Okreslenie tozsamosci wybranych alkaloidow metoda chromatografii

cienkowarstwowej

Chromatografia obejmuje techniki oparte na podziale sktadnikow mieszaniny pomigdzy dwie
nie mieszajace si¢ fazy, z ktorych jedng jest faza nieruchoma (stacjonarng; w TLC jest to
cienka warstwa adsorbentu umieszczona na no$niku), a druga jest faza ruchoma
(rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikow). Rozdziat sktadnikéw mieszaniny jest
zalezny od ich powinowactwa do obu faz. Wicksze powinowactwo skladnikéw do fazy
ruchomej powoduje ich szybsze przemieszczanie si¢ na chromatogramie, w przeciwienstwie
do sktadnikow
o wigkszym powinowactwie do fazy nieruchome;.

W analizie jakosciowej wykorzystuje si¢ potozenie pikow (lub plamek) na chromatogramach.
Obserwacje mozna prowadzi¢ w zakresie UV dla sktadnikéw nie wymagajacych barwienia,
jak rdwniez po uprzednim wybarwieniu chromatograméw. Do identyfikacji wykorzystywane
sa takze widma absorpcji zarejestrowane densytometrycznie bezposrednio z chromatogramu,
charakterystyczne dla badanych sktadnikow.

Wielkos$cia charakteryzujaca przemieszczanie si¢ badanej substancji jest wspotczynnik
opoznienia (Rg), ktory okresla stosunek drogi migracji danego sktadnika (A) do catkowitej
drogi przebytej przez faz¢ ruchoma (B): Ry = A/B. Warto$¢ Ry stanowi podstawe analizy
jakosciowe;j.

Natomiast analiza ilosciowa opiera si¢ na poroOwnaniu wielkosci plamek i1 intensywnosci
ich zabarwienia (lub po6l powierzchni pikow zarejestrowanych na densytogramach)
dla sktadnikéw badanej mieszaniny oraz odpowiednich substancji wzorcowych.

Wykrywalnos¢ metody analitycznej okresla najmniejsze stezenie lub ilo$¢ substancji,
jaka mozna dang metoda wykry¢.

Oznaczalnos¢ metody analitycznej okresla najmniejsza ilo$¢ substancji lub jej najmniejsze
stezenie, jakie mozna oznaczy¢ ilosciowo dang metoda.

Do wyznaczenia granicy wykrywalno$ci 1 oznaczalnosci w metodach chromatograficznych
wykorzystuje sie stosunek sygnatu analitycznego do poziomu zaktocen (szumow) tla.

Za granice wykrywalnosci (limit of detection, LOD) przyjmuje si¢ takie stezenie (ilos¢)
analitu, ktory daje warto$¢ sygnatu analitycznego ok. 2-3 razy wigksza od poziomu szumow.

Za granice oznaczalnosci (limit of quantitation, LOQ) przyjmuje si¢ takie minimalne stezenie
(ilo§¢) analitu, ktore daje sygnal, umozliwiajacy uzyskanie precyzyjnych i dokladnych
wynikoéw. Akceptowany jest sygnat ok. 10 razy wiekszy od poziomu szumow.

Granice wykrywalnoéci 1 oznaczalno$ci mozna wyznaczy¢ metoda wizualng
lub instrumentalng.



Odczynniki:

Roztwory wzorcowe: metanolowe roztwory wybranych alkaloidéw:

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 F254

Faza ruchoma:
metanol — amoniak 25% (50 : 0,5 v/v)

Odczynnik Dragendorffa:

A. 0,85 g zasadowego azotanu(V) bizmutu(Ill) (hydroksyazotanu(V) bizmutu(Ill)) rozpuscié¢
w 10 mL lodowatego kwasu octowego 1 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 i 10 mL wody

Odczynnik wywotlujgcy stanowi mieszanina roztworu podstawowego 1 uzupetaniajacego
zmieszanych w proporcji 1:3

Wykonanie oznaczenia:

1. Na plytki nanie$¢ za pomoca kapilary roztwory wzorcowe oraz badane mieszaniny,
w odleglosci 1 cm od dolnej krawedzi plytki (linia startu) i 1 cm od jej brzegéw. Migdzy
brzegami nanoszonych pasm zachowa¢ 0,5 cm odstgpy. Roztwory nanosi¢ porcjami,
kilkakrotnie, po odparowywaniu rozpuszczalnika.

2. Po catkowitym wyschnigciu plamek, ptytki umieSci¢ w komorze chromatograficznej
(nasyconej faza ruchoma przez 15 minut).

Chromatogramy rozwija¢ do wysokosci 0,5 cm od gornej krawedzi plytki.
3. Ptytki wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;.

4. Wybarwi¢ plytki za pomoca odczynnika Dragendorffa, przygotowanego bezposrednio
przed uzyciem.

5. Obliczy¢ warto$ci wspdtczynnikéw opoOznienia dla kazdej plamki; wzorcéw oraz
wszystkich sktadnikow badanej probki.



6. Na podstawie porownania wartosci Ry uzyskanych dla substancji wzorcowych
oraz sktadnikéw probek badanych okresli¢ tozsamo$¢ alkaloidéw w otrzymanych do badania
probkach.



