Chromatografia zelowa — zdolno$¢ rozdzielcza, rozcienczenie i odzysk kolumny
chromatograficznej

Cel ¢éwiczenia:
Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z technikg chromatografii zelowej na podstawie rozdziatu
roztworu barwnikow: 2,6-dichlorofenoloindofenolu(DCPIP) oraz safraninu T.

Zakres wiadomosci:
Rodzaje chromatografii, chromatografia zelowa, chromatogram i1 jego parametry, zdolno$¢

rozdzielcza kolumny, odzysk substancji z kolumny, rozcienczenia roztworow, spektroskopia UV-
Vis (prawo Lambert’a-Beera, zakres widzialny).

Materialy i aparatura:

» Roztwory barwnikéw: safranin T (¢ = 25000 M'c¢cm™, 520nm), DCPIP
(¢ =21000 M"'cm™, 600nm)

* Kolumna chromatograficzna

* Ependorfy 1,5ml

o Zlewki

* Pipety automatyczne (3 zakresy)
* Spektrofotometr SPEKOL 11

 Zel Sephdex G50

Wykonanie éwiczenia:
1. Na ztoze Sephadex G50 nakropi¢ 100ul przygotowanego roztworu (zanotowa¢ godzing).
* Uwaza¢, aby w trakcie naktadania roztworu nie zaburzy¢ powierzchni zelu.
* Nakrapia¢ roztwor na $rodek zelu (nie dotykaé pipeta Scian kolumny).
* Nie dopusci¢ do wyschniecia zelu podczas catego procesu.

2. Podczas trwajacego rozdzialu barwikow na kolumnie, sporzadzi¢ odpowiednie
rozcienczenia wyjsciowych roztworow barwnikow, w celu okreslenia ich st¢zenia
(wykorzystanie prawa Lambert’a-Beera’).

» Pamigta¢, aby warto$¢ absorbancji miescita si¢ w przedziale 0 — 1.



3. Frakcje z kolumny zacza¢ zbiera¢ do ependorféw przed pojawieniem si¢ pierwszego
z barwnikéw 1 kontynuowa¢ do momentu catkowitego oczyszczenia si¢ kolumny.

W protokole notowa¢ zaréwno dokladny czas jak 1 objetosci zbieranego roztworu
(ok. 1 ml/120s).

4. Roztwory ze wszystkich ependorféw zmierzy¢ na spektrofotometrze na dwoch dtugosciach
fali (maksima obydwu barwnikow: 520 i 600nm). Przyktadowo - z kazdego ependorfa
pobra¢ 900ul i rozcienczy¢ go ta samg objetoscia wody przed pomiarem
spektrofotometrycznym (uwzgledni¢ to w obliczeniach!). Objetos¢ minimalna w kuwecie
pomiarowej to ok. 1,5ml.

Tabela wynikow:

Absorbancja roztworu Notatki/obliczenia
wyjsciowego DCPIP:

Steienie:

Absorbancja roztworu Notatki/obliczenia
wyjsciowego safraninu T:

Steienie:

Frakcje 7 kolumny

Godzina natozenia roztworu barwnikow:
Lp. Czas Objetos¢ Absorbancja Obliczenia/notatki
520nm | 600nm
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Opracowanie wynikow:
1. Zdolnos$¢ rozdzielcza kolumny R;

Zdolno$¢ rozdzielcza kolumny, to podstawowy parametr charakteryzujacy rozdzial
substancji przechodzacych przez kolumne. Niezbgdne warto$ci do jej obliczenia zostaty
umieszczone na wykresie 1. W przypadku DCPIP i safraninu T wykresli¢ absorbancje A
poszczegdlnych frakcji dla dtugosci fali 520 1 600nm w funkcji czasu t.
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Wyk. 1. Paramtery chromatogramu niezbedne do obliczenia zdolnosci rozdzielczej kolumny.
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tq1, to— czasy retencji odpowiednio sktadnika 1 12; w,— szeroko$¢ piku substancji 1.

Dobry rozdzial nastgpuje przy wartosci Ry> 1.

Uwaga: Do analizy wynikow postarac sie wykorzystac¢ informacje zawarte na wykresie widm
absorpcyjnych roztworow barwinkow [Wyk.2]; oba roztwory sq o jednakowym stezeniu. Sygnat
pochodzgcy od DCPIP w maksimum absorbcyjnym safraninu T(520nm), stanowi 42% sygnatu.
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Wyk. 2. Widma absorpcyjne safraninu T oraz DCPIP (400-700nm).

Rozcienczenie na kolumnie

Nalezy obliczy¢, jak zostalty rozcienczone barwniki po przejsciu przez kolumneg
W poréwnaniu z roztworami wyjsciowymi. Zanotowane doktadne objetosci roztworu
odebranego z kolumny wraz z wynikami spektrofotometrycznymi(analiza wykorzystujaca
prawo Lambert’a-Beer’a), pozwalajg na obliczenie rozcienczen poszczegdlnych frakcji,
a wiec 1 catego roztworu.

Odzysk z kolumny

Majac objetosci 1 stezenia poszczegoOlnych frakcji, mozna tatwo obliczy¢ ilo$¢ substancji
jaka udato nam si¢ odzyska¢ z kolumny. Porownujac wyniki do roztworéw wyjsciowych,
obliczy¢ odzysk barwnikow z kolumny.

Obliczanie bledow

Przy okre$laniu rozrzutdéw pomiaru, prosz¢ wzia¢ pod uwage bledy pipet przy
rozcienczaniu, oznaczania spektrofotometrycznego oraz wystepujace przy zbieraniu frakcji
z kolumny (1ml = 30 + 2 krople).
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