LABORATORIUM FUNKCJONALIZACJI NANOMATERIALOW

Cwiczenie 5 — Chromatografia wykluczenia (v1.1)

Cel éwiczenia

1. Zapoznanie si¢ z podstawg chromatografii wykluczania.

2. Zastosowanie chromatografii  wykluczania do oczyszczenia  roztworu
nanokrysztatow.

3. Przeprowadzenie analizy rozktadu nanokrysztatow w zelu chromatograficznym.

Wprowadzenie
Koloidalne kropki nanokrysztaly wymagaja, aby po syntezie uzyskane

nanoczastki zostaly oddzielone od m.in. niezuzytych prekursoréw i nadmiarowych
ligandow, a nastepnie przeprowadzone do wilasciwego rozpuszczalnika. Etap ten
nazywamy oczyszczaniem (ang. purification) nanokrysztatow i mozemy przeprowadzi¢
go na kilka sposobow, m.in.:

e wytrgcanie antyrozpuszczalnikiem

e ekstrakcja

e chromatografia zelowa
Metoda i sposob przeprowadzenia 0Czyszczania nanoczastek moze wplywaé na
szerokie spektrum ich wiasciwosci fizyko-chemicznych: stabilno$¢ roztworu
koloidalnego, wydajno$¢ emisji, utlenianie powierzchni. Wpltyw ten wynika
bezposrednio z faktu zmiany ilosci ligandéw przypadajacych na pole powierzchni
nanokrysztatow. Z tego tez wzgledu proces wymywania, pomimo iz nie jest wlasciwg
reakcjg wzrostu nanoczagstek, stanowi kolejny etap ich przygotowania do dalszej
funkcjonalizacji, badZz tez zastosowania. Dokltadne 1 powtarzalne przeprowadzenie
procesu oczyszczanie nanokrysztalow jest zatem konieczne, aby mozliwe bylo ich
powszechne uzycie.

Chromatografia - pojecia

Chromatografia — technika analityczna lub preparatywna stuzaca do rozdzielania lub
badania sktadu mieszanin zwigzkéw chemicznych.

Chromatografia cieczowa — w ktorej eluentem jest ciekty rozpuszczalnik lub mieszanina
rozpuszczalnikow.



Chromatografia kolumnowa — w ktorej faza rozdzielcza jest
umieszczona w specjalnej kolumnie, przez ktorg
przepuszcza si¢ nastgpnie roztwor badanej mieszaniny.
Przeptyw roztworu przez kolumn¢ mozna wymuszac
grawitacyjnie lub stosujac rdznice ci$nien na wlocie i
Wylocie kolumny. Stationary phase

GPC (ang. Gel Permeation Chromatography) chromatografia
zelowa — odmiana kolumnowej chromatografii cieczowe;j.
Polega na rozdziale sktadnikow mieszaniny na zelu lub
sitach molekularnych w zalezno$ci od rozmiarow
czasteczek.

Eluent — pltyn wymywajgcy substancje zaadsorbowane na fazie
stalej podczas chromatografii. Proces wymywania nosi
nazwe elucji, a faza wyplywajaca z fazy stalej to eluat
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IV. Chromatografia wykluczenia (dawniej zelowa) - GPC
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V. Odczynniki

1. Koloidalne nanokrysztatow CdSe w roztworze reakcyjnym
2. Toluen — eluent
3. Zel chromatograficzny — faza stata kolumny

VI.  Aparatura i materialy
e kolumna chromatograficzna
e wkraplacz

e zlewka 50 ml

e szklana pipeta Pasteura + smoczek
e statyw na probowki

e probowki eppendorf 1,5 ml x12



e cienkopis
e spektrofluorymetr
e przejscidwka do trzymania eppendorfek

VIIl.  Przebieg doswiadczenia

1. Omoéwic z prowadzacym sposob dziatania kolumny chromatograficzne;.

2. Zdjac gorny korek z kolumny. Upewni¢ sig, ze pod wyjsciem z kolumny znajduje
si¢ zlewka 50 ml.

3. Otworzy¢ zawor kolumny i obnizy¢ poziom rozpuszczalnika do wysoko$ci max 1
cm ponad goérng granice zelu.

4. Zamkna¢ zawor kolumny.

5. Szklang pipetg Pasteura przenie$¢ przygotowane nanokrysztaty do kolumny
wstrzykujac je ostroznie (bez mieszania) do rozpuszczalnika znajdujacego si¢
ponad zelem.

6. Otworzy¢ zawor i obserwowac wnikanie, a nastgpnie przemieszczanie si¢
nanokrysztatoéw w zelu.

7. Gdy calo$¢ nanokrysztalow znajdzie si¢ ~2 ¢m ponizej gornej granicy zelu do
gornego szlifu kolumny zamontowac¢ wkraplacz z zapasem rozpuszczalnika —
poprosi¢ prowadzacego o pomoc.

8. W statywie przygotowac ok 12 probowek podpisanych eppendorf (eppendorfek)

9. Zachowac szczeg6lng czujnos¢, gdy nanokrysztaty zblizajg si¢ do spieku na
dolnym krancu kolumny.

10. Gdy pierwsze krople rozpuszczalnika zabarwione od nanokrysztatéw zaczng
wyptywac do zlewki sprawnym ruchem wsuna¢ zlewke spod ujscia kolumny
podstawiajac pierwszg eppendorfke.

11. Do kazdej eppendortki tapa¢ 3 krople roztworu nanokrysztatow, po czym
przesunac statyw, aby podstawi¢ kolejng probowke.

12. Doda¢ po ~1 ml toluenu do kazdej eppendorfki i szczelnie jag zamknac.

13. Gdy caty roztwor nanokrysztatow przejdzie p[rzez kolumne zamkng¢ zawor
wyjSciowy.

14. Wykona¢ pomiar fotoluminescencji umieszczajgc kolejno wszystkie eppendorfki
w uchwycie. Dtugo$¢ dali pobudzania 405 nm.

15. Widma PL zapisac.

VIIl.  Zadanie do wykonania
1. Omoéwic¢ znaczenie oczyszczania nanokrysztatow
2. Przedstawi¢ metody oczyszczania
3. Sporzadzi¢ i oméwic¢ wykresy PL zmierzone dla NCs rozdzielonych w zelowej
kolumnie chromatograficznej.
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