CWICZENIE 5

SUBLIMACJA 1 CHROMATOGRAFIA

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z metodami oczyszczania i rozdzialu substancji

organicznych.

Sublimacja jest metoda, za pomoca ktérej mozna wyodrebnic¢ 1 oczys$ci¢ state substancje
organiczne. Sublimacja jest procesem, w ktorym substancja stata przechodzi bezposrednio w
stan pary, przy stalej temperaturze. Po ozigbieniu pary przechodza w faze stata pomijajac stan

cieczy. W procesie sublimacji pary substancji kondesujac si¢ i uktadaja si¢ w regularna
sie¢ krystaliczna, czyli sublimat. Procesowi mozna poddaé¢ wigkszo$¢ substancji, ktore
charakteryzuja si¢ okre$lona preznoscia pary, zwana preznoscia sublimacji. Jest ona
uzalezniona od ci$nienia zewngtrznego oraz temperatury. Sublimacji ulegaja substancje
wykazujace duza preznos¢ pary w temperaturze nizszej od ich temperatury topnienia. Do tych
substancji naleza m.in.kamfora, kwas bursztynowy, kwas alicylowy. Proces sublimacji

wykorzystuje si¢ m. in. do wyizolowania substancji z produktoéw roslinnych.

a) Cwiczenie praktycze: Sublimacja kofeiny z kawy (teofiliny 7 herbaty i teobrominy 7
kakao)

Aparatura i szklo: parowniczka, krazek bibuly filtracyjnej, lejek, wata, termometr.

Odczynniki: kawa, herbata, kakao.

Parowniczke, w ktoérej znajduje si¢ kawa (herbata, kakao) przykry¢ krazkiem bibutly
filtracyjnej, a nastgpnie lejkiem, tak by brzegi jego wychodzity poza brzegi parowniczki.
Lejek obtozy¢ wilgotnag wata. Caly zestaw wolno ogrzewaé przy pomocy mikropalnika.
Substancje wyizolowane z produktow poddanych procesowi sublimacji krystalizuja na
powierzchni bibuty filtracyjnej. Sa to kofeina, teofilina i teobromina (pochodne ksantyny).

Napisa¢ ich wzory strukturalne.



b) Cwiczenie praktyczne: Oczyszczanie kamfory przez sublimacje

Aparatura i szklo: taznia piaskowa, zlewka o poj. 250 cm’, kolba okraglodenna, termometr.

Odczynniki: mieszanina kamfory z kwasem bursztynowym.

Odwazy¢ 1g mieszaniny kamfory 1 kwasu bursztynowego i umiesci¢ probke w zlewce. Na
zlewce ustawi¢ kolbe okraglodenna z kilkoma kawaltkami pokruszonego lodu. Caty zestaw
ogrzewa¢ w tazni piaskowej. Zaobserwowac¢ zachodzace zjawisko. Wysublimowana kamfora
znajduje si¢ na powierzchi kolby. Kamfore zebra¢ za pomoca szpachelki na bibule i

pozostawi¢ do osuszenia.

Chromatografia jest metoda rozdzielania 1 identyfikacji substancji. Chromatografia jest
to zespot metod rozdzielania mieszaniny substancji na poszczegdlne sktadniki lub grupy. W
procesie chromatografii wykorzystuje si¢ zjawisko adsorpcji selektywnej, w ktorej
wykorzystuje si¢ rézna zdolno$¢ adsorpcji poszczegolnych zwiazkoéw chemicznych na
powierzchni odpowiednio rozdrobnionych cial stalych, tzw. adsorbentéw. Rozdzial
sktadnikow mieszaniny nast¢puje migdzy dwie fazy:
- fazg ruchoma — eluent, ktora stanowi odpowiednio dobrany rozpuszczalnik lub mieszanina
rozpuszczalnikow,
- fazg nieruchoma — stacjonarna, ktora najczesciej jest substancja stata.

Faza ruchoma spelnia rol¢ czynnika wymywajacego, czyli eluujgcego. Fazeg
nieruchoma stanowi nos$nik o wlasciwosciach adsorpcyjnych. Obie fazy roznia si¢ istotnie
stopniem polarno$ci, mianowicie faza stacjonarna jest bardziej polarna od fazy ruchome;,
przez co uzyskuje si¢ swobodg poruszania tej fazy w stosunku do stacjonarnej. Faza ruchoma
przemieszczajac si¢ wraz z czasteczkami substancji rozdzielanej podlega oddziatywaniu fazy
stacjonarnej w ten sposob, ze czasteczki bardziej polarne zatrzymuja si¢ na nosniku polarnym,
natomiast czasteczki mniej polarne 1 apolarne migruja dalej wraz z eluentem. W ten sposob
czasteczki substacji rodzielanej zatrzymuja si¢ na nosniku stacjonarnym w réznych
odlegtosciach od linii startu, konsekwencja czego jest selektywny rozdzial skladnikoéw

analizowanej substancji.



Klasyfikacja metod chromatograficznych wedlug nastgpujacych kryteriow:
- zachodzace zjawiska fizykochemiczne - chromatografia adsorpcyjna, podziatowa,
osadowa, jonowymienna;
- technika prowadzenia procesu chromatograficznego - chromatografia  kolumnowa,
bibutowa, cienkowarstwowa, gazowa.
Celem c¢wiczenia jest rozdzial i1 identyfikacja potaczen organicznych za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej 1 bibutowej. W chromatografii cienkowarstwowej 7LC faza
stacjonarna jest warstwa adsorbenta grubosci ok. 250 p naniesiona na ptytke szklana. W

chromatografii bibutowej faza stacjonarna jest bibuta.

¢) Cwiczenie praktyczne: Rozdzial i identyfikacja pochodnych ksantyny metodq

chromatografii cienkowarstwowej

Aparatura i szkto: zestaw do chromatografii cienkowarstwowej (ptytki szklane pokryte zelem

krzemionkowym, komory chromatograficzne), naczynko szklane , kapilary.

Odczynniki: wzorcowy roztwor kofeiny, teobrominy i teofiliny, roztwor metanolu i
chloroformu (w stosunku obj. 2:3) — do rozpuszczenia pochodnych ksantyny, eluent:
trichlorometan i etanol (w stosunku obj. 9:1), alkoholowy roztwor jodu i alkoholowy roztwor

HCl — do wywotania chromatogramu.

Wykonanie: Krazek bibuty z sublimatem kofeiny, teofiliny lub teobrominy (z poprzedniego
¢wiczenia) pocia¢ na drobne kawatki, umiesci¢ w naczynku szklanym i doda¢ niewielka ilo$¢
roztworu metanolu i chloroformu, w celu rozpuszczenia pochodnych ksantyny. Na ptytce
szklanej z zelem krzemionkowym zaznaczy¢ lini¢ startu ok. 0,5 cm od dolnej krawedzi phytki.
Na linii startu nanie$¢ przy pomocy kapilary, po kropli wzorcowego roztworu teofiliny,
teobrominy, kofeiny oraz badanej probki, w odstepach ok. 0,5 cm oraz w odlegtosci 0,5 cm
od krawedzi plytki. Ptytke¢ umiesci¢ w komorze chromatograficznej, w ktorej znajduje sig
eluent. Gdy front rozpuszczalnika osiagnie lini¢ odlegla o 0,5 cm od gornej krawedzi phytki,
wysuszy¢ na bibule i spryska¢ roztworem wywolujacym.

Na podstawie otrzymanego chromatogramu, wyznaczy¢ wspolczynnik Rg

(wspolczynnik przesunigcia) dla poszczegdinych sktadnikdw mieszaniny 1 substancji

. S, A
wzorcowych, korzystajac z zaleznosci: Ry= rE



gdzie: A - odleglo$¢ plamy substancji rozdzielonej od linii startu.

B - odleglo$¢ frontu rozpuszczalnika od linii startu.

Ponizej podano zabarwienie plamki na chromatogramie oraz wspotczynniki przesunigcia
dla analizowanych pochodnych ksantyny:
e kofeina — plamka czerwonobrazowa, R= (0,57-0,78),
e teobromina — plamka szaroniebieska, Ry= (0,22-0,47),

e teofilina — plamka fioletowoniebieska, Ry= 0,26.

d) Cwiczenie praktyczne. Rozdzial i identyfikacja barwnikow zawartych w pisakach za

pomocq chromatografii bibutowej

Aparatura i szklo: bibula Whatmana w postaci krazka 1 paska, szalki Petriego (komora

chromatograficzna).

Odczynniki: pisaki kolorowe, eluent: propanol, 25% roztwdér wodny amoniaku, woda (w

stosunku obj. 8:2:2).

Wykonanie: Wycia¢ krazek bibuly o $rednicy wigkszej o 0,5 cm od $rednicy komory
chromatograficznej. W §rodku krazka umiesci¢ zwinigty w formie walca pasek bibuty o wym.
20x2 cm. Zaznaczy¢ linig¢ startu w odleglosci 1,5-2 cm od $rodka krazka 1 nanie$¢ na niej
kropki kolorowymi pisakami. Odstgp migdzy pisakami powinien wynosi¢ ok. 1-1,5 cm. Do
szalki Petriego wla¢ eluent 1 umiesci¢ na niej przygotowany krazek bibuly z naniesionymi
pisakami. Zwingty pasek bibuly umieszczony w $rodku krazka powinien dotyka¢ dna szalki.
Umozliwia on przenikanie rozpuszczalnika na powierzchnig bibuty, a tym samym rozwinigcie
chromatogramu i rozdzial barwnikow. Rozdziat barwnikéw zawartych w pisakach jest szybki
1 umozliwia rozroznienie kilku barwnych skladnikow danego pisaka, ktére znajduja si¢ w
roznej odlegtosci od linii startu. Gdy front rozpuszczalnika osiagnie lini¢ znajdujaca si¢ ok. 1

cm od brzegu bibuty, wyjac i wysuszy¢ chromatogram. Poda¢ wnioski.



e) Cwiczenie praktyczne. Wykrywanie kwasu askorbinowego (witaminy C) w soku z

kiszonej, pomaranczy lub cytryny

Odczynniki: substancja wzorcowa (tabletka witaminy C rozpuszczona w wodzie), sok z
kiszonej kapusty, cytryny lub pomaranczy, eluent: etanol i benzen w stosunku 3:1,

wywolywacz chromatogramu - jod.

Wykonanie: Niewielka ilo$¢ badanego soku wla¢ do probowki i doda¢ wody do polowy jej
objetosci. Po wymieszaniu bagietka, roztwér nanie$¢ przy pomocy kapilarki na linig startowa
ptytki chromatograficznej. W odlegltosci 2,5 cm od powstatej plamy nanies¢ krople substancji
wzorcowej. Po wysuszeniu plam, plytke umiesci¢ w komorze chromatograficznej
zawierajacej etanol 1 benzen. Gdy mieszanina rozpuszczalnikow znajdzie si¢ w odlegtosci ok.
2 cm od goérnej krawedzi ptytki, nalezy ja wyja¢ z komory chromatograficznej i przenies¢ do
drugiej komory, na dnie ktoérej umieszczono niewielka ilo§¢ jodu. Chromatogram nasycony

parami jodu identyfikuje witaming C zawarta w soku.

Na podstawie otrzymanego chromatogramu, w ¢wiczeniach la, 1b, lc, wyznaczy¢

wspolczynnik Ry (wspdtczynnik przesunigcia) dla poszczegdinych sktadnikéw mieszaniny 1
substancji wzorcowych, korzystajac z zaleznos$ci: Ry = rE

gdzie: A - odlegtos¢ plamy substancji rozdzielonej od miejsca (§rodka) natozenia na ptytce.

B - odleglo$¢ frontu rozpuszczalnika od miejsca natozenia probki.






