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Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Chromatografia — (gr. chromatos = barwa + grapho = pisze) podstawowa technika analityczna
lub preparatywna stuzaca do rozdzielania 1 identyfikacji zwigzkéw chemicznych
W mieszaninie.

Jest to fizykochemiczna metoda rozdzialu sktadnikow jednorodnych mieszanin w wyniku ich
roznego powinowactwa do fazy stacjonarnej i ruchomej. Substancje migrujac ulegaja
podzialowi ilosciowemu pomigdzy dwie fazy (ruchomg i nieruchomg). Kazda substancje

charakteryzuja okreslone parametry retencji.

Charakterystyka TLC

Forma metody — planarna

Mechanizm sorpcji —stosowane sg wszystkie mechanizmy sorpcji: podzial, adsorpcja,
wymiana jonowa, wykluczenie, powinowactwo 1 chiralna. Skfadniki rozdzielajg si¢
na podstawie szybkosci migracji zaleznej od powinowactwa do faz.

Nosnik — plytki szklane, aluminiowe, plastikowe.

Faza stacjonarna — drobnoziarniste sorbenty stale o wielkoSci ziarna 10-30 um-— zel
krzemionkowy, celuloza, zywice jonowymienne, tlenek glinu, ziemia okrzemkowa, selektory
chiralne. Grubo$¢ warstwy sorbentu 0,2-2,5 mm. Moze zawiera¢ czynnik fluoryzujacy.

Faza ruchoma — pojedyncze rozpuszczalniki lub ich mieszaniny o roznej polarnosci —
od niepolarnych weglowodoréw do polarnych alkoholi, wody oraz rozpuszczalnikow
kwasowych i zasadowych. Rozpuszczalnik porusza si¢ dzigki sitom kapilarnym.

Komory — rézne naczynia o ksztaltach prostopadlosciennych Ilub cylindrycznych, szczelnie
zamknigte.

Substancja rozdzielana przenoszona jest wraz z fazg ruchomg przez plaskie zloze fazy
stacjonarnej metoda pionowa (wstgpujaca) lub horyzontalng.

Wizualizacja

Przy pomocy odczynnikow chromogennych tworzacych polaczenia barwne ze wszystkimi lub
niektorymi substancjami rozdzielanymi, o$wietlanie promieniami UV, utlenianie i zwg¢glanie
kwasem siarkowym (spryskiwanie), dzialanie par jodu, skanowanie densytometryczne —
pomiar nat¢zenia promieniowania odbitego od powierzchni po naswietleniu jej

promieniowaniem UV/VIS (powstaja piki wskazujace na obecnos$¢ substancji absorbujacej),
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wykrywanie  substancji  znakowanych  wskaznikami  promieniotworczymi  (klisza
fotograficzna, liczenie scyntylacji, skanowanie licznikiem Geigera-Miillera),
Analiza jakosciowa.
Odbyw sie na podstawie: porownania parametrow retencyjnych uzyskanych dla substancji
badanej 1 wzorcowej (Rp) najlepiej w kilku ukfadach chromatograficznych; poréwnania
widma spektrofotometrycznego dla plamy substancji badanej i wzorcowej (przy uzyciu
densytometru); analize innymi metodami instrumentalnymi (IR, NMR, spektrometria mas)
po uprzedniej ekstrakcji substancji oznaczanych z ptytki chromatograficzne;.
Analiza ilosciowa
A. Metody bezposrednie — pomiary ilosciowe przeprowadza si¢ z zastosowaniem
densytometréow skaningowych rejestrujacych absorbancje Iub fluorescencje plam substancji
analizowanych w zakresie promieniowania VIS lub UV, ktorej miarg jest pole powierzchni
piku na densytogramie. Zarejestrowane powierzchnie pikoOw substancji oznaczanych
sg porownywane z polami powierzchni pikow substancji wzorcowych o znanym stezeniu.

e Fotodensytometria — w oznaczeniu stosowany jest pomiar S$wiatla odbitego

lub przepuszczonego UV lub VIS.

¢ Fluorymetria — pomiar nat¢zenia §wiatta emitowanego przez substancje fluoryzujace.
B. Oznaczenie posrednie — sorbent z powierzchni plytki zawierajacy plamke substancji
oznaczanej jest ekstrahowany odpowiednim rozpuszczalnikiem a otrzymany roztwor poddaje
si¢ analizie inng metoda instrumentalng np. spektrofotometryczng w zakresie UV

lub fluorymetryczng.

Inne procedury w TLC

Dwuwymiarowa TLC - stosowana dla pelnego rozdzielenia substancji o podobnych
wlasciwosciach chemicznych. Pojedyncza probke rozwija si¢ po naniesieniu w polu
startowym umieszczonym w rogu ptytki. Skladniki sa cz¢§ciowo rozdzielone wzdtuz jednego
boku ptytki. Chromatogram po wysuszeniu i obrdceniu o 90 o rozwijany jest ponownie
z uzyciem fazy ruchomej o innym sktadzie. Otrzymuje si¢ dwuwymiarowa mape sktadnikow.
Wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (HPTLC) —stosowane sa ptytki pokryte
cienszg warstwa (0,1 mm grubosci) bardzo drobnoziarnistego sorbentu ($rednia wielkos$¢

ziarna 5 pm). Zwigksza si¢ czuto$¢ i rozdzielczo$¢ rozdziatu.
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OKRESLENIE TOZSAMOSCI WYBRANYCH ALKALOIDOW
METODA CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWE]

W analizie jako$ciowej wykorzystuje si¢ potozenie pikdw na chromatogramach. Obserwacje
mozna prowadzi¢ w zakresie UV dla sktadnikéw nie wymagajacych barwienia, jak réwniez
po uprzednim wybarwieniu chromatograméw. Do identyfikacji wykorzystywane sg takze
widma absorpcji zarejestrowane densytometrycznie w UV bezposrednio z chromatogramu
charakterystyczne dla badanych sktadnikow.

Analize¢ jako$ciowag sktadnikéw w TLC prowadzi si¢ na podstawie polozenia plamek
na chromatogramie pochodzacych od poszczegodlnych substancji (maksimum piku
na densytogramie). Wielkoscig charakteryzujaca przemieszczanie si¢ badanej substancji jest
wspotczynnik opoOzZnienia, ktory okresla stosunek drogi migracji danego sktadnika (A)
do calkowitej drogi przebytej przez faze ruchomg (B): Rr = A / B. Warto$¢ Rg stanowi
podstawe analizy jakosciowej. Natomiast analiza iloSciowa opiera si¢ na pordwnaniu
wielkosci plamek 1 intensywnosci ich zabarwienia.

Celem c¢wiczenia jest zaznajomienie studentdow =z zastosowaniem chromatografii
cienkowarstwowej w analizie jakoSciowej zwigzkoéw organicznych na przyktadzie oznaczania

wybranych alkaloidow.

Odczynniki:

Roztwory wzorcowe: metanolowe roztwory wybranych alkaloidow:

0,5 % siarczan atropiny

0,5 % chlorek chininy

0,5 % fosforan kodeiny

0,5 % chlorowodorek lidokainy
0,5 % chlorowodorek polokainy

Faza stacjonarna: ptytki aluminiowe TLC pokryte Zelem krzemionkowym (Kiselgel 60)

z czynnikiem fluoryzujacym Fs4

Faza ruchoma:

metanol — amoniak 25% (50 : 0,5 v/v)
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Odczynnik Dragendorffa:

A. 0,85 g zasadowego azotanu (V) bizmutu (III) (hydroksyazotanu(V) bizmutu(IIl)) rozpusci¢

w 10 mL lodowatego kwasu octowego i1 40 mL wody

B. 8 g jodku potasu rozpusci¢ w 20 mL wody

Roztwor podstawowy : roztwory A 1 B zmieszane w stosunku 1 : 1

Roztwor dodatkowy : mieszanina 2 mL lodowatego kwasu octowego 1 10 mL wody

Odczynnik wywotujacy stanowi mieszanina roztworu podstawowego i1 uzupetaniajacego

zmieszanych w proporcji 1 : 3

Aparatura:
Lampa UV (254/366) firmy CAMAG

Densytometr Scanner 3 z oprogramowaniem winCATS4 firmy CAMAG

Wykonanie oznaczenia:

1.

Na ptytki nanies¢ za pomoca kapilary roztwory wzorcowe oraz badane mieszaniny
w odleglosci 1 cm od dolnej krawedzi ptytki (linia startu) i 1 cm od jej brzegow.
Miedzy brzegami nanoszonych pasm zachowa¢ 0,5 cm odstepy. Roztwory nanosi¢
porcjami, kilkakrotnie, po odparowywaniu rozpuszczalnika.

Po calkowitym wyschnigciu plamek, ptytki umiesci¢ w komorze chromatograficznej
(nasyconej faza ruchomg przez 15 minut). Chromatogramy rozwija¢ do wysokosci
0,5 cm od goérnej krawedzi plytki.

Ptytki wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;.

Wybarwi¢ ptytki za pomocg odczynnika Dragendorffa przygotowanego bezposrednio
przed uzyciem.

Obliczy¢ wartosci wspolczynnikow opdznienia dla kazdej plamki; wzorcow
oraz wszystkich sktadnikow badanej probki.

Na podstawie poroOwnania wartosci Rp uzyskanych dla substancji wzorcowych
oraz skladnikow probek badanych okresli¢ tozsamo$¢ alkaloidow w otrzymanych

do badania prébkach.



