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Chromatografia TLC



Gdzie jest TLC?

Techniki Chromatografii Cieczowej
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przepływ
TLC/FID

PLC TLC/HPTLC

RPC HSTLC OPLC

RPC – Rotation Planar Chromatography, OPLC – Overpresured Planar Liquid chromatography, 

HSTLC – High Speed Thin Layer Chromatography



TLC – na czym polega

 Przebieg analizy:

 Naniesienie próbki na fazę stacjonarną

 Rozwinięcie chromatogramu

 Wizualizacja chromatogramu

 Oznaczanie ilościowe i jakościowe składników próbki



 Na warstwie chromatograficznej można równocześnie 

rozdzielać kilka różnych próbek,

 Proces rozdzielania może być w każdej chwili zatrzymany,

 Rozdzielane próbki nie muszą być wstępnie oczyszczane,

 Obniżone koszty analizy około 30%  

 Metoda jest mało pracochłonna

 Można wykorzystać różne, selektywne sposoby 

wizualizacji i analizy plamek np. skanery i densytometry

Zalety TLC



 Ograniczona powtarzalność wyników

 Wyniki rozdzielania zależą od wielu procesów, które 
trudno jest standaryzować

 Zmiany w składzie fazy ruchomej w czasie rozwijania 
chromatogramu

 Wzrastające rozmycie plamki (poszerzenie pasma) 
powodowane zmniejszaniem się szybkości fazy ruchomej 
wraz z pokonywaną odległością

Wady TLC



 Określenie ilości składników w mieszaninie

 Potwierdzenie lub wykluczenia obecności danej substancji 

 Monitorowanie postępu reakcji chemicznych

 Optymalizacja warunków dla chromatografii kolumnowej

 Analiza frakcji uzyskanych techniką chromatografii 

kolumnowej

Podstawowe zastosowania TLC



PLC

TLC

HP
TLC

Chromatografia planarna



Płytki chromatograficzne

 Płytki 

 Szklane, aluminiowe lub z tworzywa sztucznego (tereftalan polietylowy)

 Płytki do rozdzielania analitycznego TLC: grubość warstwy sorbentu 0,1 –

0,25 mm (0,25 mm – silikażel, 0,1 mm – celuloza poliamid)

 Płytki do rozdzielania preparatywnego (PLC): grubość warstwy sorbentu 0,5 

– 2 mm

 Płytki wysokosprawne (HPTLC) – grubość warstwy sorbentu 0, 20 mm 

adsorbenty o mniejszych rozmiarach i węższych frakcjach sitowych, 

Rozkład wielkości cząstek w TLC – żel krzemionkowy



Porównanie konwencjonalnej TLC i 

wysokosprawnej HPTLC
Parametr TLC HPTLC

Wielkość płytki w cm 20 × 20 10 × 10, 10 × 20

Grubość warstwy, µm 100 – 250 200

Przeciętna wielkość ziaren, µm 20 5 – 15

Objętość próbki, µL 1 – 5 0,1 – 0,2

Średnica plamki, mm

W chwili startu

Po rozwinięciu

3 – 6

8 – 15

1,0 – 1,5

2 – 6

Droga rozwijania, cm 10 – 15 3 – 6

Czas rozwijania, min 30 – 200 3 – 6

Granice wykrywalności 

Adsorpcja światła, ng,

Fluorescencja, pg

1 – 5

50 – 100

0,1 – 0,5

5 – 10

Liczba próbek na płytkę 10 18 – 36

Wysokość półki teoretycznej, 

µm

30 5 - 20

Liczna półek teoretycznych < 600 < 5000

Separation number 7 – 10 10 – 20



 Żel krzemionkowy (90% analiz)

 Tlenki glinu (Alumina)

 Adsorbenty organiczne 

 Celuloza i jej pochodne 

 Skrobia (ziemniaczana)

 Sacharoza

 Mannitol

 Dekstran (żel, związki hydrofilowe, zasada sita molekularnego) 

 Poliamidy (poliamid zwykły i acetylowany) 

 Wymieniacze jonowe

 Adsorbenty niepolarne: np. silikażel modyfikowany C-8

Adsorbenty

Adsorbent na podłożu zwykle osadzony jest przy użyciu środka wiążącego np. gipsu lub polimeru organicznego, rzadziej skrobi (01 -20%), 

który powoduje, że warstwa adsorbentu jest trwała mechaniczne



Adsorbenty



Silika żel (silica gel)

 Średnica porów (D) – dystrybucja grup silanolowych.

(D - 40,60,80,100 Å, typowo 60)

 Objętość właściwa porów – maks. obj. fazy ruchomej, 

która może penetrować złoże.  

(Vp, 0.5-2 mL/g, typowo 0,8)

 Powierzchnia właściwa (S) – związana z gęstością 

grup silanolowych, mówi o pojemności absorpcyjnej silikażelu. 

(200 – 800 m2/g, typowo 400 – 600)

𝐃 A =
4𝑉𝑝

𝑆𝐵𝐸𝑇
∗ 104



Tlenki glinu

 Formuła ogólna:Al2O3

 Grupy odpowiedzialne za oddziaływania: -OH i O2-

 Średnica porów: 4 – 5 nm

 Występują w trzech odmianach: zasadowy (pH 9-10), obojętny (pH

7.0-8.0) i kwaśny (pH 4.0-4.5)

 Stosunkowo mała pojemność sorpcyjna

 Właściwości protonowo-akceptorowe silniejsze niż dla silikażelu

 Zastosowania – analiza alkaloidów, steroidów, terpenów oraz

innych związków aromatycznych i alifatycznych



Celuloza

 „Papier” (złoże i nośnik) lub rozpylona na płytce szklanej, 

aluminiowej lub PTFE

 Naturalne włókna lub mikrokrystaliczna

 Analiza związków hydrofilowych, np. kwasów fosforowych, 

glikozydów, aminokwasów, alkoholi, barwników, cukrów

 Celuloza acetylowana – odwrócony układ faz

 Celulozowe wymieniacze jonowe (proteiny, aminokwasy, enzymy, 

kwasy nukleinowe, estry, cukry, witaminy, hormony, wirusy.)



Poliamidy

 Adsorbenty organiczne (poliamid 6- kaprolaktam, poliamid 11-

undekanoamid )

 Poliamid zwykły (normalny układ faz)

 Poliamid acetylowany (odwrócony układ faz)

 Mogą być wielokrotnie regenerowane eluentem o dużej sile elucji

 Trzy mechanizmy rozdziału: absorbcja, podział, wymiana jonowa

 Zastosowanie: analiza fenoli, kwasów karboksylowych, aminokwasów, 

glikozydów, nukleozydów i pestycydów, 



Eluenty - szereg elutropowy

 Obowiązują takie same zasady doboru eluentów jak w chromatografii 

kolumnowej

n-Pentan

n-Heksan

Cykloheksan

Czterochlorek węgla

Eter izopropylowy

Chloroform

Chlorek metylenu

Eter dietylowy

Tetrahydrofuran

Octan etylu

Dietyloamina

Acetonitryl

Dioksan

tert-Butanol

n-Butanol

Izopropanol

Etanol

Metanol
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Dobór adsorbenta i fazy mobilnej



Układy chromatograficzne



Rozwijanie chromatogramu – rodzaje 

komór



TLC – zasada procesu rozdzielania

Płytka TLC

Faza ruchoma

Faza stacjonarna
Kondensacja

Parowanie 

rozpuszczalnika

Wymiana

para - ciecz

Adsorpcja, 

desorpcja 

rozpuszczalnika

Bibuła filtracyjna
Strefa demiksji



Zależność podziału od naczynia



Teoria i mechanizm w TLC 

 Transfer fazy ruchomej przez cienką warstwę

adsorbenta wzdłuż płytki TLC jest indukowany

przez siły kapilarne

∆𝐸𝑚 = −
2γ𝑉𝑛

r

γ − napięcie powierzchniowe

𝑉𝑛 - objętość molalna rozpuszczalnika
r − średnica kapilary



Wędrówka przez złoże

Stężenie 

[g/cm2]

a

b

x

ystart

Kierunek 

rozwijania

chromatogramu



Poszerzenie plamek - ilość półek

Linia startu

Linia mety

l

z

w 𝑁= 
𝑙

𝐻

Małe wartości H = duża sprawność:

Małe rozmiary uziarnienia złoża

Mała lepkość fazy ruchomej

Małe cząsteczki substancji analizowanej

H zależy od prędkość przepływu fazy ruchomej

𝑁 =
16𝑙𝑧

𝑤2 = 16
𝑧2

𝑙2

Prędkość rozchodzenia się rozpuszczalnika maleje wraz z odległością, stąd w różnych miejscach płytki jest

różna liczba półek teoretycznych - sprawności muszą być zgłaszane w odniesieniu do związku o określonej

wartości Rf, takiej jak 0,5 lub 1,0.



Rozdzielczość - podział

u – przepływ przez fazę stacjonarną;

A, B, C - stałe wskazujące

udział procesów rozmycia (poszerzenia plamki)

w wartości H równania N = l/H

Stałe A,B,C zależą od: parametrów mikroporowatego złoża,

właściwości fazy ruchomej

i analizowanej substancji,

temperatury.

Równanie van Deemtera

𝐻 = 𝐴 +
𝐵

ഥ𝜇
+ 𝐶 ҧ𝜇

𝑁 =
𝑙

𝐻

TLC

HPTLC



Dlaczego dyfuzja jest problemem?



Współczynnik podziału (Rf) 

Linia startu

Linia mety

l

z

w

𝑅𝑓 =
𝑧

𝑙

𝑅𝑓 =
𝑡𝑚

𝑡𝑚 + 𝑡𝑠
=

1

1 + 𝑘

tm, ts – czas przebywania substancji w fazie ruchomej

i w fazie stacjonarnej

k – współczynnik retencji

0,2 < Rf < 0,8

Identyfikacja związku na podstawie 

porównania wartości Rf oraz barwy plamki próbki z wzorcem



Współczynnik podziału Rf i 

współczynnik rozdziału RS

𝑅𝑠 =
𝑙(𝑅𝑓 2 − 𝑅 ሻ𝑓(1 ሻ

ሻ0,5(𝑤1 + 𝑤2

𝑅𝑠 =
𝑧 2 − 𝑧 1

ሻ0,5(𝑤1 + 𝑤2Linia startu

Linia mety

l

z2

w2

w1

z1

pożądane 𝑅𝑠1



Rozdział jako funkcja RS i 

selektywność rozdziału

𝛼 =
𝐾2

K1
> 𝟏

𝑅𝑠 = 0,25
𝐾2

𝐾1
− 1 𝑅𝑓𝑁(1 − 𝑅𝑓)

Zmiana składu fazy ruchomej

Zmiana pH fazy ruchomej

Zmiana fazy stacjonarnej

Zmiana temperatury



Dddziaływania międzycząsteczkowe-

wpływ na podział



 Przygotowanie próbki do analizy

 Nanoszenie próbki na płytkę

 Rozwijanie chromatogramu

 Detekcja substancji na warstwie

 Ilościowa i jakościowa interpretacja chromatogramu

Przebieg procesu chromatograficznego/

Wpływ na efektywność



 Próbka

 Nie musi być oczyszczona!

 Musi być rozpuszczona (najlepiej w fazie ruchomej lub w lotnym 

rozpuszczalniku o mniejszej sile elucji)

 Średnica plamki do 2 mm (optymalnie 1mm), objętość próbki ~ 1µl, 

masa ~1 - 5ng

Przygotowanie próbki



Nanoszenie próbki

 Przy pomocy kapilar, mikropipet lub dozowników 

(UWAGA: nie wolno naruszyć warstwy adsorbenta)

 Wpływ na jakość rozdzielania oraz dokładność oznaczeń ilościowych i 

jakościowych



Przygotowanie komory 

chromatograficznej



Rozwijanie chromatogramu

 Różne kierunki rozwijania chromatogramów

 Rozwijanie ze zmianą eluenta

 Dwukierunkowe prostopadłe rozwijanie chromatogramów

Liniowe Liniowe z dwóch stron Kołowe Dośrodkowe kołowe

eluent 1

eluent 2



Wizualizacja chromatogramu

 UV (254 nm, 366 nm)

 Wskaźniki fluoryzujące np. F254, F366)



Gdy brak wzbudzenia przez UV

 Komora jodowa (odczynnik uniwersalny) – plamki o 

żółtym lub brązowym zabarwieniu



Inne metody wizualizacji 

(postchromatographic reactions)

 Opary HCl (reakcja z zaadsrobowanym związkiem objawia się pojawieniem

się zabarwienia do czarnego)

 Opary lub łaźnia z kwasu fosfomolibdenowego (niebieskie do czarnych

plam na żółtym tle)

 Mieszanina aldehydu anyżowego i kwasu siarkowego (barwi na kolorowo

obszary, gdzie zaadsorbowany jest związek organiczny)

 Chlorki antymonu (barwią miejsca adsorpcji)

 NH₄HCO₃ reaguje z zaadsorbowanym związkiem. Po ogrzaniu widoczne są

fluorescencyjne plamy

 Zasadowy, wodny roztwór KMNO4 (na fioletowym tle - brązowe

plamki produktów utlenienia)

 Odczynniki specyficzne (reagujące z grupą funkcyjną)



Odczynniki specyficzne 

(reagujące z grupą funkcyjną)



TLC zastosowania praktyczne



TLC zastosowania praktyczne
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