna | Typ chromatografii

gaz ciecz GLC gas - liquid chromatography
ciecz ciecz LLC liquid - liquid chromatography
gaz cialo stale GSC gas - solid chromatography
ciecz cialo stalo LSC liquid - solid chromatography

Zaleznie od rodzaju zjawisk odpowiedzialnych za podzial substancji wyréznia sie:

chromatografie rozdzielcza (podzialowa) - o zachowaniu sie mieszaniny poddane;j
rozdzieleniu decyduje wspoélczynnik podzialu poszczegélnych skladnikéw pomiedzy dwie
nie mieszajace sie ze sobg ciecze. Faze stacjonarna stanowi rozpuszczalnik bardziej polarny
zaadsorbowany w postaci cienkiej warstwy na odpowiednim nos$niku, a faza ruchomasa jest
uklad o mniejszej polarnosci (w chromatografii z odwréconymi fazami uklad faz jest
odwrotny). Nosnikiem fazy stacjonarnej najczesciej jest zel krzemionkowy, celuloza, ziemia
okrzemkowa, skrobia ziemniaczana, kauczuk.

chromatografie adsorpcyjna - podstawa rozdzialu jest niejednakowa sklonnosc
sktadnikow mieszaniny do adsorpcji fizycznej i chemicznej na powierzchni fazy
stacjonarnej (ciato state). Jako faze stacjonarng stosuje sie tlenek glinu, zel krzemionkowy,
wegiel aktywny, syntetyczne i naturalne krzemiany, tlenki, siarczany i fosforany wapnia i
magnezu. Faze ruchoma stanowi ciecz lub gaz.

chromatografie jonowymienna - wykorzystywane jest zjawisko réznych zdolnosci do
wymiany jonéw przez sktadniki mieszaniny z wymieniaczem jonowym. Faze stacjonarng
stanowi odpowiednio przygotowana zywica jonitowa.

chromatografie zelowa (sitowa lub saczenie molekularne) — rozdzielanie polega na
zroznicowanej dyfuzji czasteczek w pory fazy stacjonarnej. Czasteczki na tyle duze, ze ich
dyfuzja jest wykluczona, szybko sa wyptukiwane przez faze ruchoma. Czasteczki mniejsze
zatrzymuja sie na materiale nosnym i sa wyptlukiwane w nastepnej kolejnosci.

Kolejny podzial metod chromatograficznych wynika z r6znego sposobu umieszczenia nosnika:

a.

chromatografia kolumnowa - nosnik fazy stacjonarnej umieszczony jest w kolumnie
chromatograficznej, ktoéra stanowi rura szklana, przewezona w dolnej swej czesci, o
stosunku wysokosci fazy stacjonarnej (L) do kwadratu wewnetrznej srednicy kolumny (D2)
wynoszacym co najmniej 20. Lepsze warunki rozdzialu otrzymuje sie, gdy stosunek L/D?2
przyjmuje wieksze wartosci (od 90 do 150). Faza ruchoma przemieszcza sie¢ pod wplywem
sity grawitacyjne;.

chromatografia planarna — mozliwa tylko w chromatografii cieczowej. W jej ramach mozna
Wyroznic:

technike cienkowarstwowa TLC (ang. Thin Layer Chromatography) — faza stacjonarna
naniesiona jest na odpowiednie podloze (plytki szklane lub aluminiowe) w postaci cienkiej
warstwy. Faza ruchoma przenoszona jest w wyniku dziatania sit kapilarnych.

technike bibulowg — faza stacjonarna jest bibuta (100% celulozy) o izotropowym ukladzie
wlokien, faza ruchoma - homogenna mieszanina rozpuszczalnikéw zawierajaca wode.
Wykonuje sie technika wstepujaca (rozpuszczalnik migruje od dolnego konca bibuly
zanurzonego w eluencie) lub zstepujaca (splywowa; rozpuszczalnik migruje od goérnego
konica bibuly zanurzonego w eluencie). Stosowana jest gtéwnie do rozdzialu aminokwasow,
peptydéw, sacharydow i nukleotydow.

W preparatywnej chemii organicznej najwieksze zastosowanie maja chromatografie:

adsorpcyjna i rozdzielcza, ze wzgledu na przydatnosc¢ tych technik do catkowitego lub
czesSciowego rozdzielania skladnikow mieszanin reakcyjnych.
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Adsorbenty stosowane w chromatografii

Adsorbenty stosowane w chromatografii powinny wykazywac¢ odpowiednia selektywnosSc i
aktywnosé w stosunku do rozdzielanych substancji oraz nie moga z nimi reagowac.
Adsorbenty mozna podzieli¢c na dwie grupy:

a. adsorbenty polarne - wykazuja zmienna aktywnosS¢ w zaleznosci od zawartosci w nich
wody i rozpuszczalnikow organicznych. Naleza do nich przede wszystkim tlenek glinu, zel
krzemionkowy oraz siarczany, fosforany i weglany magnezu i wapnia, celuloza. Adsorbuja
sie na nich dobrze zwiazki o charakterze polarnym.

b. adsorbenty niepolarne - wykazuja zdolnos¢ do silnego wiazania rozpuszczalnikéw
weglowodorowych. Naleza do nich wegiel aktywny, grafit, talk. Adsorpcja zwiazkéw zalezy
od wielkosci czasteczek i od dhugosci tancuchéow weglowych.

Adsorbenty stosowane w chromatografii adsorpcyjnej winny charakteryzowacé sie
szczegblnie rozwinieta powierzchnia, gdyz substancja adsorbowana wiaze sie z nia pod
postacia warstewki monomolekularnej. Takie wlasciwosci wykazuja zwlaszcza tlenek glinu i
wegiel aktywny.

Zastosowanie tlenku glinowego jako adsorbentu z reguly ogranicza sie do zwigzkéw o
niezbyt wielkiej polarnosci. Zwiazki silnie polarne (cukry, aminokwasy), zwigzane z Al»Os3, z
trudem ulegaja elucji.

Wegiel aktywny wykazuje szczegolne powinowactwo do zwiazkéw aromatycznych; ich
elucja moze by¢ przeprowadzona przy uzyciu rozpuszczalnikow o budowie aromatyczne;j.

Szereg aktywnosci adsorbentow pod wzgledem wiazania zwiazkéw organicznych
przedstawia sie nastepujaco:

celuloza < skrobia < sacharoza < CaSOa4 < silikazel < MgO < Al20s < wegiel aktywny.

Zdolnos¢ adsorpcyjna zwiazkéw organicznych zalezy wiec od ich polarnosci oraz
wielkosci i polaryzowalnosci czasteczek. Poszczegbélne grupy zwiazkéw mozna ulozyé w
nastepujacy szereg, w zaleznosci od ich wzrastajgcego powinowactwa do polarnych srodkéw
adsorbujacych:

chlorowcopochodne weglowodoréw < etery < aminy trzeciorzedowe, zwiazki nitrowe <
estry < ketony, aldehydy < aminy pierwszorzedowe < amidy kwasowe < kwasy
karboksylowe.

Rozpuszczalniki stosowane w chromatografii

Podobne obserwacje odnosza sie¢ do stosowanych rozpuszczalnikéw. Wynika z nich, ze
zaadsorbowana substancja moze zostaé wyparta z adsorbentu przez rozpuszczalnik
wykazujacy wieksze powinowactwo do tego adsorbentu niz wymywana substancja.

Rozpuszczalniki mozna zestawi¢ w szereg eluotropowy wedlug ich wzrastajacych zdolnosci
wymywania (eluowania) adsorbowanej substancji z powierzchni adsorbentu polarnego
(Tabela 1).

Tabela 1. Szereg eluotropowy rozpuszczalnikow.

1. eter naftowy 7. chlorek metylenu 13. n-propanol

2. cykloheksan 8. chloroform 14. etanol

3. disiarczek wegla 9. tetrahydrofuran 15. metanol

4. tetrachlorek wegla 10. octan etylu 16. woda

5. toluen 11. aceton 17. kwas octowy
6. benzen 12. butan-2-on 18. pirydyna

Zastosowanie niepolarnego adsorbentu (np. wegla aktywnego) wymaga uzycia
rozpuszczalnikéow (wymienionych w powyzszym szeregu eluotropowym) w odwrotnej
kolejnosci, a wiec elucje nalezy rozpoczynac¢ rozpuszczalnikami najbardziej polarnymi.
Najczesciej jednak stosuje sie odpowiednio dobrana mieszanine dwoéch lub wiecej
rozpuszczalnikow.
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Podsumowujac, przy doborze warunkéw chromatografii adsorbcyjnej nalezy wiec pamietaé

o nastepujacych zasadach ogélnych:

e zwiazki polarne adsorbuja sie silniej niz zwiazki niepolarne,

e chromatografowanie substancji polarnych wymaga stosowania stabszego adsorbentu i
polarnego eluentu,

o chromatografowanie substancji niepolarnych wymaga zastosowania silniejszego
adsorbentu i niepolarnego eluentu.

Chromatografia cienkowarstwowa

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC - thin layer chromatography) stuzy jako niezwykle

efektywna i wygodna metoda szybkiej analizy jakoSciowej oraz w preparatyce do rozdzialu
niewielkich ilosci substancji. Termin ten oznacza proces chromatograficzny prowadzony na
cienkiej warstwie fazy stacjonarnej naniesionej na podloze z plytek szklanych lub folii
aluminiowych czy polimerowych. Przede wszystkim stosuje si¢ ja do:
okreslania liczby skladnikow w mieszaninie,
potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci danej substancji,
monitorowania postepu reakcji chemicznych,
znalezienia optymalnych warunkéw dla chromatografii kolumnowej,
analizy frakcji uzyskanych technika chromatografii kolumnowe;j.
Technika chromatografii cienkowarstwowej taczy w sobie dwa zjawiska: podziatu
substancji miedzy dwie rozne fazy ciekle — obowiazuje tu prawo podzialu Nernsta i adsorpcji
substancji na nosniku, czyli fazie stacjonarnej. W metodzie tej substancje chromatografowane
poruszaja sie z rézna predkoscia wraz z ciekla faza ruchoma przez cienka warstwe stalego
adsorbentu naniesionego na plytke. Towarzysza temu procesy adsorpcji i desorpcji oraz
podzial miedzy cieklg faza organiczna i woda, ktéra w niewielkich ilosciach znajduje sie na
nosniku. W zwiazku z tym warunki procesu sa trudne do jednoznacznej definicji i kontroli
eksperymentalne;j.

W chromatografii cienkowarstwowej adsorbent (zazwyczaj z dodatkiem gipsu) nakladany
jest w postaci papki na odtluszczona plytke za pomoca specjalnych urzadzen (powlekaczy).
Grubosc¢ warstwy adsorbentu uzalezniona jest od rodzaju przeznaczenia:

a. do analizy jakosciowej uzywa sie ptytek o grubosci no$nika ok. 0.25 mm,

b. przy analizie iloSciowej grubos¢ warstwy wynosi ok. 2 mm.

Plytki do chromatografii cienkowarstwowej mozna przygotowywac¢ samodzielnie. Jednakze
dostepne w handlu gotowe produkty charakteryzuja sie duzo lepsza jakoscia (rownomiernoscé
warstwy nos$nika, aktywnos¢ adsorbentu) z czym wiaze sie lepsza powtarzalnosé¢ wynikow
analizy chromatograficzne;j.

Probke nanosi sie na ptytke TLC w postaci roztworu o bardzo matej objetosci, tworzac malg
plamke w punkcie startowym. Plytki umieszcza sie w komorze chromatograficznej (Ryc. 1), w
ktorej na dnie znajduje sie faza ruchoma. W wyniku dzialania sit kapilarnych faza ruchoma
wedruje w gore plytki. Jest to proces rozwijania chromatogramu metoda wstepujaca.
Oddziatywanie substancji znajdujacych sie w probce z adsorbentem oraz z poruszajacym sie
rozpuszczalnikiem powoduje rozdzielenie sie skladnikéw probki na plytce i poszczegolne
sktadniki tworza oddzielne plamki. Plamki rozdzielanych skladnikéw nalezy uwidocznié, by
ostatecznie zidentyfikowac sktad proby.

PRoTp

Ryc. 1. Komora chromatograficzna z zanurzona ptytka.

Tok postepowania przy wykonywaniu chromatografii cienkowarstwowej jest nastepujacy:

1. Przygotowanie plytki

Nalezy zaznaczy¢ miekkim oléwkiem grafitowym (ostroznie, by nie zdrapa¢ adsorbentu) linie
startu, ktora powinna znajdowac sie na wezszym boku plytki w odleglosci 8-15 mm od
krawedzi.
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2. Naniesienie substancji na ptytke

Za pomoca specjalnych mikropipet lub kapilar na linii startu nanosi sie substancje w postaci
ok. 0.5-3%-ego roztworu (w latwo lotnym rozpuszczalniku). Zbyt duze iloSci naniesionych
substancji prowadza do pogorszenia efektu rozdzielania, a mianowicie do tworzenia tzw.
,0g0onow”. Srednica powstalej plamki powinna by¢ jak najmniejsza (1.5-2 mm, maksymalnie 5
mm) i znajdowacé sie okoto 15 mm od bocznej krawedzi plytki. Plamke naniesionej probki
nalezy odpowiednio wysuszy¢.

3. Rozwijanie chromatogramu

Rozwijanie chromatogramu prowadzi sie w specjalnych komorach chromatograficznych, w
ostatecznosci mozna uzywac duzych sloi ze szczelna pokrywka (Ryc. 2).

g Ryc. 2. Komory chromatograficzne.
/
- 4

Do komory wlewamy rozpuszczalnik do wysokosci ok. 0.5 cm zwracajac przy tym uwage, aby
poziom rozpuszczalnika znajdowal sie ponizej linii startowej na plytce. Wewnatrz komory
ustawia sie bibule, ktéra nasiakajac rozpuszczalnikiem utrzymuje nasycenie komory jego
parami. Plytke wstawiamy do komory linig startowa do dotu i zakrywamy szczelnie pokrywa.
Gdy rozpuszczalnik osiggnie wysokos¢ ok. 1 cm od goérnej krawedzi plytki, wyjmujemy ja z
komory i pozostawiamy do wyschniecia. Oléwkiem zaznaczamy linie, do ktoérej dotart
rozpuszczalnik (,czoto rozpuszczalnika”).

4. Wywolywanie chromatogramu

Wywolywanie chromatogramow przeprowadza sie w przypadku zwiazkéw barwnych w swietle
widzialnym. Dla zwigzkow 2z grupami chromoforowymi stosuje si¢ naswietlanie
promieniowaniem ultrafioletowym. Zwigzki bezbarwne wywolujemy przez wstawienie
chromatogramu do pojemnika z jodem. Wiekszos¢ zwiazkow, z wyjatkiem nasyconych
weglowodoréw i chlorowcopochodnych, tworzy z parami jodu barwne kompleksy, ukazujace
sie w postaci brunatnych lub fioletowych plam. Niekiedy mozna chromatogramy spryskiwac
odpowiednimi roztworami substancji, ktore reaguja z rozdzielanymi zwiazkami (Ryc. 3). W
temperaturze pokojowej lub po ogrzaniu pojawiaja sie barwne produkty.

Ryc. 3. Przykladowe spryskiwacze stosowane
w chromatografii.

5. Identyfikacja substancii

Podstawowym parametrem w chromatografii cienkowarstwowej, ktory okresla polozenie
substancji na chromatogramie, jest wspolczynnik opoznienia Rr (ang. retardation factor). Jest
to stosunek drogi migracji substancji (a) do drogi przebytej przez faze ruchoma (b): Rs = a/b.
Inaczej moéwiac, substancje rozdzielane identyfikuje si¢ na podstawie stosunku szybkosci
przemieszczania sie badanej substancji do szybkosci wedrowania rozpuszczalnika (Ryc. 4).

Oy Ryc. 4. llustracja pomiaru wspétczynnika Re:
a = odlegtos¢ od linii startu do Srodka plamy;
b = odleglos¢ od linii startu do czota rozpuszczalnika.
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Wspélczynnik Ry w danych warunkach doswiadczalnych oraz w danym ukladzie
chromatograficznym jest wartoscia stalg i charakterystyczng dla danej substancji, cho¢ jako
kryterium tozsamosci zwigzku nie moze by¢ stosowany bezposrednio, a tylko w poréwnaniu z
substancja wzorcowg, naniesiong na tym samym chromatogramie. Uklad rozwijajacy (faza
ruchoma) musi by¢ tak dobrany, aby byla wyrazna réznica pomiedzy R; analizowanych
zwiazkow, aby zwiazki nie zostawaly na miejscu nalozenia plamki, oraz aby nie migrowaly z
czolem rozpuszczalnika (wtedy wartos¢ Rf wynosi 1).
W praktyce rzadko udaje sie odtworzy¢ warunki chromatografii tak, by uzyskac¢ identyczne
wartosci Ry, gdyz zaleza one od, nawet niewielkich, zmian w nastepujacych czynnikach:
a. wymiary ziaren adsorbentu,
b. sklad rozpuszczalnika i stopien nasycenia atmosfery komory parami rozpuszczalnika,
c. aktywacja i warunki przechowywania ptlytek,
d. grubos¢ warstwy adsorbentu,
e. temperatura otoczenia.
Do zalet chromatografii cienkowarstwowej mozna zaliczy¢:
a. krotki czas wykonania chromatogramu,
b. dobry rozdzial zwiazkow,
c. wygodna obserwacje we wszystkich stadiach rozdziatu,
d. duza szybkosé przeplywu rozpuszczalnika, co skraca czas rozwijania chromatogramu.
Chromatografia cienkowarstwowa znalazla rowniez zastosowanie w preparatyce. W wersji
preparatywnej TLC rozdzial mieszaniny prowadzi sie na plytkach o grubszej, na przyktad 2
mm, warstwie adsorbentu. Rozdzielana mieszanine nanosi sie nie punktowo, ale w linii na
dhugosci kilkunastu centymetréw. Po rozdziale warstwe adsorbentu zawierajaca wyodrebniony
sktadnik mieszaniny zeskrobuje sie, a sam skladnik ekstrahuje (wyplukuje)
rozpuszczalnikiem i po zatezeniu oraz odsaczeniu adsorbentu otrzymuje w stanie czystym.

W ostatnich latach opracowano nowy spos6b rozwijania chromatograméw na cienkich
warstwach w pozycji poziomej (Ryc. 5). Spos6éb ten wymaga mniejszej ilosci ukladu
rozwijajacego i umozliwia wielokrotne uzycie plytek.

Ryc. 5. Komora pozioma do chromatografii cienkowarstwowe;.

Saczenie molekularne

Saczenie molekularne po raz pierwszy zostalo wprowadzone w roku 1959 przez Pera
Flodina i Jerkera Poratha. Jest to rodzaj chromatografii cieczowej, w ktorej wykorzystuje sie
fizyczne i chemiczne wlasciwosci odpowiednio spreparowanego polisacharydu znanego pod
nazwg Sephadex (SEparation PHArmacia DEXtran). Technika ta umozliwia analityczny badz
preparatywny rozdzial substancji réznigcych sie masa czasteczkowa.

Sephadex jest handlowa nazwa zloza stanowiacego poprzecznie usieciowane lancuchy
dekstranu  (roSlinnego polisacharydu glukozy), w ktorym wystepuja wiazania
a-1,6-, a-1,3-, a-1,4-glikozydowe. Zel ten ma postaé granulek o Srednicy 10-300 pm.
Czasteczki sefadekséw zawieraja liczne grupy hydroksylowe, dlatego substancje te latwo
pecznieja w wodzie i roztworach elektrolitéow, gdyz czasteczki wody bez przeszkéd wnikaja w
przestrzenie sieci molekularnej. Usieciowanie wplywa na zdolno$s¢ wchlaniania wody, co
decyduje o wlasciwosciach rozdzielczych zelu. Czasteczki te posiadaja tréjwymiarowa
strukture sieci przestrzennej. Im wiecej tworzy sie ,oczek” tej sieci, tym sa one mniejsze.
Produkowane sa zloza, w ktorych stopien usieciowienia okreSla cyfra znajdujaca sie przy
duzej literze ,,G” (od G-10 do G-200), przy czym im wieksza cyfra tym nizsze usieciowienie. Im
mniejszy stopienn usieciowania, tym wiecej wody wchiania sefadeks. Na przyklad 1 g
sefadeksu G-10 wigze 1 g wody (usieciowanie jest wyjatkowo geste i przestrzenie male).
Natomiast 1 g sefadeksu G-200 wiaze 20 g wody, co wskazuje na duze ,oczka” sieci.

Jesli przez kolumne wypelniona sefadeksem przeplywa roztwor zawierajacy czasteczki o
roznej wielkosci, to molekuly wieksze od najwiekszych przestrzeni sieci bez przeszkéd
wyplywaja z kolumny, omijajac ziarna zelu. Czasteczki o mniejszych rozmiarach przenikaja do
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wnetrza sieci przestrzennej, tym glebiej, im mniejsze sa ich wymiary w poréwnaniu ze
Srednica ,oczek”. Usuwanie tych czasteczek z wnetrza ziaren sefadeksu jest tym trudniejsze
im mniejsze sa te czasteczki. Z tego wzgledu rozdzial skladnikéw mieszaniny na sefadeksie
przebiega w kolejnosci malejacych rozmiaréw czasteczek poszczegélnych skladnikéw, co
pokrywa sie z ich malejacymi masami czasteczkowymi (Ryc. 6).

mieszanina biatek porowate ziarna
protein mixture porous beads

Ryc. 6. Mechanizm separacji czasteczek na
podstawie wielkosci i ksztaltu przy
zastosowaniu saczenia molekularnego [1].

najwieksze czgsteczki najmniejsze czgsteczki
the largest molecules the smallest molecules

Tok postepowania przy wykonywaniu saczenia molekularnego jest nastepujacy:
1. Przygotowanie zelu
Nalezy odwazy¢ odpowiednig ilos¢ zelu do zaroodpornego naczynia i dodac¢ roztwoér pelniacy
role eluentu. Calosé trzeba ogrzewaé¢ do wrzenia przez pewien czas, celem usuniecia
zaadsorbowanego powietrza i napecznienia zelu, po czym pozostawi¢c do swobodnego
ochtodzenia.
2. Przygotowanie kolumny
Szklana rure nalezy umiesci¢ pionowo w statywie i zamknaé¢ dolny wylot przy pomocy
polietylenowego wezyka i zaciskacza. Na dno kolumny uklada sie odrobine waty, przy
zamknietym zaciskaczu wlewa niewielka porcje rozpuszczalnika, przez otwarcie zaciskacza
wpuszcza sie rozpuszczalnik do przewezenia kolumny, po czym zamyka zaciskacz. Diluga
bagietka nalezy wycisna¢ powietrze z waty i nastepnie wla¢ jednorodng zawiesine zelu do
kolumny. Wierzch zelu zabezpieczy¢ trzeba krazkiem bibuly filtracyjnej, po czym upakowac
zel w kolumnie przez otwarcie zaciskacza 1 przepuszczenie przez kolumne porcji
rozpuszczalnika o objetosci rownej objetosci ztoza zelu.
3. Naniesienie probki substancii
Probke substancji w postaci roztworu (wskazane jest sporzadzenie roztworu w
rozpuszczalniku przeznaczonym do elucji) nalezy nanieS¢ na powierzchnie Zelu za pomoca
odpowiedniej pipety. Trzeba wykonywac to bardzo ostroznie, tak by nie zburzy¢ wierzchniej
warstwy zelu (substancja jest wtedy wymywana réwnomiernie). Otwierajac wylot kolumny
nalezy poczekac¢ do catkowitego wnikniecia probki w zel, zamknaé¢ wylot i nanies¢ niewielka
porcje rozpuszczalnika, sptukujac resztki substancji z wewnetrznych Scianek kolumny, znéw
poczekac az wniknie, po czym wprowadzi¢ delikatnie kolejna porcje fazy ruchome;j.
4. Zbieranie frakcii
Od momentu naniesienia substancji oczyszczanej do catkowitego jej wyeluowania nalezy
zbiera¢ wyplywajace frakcje w $Scisle okreslonych objetosciach do niewielkich naczyn
(probéwki, kolby stozkowe).
S. Wyznaczenie wspoélczynnika podzialu - szczegblnie w analizie iloSciowej mieszanin
zwiazkow naturalnych o duzej masie czasteczkowej, takich jak bialka, peptydy, enzymy,
hormony, kwasy nukleinowe, itp.
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Nomenklatura zwiazk6éw organicznych
Nazewnictwo eterow

1. Etery proste, nie zawierajace grup funkcyjnych, nazywa sie uzywajac stowa ,eter” i podajac
w kolejnosci alfabetycznej nazwy dwoch grup organicznych przylaczonych do atomu tlenu
lub w przypadku eteréow symetrycznych dodajac przedrostek di- przed nazwa grupy.

H,C o CHg
O~ _CH, _cH a CH CH al
3 pd 2 2 -
CHy  CH, HyC o \\CH2 SeH, ‘o7 “cH,
o

eter dietylowy eter etylowo-winylowy eter cyklopentylo-fenylowy eter bis(2-chloroetylowy)

2. Jezeli w czasteczce znajduja sie inne grupy funkcyjne, czeS¢ eterowa nazywana jest
podstawnikiem alkoksylowym, zawierajacym w nazwie fragment -oksy za nazwa
odpowiedniego weglowodoru.

OH
CHg4
HO—CH,

CH CH, _CH,
cH CHy—O H,e” Yo7 “cH,
~CHg \

o CH,-CHj
3-metoksyfenol 2-etoksyetanol 2-propoksypropan

(eter monoetylowy glikolu etylenowego)

Nazewnictwo eteréw cyklicznych i epoksydow
1. Etery cykliczne naleza do zwiazkéw heterocyklicznych i, w wiekszosci przypadkow, posiadaja
nazwy zwyczajowe. Preferowane sa jednak nazwy wynikajace z regul nazewnictwa zwigzkow
heterocyklicznych, oméwionych w dalszej czeSci. Numeracje w tego typu zwiazkach zaczyna
sie od atomu tlenu.
4

v 050 008X

oksiran

(tlenek etenu) 1,4-dioksan  furan oksolan, o-piran y—piljan benzofuran chromen
tetrahydrofuran  (2H-piran) (4H-piran) (kumaran)
(THF)

2. W przypadku epoksydéw nalezy podaé¢ lokanty obu atomoéw wegla polaczonych mostkiem
tlenowym i do nazwy weglowodoru dodac¢ przedrostek epoksy-.
6 4 1 CHj

CH,4
H c/\/v
%7 5 3\ /2 1 HQ\/ SH3
O o) 3
2,3-epoksyheptan 1,2-epoksy-2-metylobutan

Nazewnictwo aldehydow i ketonow
1. Grupa aldehydowa wystepujaca w lancuchu glownym (nie jako podstawnik) zawsze zyskuje
numer 1. Do nazwy macierzystego alkanu zawierajacego tyle samo atoméw wegla co
aldehyd dodajemy koncéwke —al.

H,C
I \CH c// I /O HO s\
C - C CH CH o
#” w H3C/2 M H/6\(5:H;4 2\9?2 \(f% <:>_< >_ \ / _<
3 | H
metanal H
(formaldehyd) 2-metylopropanal heks-2-enodial cykloheksano- kwas 4-formylo-
(aldehyd mrowkowy) karboaldehyd cykloheksanokarboksylowy

2. W przypadku obecnosci innej grupy funkcyjnej majacej pierwszenstwo przed grupa
aldehydowa stosuje sie przedrostek —formylo (metanoilo-) ze wskazaniem lokantu.

3. Powszechnie stosowane sg nazwy zw%czajowe aldehydow \\C—H
||
o] H,C
0 H 2N CH _O 2
|| l H H2<|3/ \T/ /CHz—C/\/ /\C—H
H,C
H3C/ \ Rl §o HO H /
aldehyd octowy aldehyd akrylowy aldehyd benzoesowy aldehyd ghcerynowy aldehyd glikolowy aldehyd malonowy
(acetaldehyd) (akrylaldehyd) (benzaldehyd) (gliceroaldehyd) (glikoloaldehyd) (propano-1,3-dienal)
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4. Ketony numerujemy tak, aby karbonylowy atom wegla miatl najnizszy lokant. Do nazwy
macierzystego alkanu dodajemy koncowke —-on i podajemy numer atomu wegla
karbonylowego. W nomenklaturze grupowo-funkcyjnej podajemy stowo ,keton” i
wymieniamy alfabetycznie przylaczone grupy. o
o [¢] (@]
i i
C CH.
e \CHZ ° Hye” \CH; \CHZ °
butan-2-on heksano-2,4-dion cykloheksanon
(keton etylowo-metylowy)
S. Jezeli grupa R-C=0 jest traktowana jako podstawnik, wéwczas przyjmuje nazwe acyl.

Nazwy konkretnych grup przyjmuja przgrostki —-yl, —il: acetyl(o) (grupa acetylowa),
benzoil(o) (grupa (Laenzoilowa).

Il
c
H3C/ ~
grupa acetylowa

0. Uzywa sie nazw:

0 o}
ﬁ
e CH,
H,C CHjg

aceton benzofenon

grupa benzoilowa

acetofenon

Nazewnictwo kwaséw karboksylowych
1. Numerujemy atomy wegla w tancuchu weglowodorowym przypisujac grupie karboksylowe;j
cyfre 1. Nazwe tworzymy przez podanie slowa kwas i dodanie przyrostka —owy do nazwy

weglowodoru.

2. Jezeli w czasteczce wystepuje wiecej niz jedna grupa karboksylowa to do nazwy dodajemy
przyrostek oznaczajacy ilos¢ grup, np. —diowy.

0 0 o o
5\/3\/U\ 4\/2\/U\ o - - .
He” N on HaeT X OH A7 OH OH
6 4 2 5 3 1 4 2
OH

kwas heks-4-enowy lub

kwas pent-3-eno-1-karboksylowy kwas heksanodiowy

3. Uzywa sie nazw zwyczajowych wielu kwasow:

kwas
cykloheksanokarboksylowy

Wzér Nazwa kwasu Nazwa grupy acylowej

HCOOH mréwkowy formyl-
metanowy

CHsCOOH octowy acetyl-
etanowy

CHsCH2COOH propionowy propionyl-
propanowy propanoil-

CH3CH2CH2COOH mastowy butyryl-
butanowy butanoil-

CH3CH2CH2CH2COOH | walerianowy waleryl-
pentanowy pentanoil-

Ci15sH31COOH heksadekanowy palmitoil-
palmitynowy

C16H33COOH oktadekanowy stearoil-
stearynowy

HOOC-COOH szczawiowy oksalil-
etanodiowy

HOOC-CH2-COOH malonowy malonyl-
propanodiowy

CsHsCOOH benzenokarboksylowy benzoil-
benzoesowy
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Nazewnictwo estrow
Nazwe estru tworzy sie wymieniajac jako pierwszy czlon nazwe anionu kwasu
karboksylowego, a jako drugi czlon reszte alkilowa badz arylowa.

o)
(0] o) o

Vi Vi o 1
H,C—C c—c

\o CH B

— O—CH
\? \?
CHgy CHj
octan etylu chloromréwczan etylu cyklopentanokarboksylan benzylu benzoesan fenylu

(etanian etylowy) (chlorometanian etylowy)

Nazewnictwo amin

1. Nazwy I-rzedowych amin tworzy sie dodajac przyrostek —amina do nazwy macierzystego
weglowodoru lub stosujac przedrostek —amino, gdy grupa aminowa nie jest grupa gtéwna.
Utrzymuje sie nazwe zwyczajowa dla I-rz. aminy aromatycznej: anilina.

NH, NH,
[
CH, /CH% /CH\ _CHj
H3C/ “NH, HsC 3 gHzl CH,

etyloamina cykloheksyloamina fenyloamina 1-etylobutyloamina
(anilina)

2. Symetryczne II- i IlI-rzedowe aminy nazywa sie dodajac przedrostek di-, tri- do przyrostka —
amina lub wymieniajac alfabetycznie wszystkie podstawniki. Niesymetryczne aminy traktuje
sie jako podstawione aminy I-rzedowe.

H3C\/\N /\CH3
H3C/\ N CHjy (|:HS
NH@ L e NN N,
CH,
difenyloamina trietyloamina N,N-dimetylopentyloamina N-etylo-N-propyloanilina

3. Sole i wodorotlenki zawierajace czterowiazalny atom azotu R4N*X- nazywa sie dodajac do
nazwy podstawnikéw zwiazanych z atomem azotu przyrostek —amoniowy i umieszczajac
nazwe anionu na poczatku nazwy jako oddzielne stowo.

H,C
,.CH; CHy
H3C\/\/\/N . Nt HO
> cl /e,
H,C
H,C
chlorek dietyloheksylometyloamoniowy wodorotlenek benzylotrimetyloamoniowy

Nazewnictwo amidow

1. Nazwy pierwszorzedowych amidoéw z niepodstawiona grupa NH2 tworzy sie przez zamiane
koncowki —oil (-yl) w nazwie odpowiedniej grupy acylowej (pochodna kwasu karboksylowego)
na -amid i tacznika ,,0”, np. etanoamid (etan + o + amid). g

(o)
o V4 NH,
H,C—C
/\/\/U\ \
H,C NH, NH,
heksanoamid etanoamid benzamid
(acetamid)

2. Nazwy podstawionych amidow tworzy sie ze wskazaniem rodnikéw. Konieczne jest podanie
miejsca podstawienia rodnika przez umieszczenie w nazwie duzej litery N (od symbolu
azotu). Nazwy N-fenylopodstawionych amidow tworzy sie przez zastosowanie przyrostka —
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anilid (od rodnika pochodzacego od aniliny). Lokanty podstawnikéw w reszcie aminowej

oznacza sie wskaznikami géornymi (primami).

(o]
HSC—/<
HyC, Y N—CHj, 0
. w
\ |
CHjy CH,4

N-fenylo-N-metyloacetamid
(N-metyloacetanilid)

N-etylopropanoamid N,N-dimetylobenzamid

Tabela 2. Pierwszenstwo i nomenklatura grup funkcyjnych

H,C

)
=0

H3CJ B \NH—\< -
o}

2’°,3’,4-trietylobenzanilid

Grupa funkcyjna Przyrostek Przedrostek
kwasy karboksylowe kwas —owy karboksy-
-COOH kwas —karboksylowy
bezwodniki kwasowe bezwodnik —owy
-CO-0-CO- bezwodnik -karboksylowy
estry -an -ylu )
-CO-OR -karboksylan -ylu alkoksykarbonylo
halogenki kwasowe halogenek —oilu
-CO-X halokarbonylo-
amidy -amid .
-CO-NH2 (H=R1, Ro) _karboksyamid karbamoilo-
nitryle -nitryl cyjano-
-CN -karbonitryl cyjanek
aldehydy -al
-CHO -karboaldehyd okso-
ketony
R-CO-R; -on okso-
alkohole
_OH -ol hydroksy-
fenole
®-OH -ol hydroksy-
tiole .
SH -tiol sulfanylo-
aminy -amina amino-
-NH>
alkeny -en alkenylo-
alkiny -in alkinylo-
alkany -an alkilo-

Grupy podrzedne

etery -alkoksy
R-O-R

sulfidy -alkilosulfanylo
-R-S-

halogenki -halo

-X

zwiazKi nitrowe -nitro

-NO2

zwiazKi nitrozo -nitrozo

-NO
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CHROMATOGRAFIA
Instrukcja wykonania é¢wiczenia

1. Przygotowanie komory chromatograficzne;.

Do komory chromatograficznej wylozonej bibula nala¢ mieszanine rozpuszczalnikéw
propan-1-ol — amoniak (70:30) (uklad rozwijajacy). Komore zamknac i odstawi¢ na kilkanascie
minut celem nasycenia komory parami rozpuszczalnikow.

2. Przygotowanie chromatogramu.

Na ptytce chromatograficznej, wzdhuz krétszego boku plytki, zaznaczyé¢ delikatnie otéwkiemlinie
startu w odleglosci 1 cm od brzegu.

3. Nanoszenie substancji.

Za pomoca cienkiej kapilary na linii startu w réwnych odleglosciach nanies¢ kolejne roztwory
wzorcowe aminokwasow i ich mieszanine. Plamki mozna suszy¢ ostroznie

zimnym strumieniem powietrza.

4. Rozwijanie chromatogramu.

Plytke wlozy¢ do uprzednio przygotowanej komory chromatograficznej tak, aby dolna krawedz
byla w momencie zanurzenia mozliwie réwnolegla do powierzchni cieczy w komorze. Nalezy
zwroci¢ uwage, aby krawedzie boczne nie dotykaly Scian komory, gdyz powoduje to
nieréwnomierne wznoszenie sie rozpuszczalnika. Rozwijanie prowadzi¢ do chwili, az poziom
rozpuszczalnika na plytce osiagnie wysokos¢ okoto 0.5 cm od géry. Plytke nalezy nastepnie
wyjaé, zaznaczy¢ linie czola rozpuszczalnika i wysuszy¢ dokladnie suszarka.

5. Wywolywanie chromatogramu.

Wysuszona plytke spryska¢ w pozycji pionowej roztworem ninhydryny, nastepnie ogrzacé
ciepltym strumieniem powietrza (mozna uzy¢ suszarki do wlosow). Zaznaczy¢ plamki
odpowiednich aminokwasow.

6. Opis ¢cwiczenia.

W opisie nalezy zrobi¢ rysunek wykonanego chromatogramu, obliczy¢ wartosci Rf
aminokwaséw oraz wskaza¢ sklad badanej mieszaniny.

Zestaw aminokwas6w do nanoszenia na chromatogram:

— DL-alanina,

— L-leucyna,

— L-lizyna,

— mieszanina aminokwasow.

Zadanie II. Rozdzielanie izomer6ow nitroaniliny

Wykonanie ¢wiczenia jest takie same, jak przy rozdziale aminokwasow. Jako uklad rozwijajacy
zastosowac mieszanine: heksan — octan etylu (4:1). Plamki zwiazkow sg barwne i wywotywanie
nie jest konieczne. Opis ¢wiczenia wykonac jak przy aminokwasach.

Roztwory do nanoszenia:

— o-nitroanilina,

— m-nitroanilina,

— p-nitroanilina,

— mieszanina izomerow nitroaniliny.

Zadanie III. Badanie skladu barwnikéw roslin zielonych (rozdzielanie chlorofili a i b oraz
karotenoidow — karotenu i ksantofilu)

1. Zielone liscie utrze¢ w mozdzierzu z odrobing piasku (w celu tatwiejszego zniszczenia Scianek
komoérkowych) i kilkoma kroplami acetonu.

2. Za pomoca kapilary nanies¢ roztwér na plytke i rozwija¢ w ukladzie aceton — toluen (1:2).
Probke nalezy nanosi¢ kilkakrotnie w tym samym miejscu, zachowujac jednocze$Snie matlg
Srednice plamki.

3. Po rozwinieciu nalezy szybko analizowa¢ chromatogram, gdyz barwniki tatwo blakna. Plamki
obu chlorofili sa blisko siebie, wyraznie natomiast oddziela sie¢ od nich karoten i ksantofil.

4. Przerysowac chromatogram i napisac¢ wnioski.

Zadanie IV. Rozdzial barwnikow na sitach molekularnych

1. Kolumne chromatograficzna umiesci¢ pionowo w statywie, zamknac jej wylot zaciskaczem i
wla¢ do niej okolo 10 cm3 roztworu elucyjnego (0.9% wodny roztwor NaCl). Nastepnie przy
pomocy bagietki umiesci¢ na dnie kolumny tamponik z waty uwazajac, aby nie powstaly
pecherzyki powietrza. Ostroznie wla¢ (po bagietce) do kolumny zamieszang uprzednio zawiesine
zelu. Odczekaé¢, az na dnie kolumny uformuje sie warstwa zelu 3-5 cm, po czym ostroznie
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otworzy¢ zacisk kolumny. Roztwor powinien wyplywac z szybkoscia 1 kropli/sek. Wysokosé
uformowanego zelu powinna wynosi¢ nie wiecej niz 10 cm, faza stacjonarna musi by¢ zawsze
przykryta warstwa roztworu.

2. Wyréwnac poziom fazy ruchomej w kolumnie do poziomu ok. 0.5 cm nad powierzchnia ztoza
fazy stacjonarnej i zamknac¢ odplyw z kolumny. Ostroznie wprowadzi¢ do kolumny okolo 1 cm3
mieszaniny dichromianu potasu i blekitu dextranu za pomoca pipety Pasteura i otworzyc
odplyw z kolumny. Wyeluowac¢ obie substancje z kolumny, dodajac w sposob ciagly roztworu
NaCl i zbierajac do probéwek frakcje o objetosci 3 cm3. Ustali¢ wizualnie szczyty frakcji obu
zwiazkow barwnych, wnioski zapisa¢ w sprawozdaniu.

PYTANIA SPRAWDZAJACE

1. Wymien techniki chromatograficzne zalezne od stanu skupienia fazy ruchome;j.

2. Wymien typy chromatografii zalezne od stanu skupienia fazy stacjonarne;j.

3. Podaj rodzaje chromatografii zalezne od rodzaju zjawisk odpowiedzialnych za podzial
substancji.

4. Jakie znasz rodzaje chromatografii? Jakie sg miedzy nimi réznice?

5. Wymien znane adsorbenty stosowane w chromatografii.

6. Podaj szereg aktywnosci adsorbentow pod wzgledem wigazania zwigzkéw organicznych.

7. Co to jest szereg eluotropowy?

8. Podaj szereg 5 rozpuszczalnikéw wedlug ich wzrastajacych zdolnosci wymywania

adsorbowanej substancji z powierzchni adsorbentu polarnego.
9. Co to jest wspoétczynnik Rf? Jak sie go wyznacza?
10. Scharakteryzuj sefadeksy. Co oznaczaja symbole G-10 i G-25?
11. Omow zasade rozdziatu substancji na sitach molekularnych.
12. Podaj zalety chromatografii cienkowarstwowe;j.
13. Jakie sg kryteria doboru rozpuszczalnika do chromatografii?
14. Opisz krotko technike chromatografii preparatywne;j.

Nazwaé nastepujace zwiazki:

CHy H o] CH,

Narysowaé nastepujace zwiazki:

eter cyklopentylowopropylowy

keton benzylowometylowy
4-chloropentan-2-on
cyklopentanokarboksylan izopropylowy
N-izopropylo-N-metylocykloheksanoamina
kwas trifenylooctowy

1,3-diaminobutan
N-fenylo-N-izobutyloacetamid

chlorek 3-metoksy-2-metylobut-2-enoilu
10. N-etylo-3-metoksy- N,5-dimetyloanilina
11. 4-aminosalicylan fenylowy

12. benzoesan tetrametyloamoniowy

13. kwas 2,4,6-trinitrobenzoesowy

OO0 h W=
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