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Chromatografia TLC




Gdzie jest TLC?

Techniki Chromatografii Cieczowej
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RPC — Rotation Planar Chromatography, OPLC — Overpresured Planar Liquid chromatography,
HSTLC — High Speed Thin Layer Chromatography



TLC - na czym polega

» Przebieg analizy:
Naniesienie probki na faze stacjonarna
Rozwiniecie chromatogramu
Wizualizacja chromatogramu
Oznaczanie ilosciowe i jakosciowe sktadnikow probki
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Zalety TLC

Na warstwie chromatograficznej mozna rownoczesnie
rozdzielac kilka roznych probek,

Proces rozdzielania moze byc w kazdej chwili zatrzymany,
Rozdzielane probki nie musza byc wstepnie oczyszczane,
Obnizone koszty analizy okoto 30%

Metoda jest mato pracochtonna

Mozna wykorzystac rozne, selektywne sposoby
wizualizacji i analizy plamek np. skanery i densytometry



Wady TLC

» Ograniczona powtarzalnosc wynikow

» Wyniki rozdzielania zaleza od wielu procesow, ktore
trudno jest standaryzowac

» Zmiany w skfadzie fazy ruchomej w czasie rozwijania
chromatogramu

» Wzrastajace rozmycie plamki (poszerzenie pasma)
powodowane zmniejszaniem sie szybkosci fazy ruchome;
wraz z pokonywana odlegtoscia



Podstawowe zastosowania TLC

» Okreslenie ilosci sktadnikow w mieszaninie

» Potwierdzenie lub wykluczenia obecnosci danej substancji
» Monitorowanie postepu reakcji chemicznych

» Optymalizacja warunkow dla chromatografii kolumnowe;j

» Analiza frakcji uzyskanych technika chromatografii
kolumnowe;



Chromatografia planarna




Plytki chromatograficzne

»  Plytki ()

Szklane, aluminiowe lub z tworzywa sztucznego (tereftalan polietylowy) | i

G 4 rito

Ptytki do rozdzielania analitycznego TLC: grubosc warstwy sorbentu 0, —
0,25 mm (0,25 mm —silikazel, O, mm — celuloza poliamid)

Ptytki do rozdzielania preparatywnego (PLC): grubos¢ warstwy sorbentu 0,5
—2 mm

Ptytki wysokosprawne (HPTLC) — grubosc warstwy sorbentu 0,20 mm
adsorbenty o mniejszych rozmiarach i wezszych frakcjach sitowych,

HPTLC

{25

H 10 5 20 25 30 s pm

Rozklad wielkosci czastek w TLC — zel krzemionkowy



Porownanie konwencjonalnej TLC i
wysokosprawnej HPTLC

Wielkos¢ ptytki w cm 20 x 20 10 x 10, 10 x 20
Grubos¢ warstwy, pm 100 — 250 200
Przecietna wielkosc¢ ziaren, pm 20 5-15
Objetosc¢ probki, uL I -5 0,1 -0,2

Srednica plamki, mm

W chwili startu 3-6 ,L0-1,5

Po rozwinieciu 8-15 2-6
Droga rozwijania, cm 10-15 3-6
Czas rozwijania, min 30 -200 3-6
Granice wykrywalnosci

Adsorpcja swiatta, ng, I -5 0, - 0,5

Fluorescencja, pg 50— 100 5-10
Liczba probek na ptytke 10 18 —36
Wysokos¢ potki teoretyczne;j, 30 5-20
pm
Liczna potek teoretycznych < 600 < 5000

Separation number 7-10 10-20



Adsorbenty

» Zel krzemionkowy (90% analiz)

» Tlenki glinu (Alumina)

» Adsorbenty organiczne
Celulozai jej pochodne
Skrobia (ziemniaczana)
Sacharoza

Mannitol

Dekstran (zel, zwiazki hydrofilowe, zasada sita molekularnego)
» Poliamidy (poliamid zwyktly i acetylowany)
» Wymieniacze jonowe

» Adsorbenty niepolarne: np. silikazel modyfikowany C-8

Adsorbent na podtozu zwykle osadzony jest przy uzyciu srodka wiazacego np. gipsu lub polimeru organicznego, rzadziej skrobi (01 -20%),
ktory powoduje, ze warstwa adsorbentu jest trwata mechaniczne



Adsorbenty

Al:O; for Column Chromatography Cellulose fibres for PC
- R ) ,

LiChrosrher

1800Mm
X370

Figure 13 Scanning electron
micrograph of a cross section of an
HPTLC plate made with spherical 6-8
m LiChrospher particles.

i

Silica gel for TLC Cellulose powder for TL



Silika zel (silica gel)

»  Srednica poréw (D) — dystrybucja grup silanolowych.
(D - 40,60,80,100 A, typowo 60) Ho HO OH -

» Objetos¢ wilasciwa porow — maks. obj. fazy ruchomej,

ktora moze penetrowac ztoze. o O\S/i \Si/o :
o
(Vp, 0.5-2 mL/g, typowo 0,8) O/ ‘Q O _ 0

» Powierzchnia wiasciwa (S) — zwiazana z gestoscia
grup silanolowych, mowi o pojemnosci absorpcyjne;j silikazelu.
(200 — 800 m?/g, typowo 400 — 600)

Table 1 Typical Silica Gel Pore Sizes and Surface
Areas

sheet showing silica layer at

Pore size, A 40 60 100 150 200 300 500 800 1000 magnification x500

Surface area, m'/g 600 480 270 175 130 80 35 45 30




Tlenki glinu

Formufa ogolna: Al,O;
Grupy odpowiedzialne za oddziatywania: -OH i O%*
Srednica poréw: 4 — 5 nm

Wystepuja w trzech odmianach: zasadowy (pH 9-10), obojetny (pH
7.0-8.0) i kwasny (pH 4.0-4.5)

Stosunkowo mata pojemnosc sorpcyjna
Wiasciwosci protonowo-akceptorowe silniejsze niz dla silikazelu

Zastosowania — analiza alkaloidow, steroidow, terpenow oraz
innych zwiagzkow aromatycznych i alifatycznych



Celuloza

~Papier” (ztoze i nosnik) lub rozpylona na ptytce szklane;j,
aluminiowej lub PTFE

Naturalne wiokna lub mikrokrystaliczna

Analiza zwigzkow hydrofilowych, np. kwasow fosforowych,
glikozydow, aminokwasow, alkoholi, barwnikow, cukrow

Celuloza acetylowana — odwrocony ukfad faz

Celulozowe wymieniacze jonowe (proteiny, aminokwasy, enzymy,
kwasy nukleinowe, estry, cukry, witaminy, hormony, wirusy.)
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Poliamidy PN
N/

I
H

Adsorbenty organiczne (poliamid 6- kaprolaktam, poliamid | |-
undekanoamid )

Poliamid zwykty (normalny ukfad faz)

Poliamid acetylowany (odwroécony uktad faz)

Moga byc¢ wielokrotnie regenerowane eluentem o duzej sile elucji
Trzy mechanizmy rozdziatu: absorbcja, podziat, wymiana jonowa

Zastosowanie: analiza fenoli, kwasow karboksylowych, aminokwasow,
glikozydow, nukleozydow i pestycydow,



Eluenty - szereg elutropowy

» Obowiazuja takie same zasady doboru eluentow jak w chromatografii

kolumnowe;j
Table 1. TLC R; Values Determined Using Different

n-Pentan 24 Eluents
n-Heksan 9 Elvent R¢(Av+ SD, N=10)
~ uen
Cykloheksan é Composition Cyclo- Diethyl 1-Hexa- 1.Octanol
Czterochlorek wegla = hexanone Malonate decene
Eter izopropylowy 3 £ 100% ether 64+.02  70+.02  .83+.02  .59+.03
Chloroform € Z 90% other
Chlorek metylenu %’ 10% pentane 63+.02 69+.01 821 .01 58+.02
Eter dietylowy o 70% ether
(o} '©
Tegahydrofuran S; 30% pentane 55+.02 63+ 01 81+ .01 A48+ 01
ctan etylu =) 50% ether
Dietyloamina : 50% popane 48303 55303 78:.02  34%.02
Aceronitry! 2 30% ether 35+.02  38+.02  79+.02  .23+.02
t [:'CB)k:an | 3 70% pentane T T R B
eért-butano B 10% ether
" Butanol E 90% pontane 1501 1501 77£.02  .07+.0]
'ZOEL”OPaI”O' 2 100% pentane ~ -01+£.01  .01£.01  68+.02  .00°
ano o
Metanol g Note: The deve|oping chamber was a wide-mouth jar with a filter-
Woda J 8 paper wick and screw-cap lid.

aCompound remained on the baseline.



Dobor adsorbenta i fazy mobilnej

Stationary Phase Mobile Phase




Uklady chromatograficzne

| 1skimol | +15 klimol '
- ——— ~ T w——y
@8\”\‘ -..'08 H, 58. H
high-polarity/ chain mutimer low-polarity/
high-activity (quasi-pure substance at star) low-activity
system system
R R R R

| | | l

---0—H--0—H--0—H--0—H--

Stationary phase Mobile phase Apicn, Ao
(KJmol)  (kJ/mol)
Cellulose paper Decalin —0.57 +15.12
Cellulose powder Decalin —0.22 +11.16
Magnesium silicate CsHs+HCH;CO, 9:1 (v/v) —0.28 —71.79
Alumina CsHgHCH;3),CO, 9:1 (w/v) —0.12 —12.45
Silica CsHs+CH;0H, 9:1 (viv) 0 —15.31




Rozwijanie chromatogramu - rodzaje
komor




TLC - zasada procesu rozdzielania

Adsorpcja,
desorpcja
“—” rozpuszczalnika
= = = = e, =
Faza stacjonarna — Kondensacia [ Bibuta filtracyjna /
] Strefa demiksji

<«—»YVymiana
para - ciecz
Plytka TLC —— >

Parowanie
rozpuszczalnika

Faza ruchoma




ZaleznosS¢ podzialu od naczynia

how the separation of the compounds is affected by Table 2. TLC R, Values Determined Using Different Types

1. the type of container used (e.g., 250-mL beaker, wide- of Developing Chambers

R:[Av£ SD, N=10)

mouth jar) Developin
Ja e Chame;r 9 Cyclo- Diethyl 1-Hexo- 1-Octanol
2. the presence or absence of a filter-paper “wick” inside hexanone  Malonate decene Toelane
the container, and wide-mouth jar
) ) ) no wick 1.00£.00 100+£.00 1.00+£.00 1.00+.00
3. how well the container is sealed (open, plastic wrap, no lid
watch glass, screw cap). wide-mouth jar
no wick 75+ .02 82+.03 1.00+.01 .63+.02

plasticwrap lid

wide-mouth jar
filter-paper wick 49 + .04 56+.04 .83+.04 .42+£.04
p|c:stic—wrc:p lid

wide-mouth jar
filterpaper wick ~ .48+.03  .55+.03 .78+.02 .34+.02

screw-cap lid

250-mL beaker
no wick 1.00+£.00 1.00+£.00 1.00+x.00 1.00+£.00
no lid

250-mL beaker
filterpaper wick  1.00+.00 1.00+.00 1.00+.00 1.00+.00

no lid

250-mL beaker

filterpaper wick ~ .51+£.04  58+.04 82x.05 .42:+.03

Figure 3 Scheme of thermodynamic plasticwrap lid

equilibria between the gaseous and

o . . 250-ml beaker
liquid mobile-phase components in a filterpaper wick .69+ .08 78+ .06  99+.03  .53+.06
presaturated chromatographic watch-glass lid
chamber.

Norte: The eluent was 50% ether/50% pentane.



Teoria i mechanizm w TLC

» Transfer fazy ruchomej przez cienka warstwe
adsorbenta wzdtuz ptytki TLC jest indukowany
przez sity kapilarne

2yVy
I

AE, =

Y — napiecie powierzchniowe

I}, - objeto$¢ molalna rozpuszczalnika
r — Srednica kapilary



Stezenie
[g/em?]

A

Wedrowka przez zloze

Kierunek
rozwijania
chromatogramu

start

<V



Poszerzenie plamek - iloS¢ poélek

16lz z2
Linia met 3 N = 2 = 16 72
y w l
o . l
" N=—

Mate wartosci H = duza sprawnosc:

Mate rozmiary uziarnienia ztoza
Mata lepkosc¢ fazy ruchomej
Mate czasteczki substancji analizowane;

Linia startu

H zalezy od predkosc¢ przeptywu fazy ruchomej

Predkos¢ rozchodzenia sie rozpuszczalnika maleje wraz z odlegtoscia, stad w réznych miejscach ptytki jest
rozna liczba pdtek teoretycznych - sprawnosci musza byc zgtaszane w odniesieniu do zwiazku o okreslonej

wartosci Rf, takiej jak 0,5 lub 1,0.



Rozdzielczos¢ - podzial

Rownanie van Deemtera

h(u
A A HPTLC
B 50}
H=A+ =+Cq _ ”
H ¢
304
u — przeptyw przez faze stacjonarna;
A, B, C - state wskazujace - 5
udziat procesow rozmycia (poszerzenia plamki)
w wartosci H rownania N = |/H 10k
State A,B,C zaleza od: parametréw mikroporowatego ztoza, o S O S Hr (o)
R 14

wihasciwosci fazy ruchome;j
i analizowanej substancji,

temperatu ry. Rys. 12.3. Zmiany érednie) wysokose1 potki teoretyczne) (1) w funkeji odleglosci migracyi (by):
A-plytka wysokosprawna, rozwijanie konwencjonalne, B- plytka konwencjonalna , rozwijanie kon-
wencjonalne, C- plytka konwencjonalna, rozwijanie wysokocisnieniowe, D- plytka wysokosprawna,
rozwijanie wysokocisnieniowe.



Dlaczego dyfuzja jest problemem?




Wspolczynnik podzialu (Ry)

Linia mety 2 YA
Rf = —
I
® y
E I
t 1
Ry = m_ _
y4 tm +ts 14k
" I 0,2<R;<0,8
inia startu o

t» t, — czas przebywania substancji w fazie ruchome;j
i w fazie stacjonarnej
k — wspotczynnik retencji

|dentyfikacja zwiazku na podstawie
porownania wartosci R, oraz barwy plamki probki z wzorcem



Wspolczynnik podzialu R; i
wspolczynnik rozdzialu Rg

Linia mety 7\
£ l(Rf(Z) - Rf(l))
" Q . Rs = 05w +wy)
v \ B | ) Wl WZ
7
z
| p - 2@ 2w
Linia startu * 0,5(wy + w;)

pozadane Rs>|

 AAs

s1an | |




Rozdzial jako funkcja Ry i
selektywnosSc¢ rozdzialu

1/12

112

112

Ry =025 (2= 1) /RN(1 - Ry)

K3
a=——2>1
K1

Zmiana skfadu fazy ruchomej
Zmiana pH fazy ruchome;
Zmiana fazy stacjonarne;j
Zmiana temperatury



Dddzialywania miedzyczasteczkowe-
wplyw na podzial

A A 0.5 mal/L
0.08 -
0.06 -
0.06 -
0.04 -
0.04 -
0.02 - 002 |
0 ' . : — 04 .
0 20 40 60 god [mm] 0 20



Przebieg procesu chromatograficznego/
Wplyw na efektywnos¢

» Przygotowanie probki do analizy
» Nanoszenie probki na ptytke

» Rozwijanie chromatogramu

» Detekcja substancji na warstwie

» llosciowa i jakosciowa interpretacja chromatogramu




Przygotowanie probki .

» Probka

Nie musi by¢ oczyszczona!

Musi byc rozpuszczona (najlepiej w fazie ruchomej lub w lotnym
rozpuszczalniku o mniejszej sile eluciji)

Srednica plamki do 2 mm (optymalnie | mm), objetos¢ probki ~ Iy,
masa ~| - 5Sng




Nanoszenie probki

» Przy pomocy kapilar, mikropipet lub dozownikow
(UWAGA: nie wolno naruszy¢ warstwy adsorbenta)

» Wplyw na jakosc rozdzielania oraz doktadnosc¢ oznaczen ilosciowych i

jakosciowych

kapilara

(nanoszenie

probek)

> = & = ¥ -

linia
startu

....-‘6. |

A-E=Proben

R = Randbahn 3, 5, 7 = plfug Coffeir

O -y

S\
S

Figure 15. Influence of the cutting

angle on the chromatographic result

when vsing aluminum foil

(a) Poorly cut right-hand edge of
the foil

(b) Foil correctly cut by the manu-
facturer

Four coffee samples and one tea

sample, each containing three con-

centrations of caffeine, applied to

a TLC aluminum foil RP 18 Fsy,

(Merck Article No. 1.05559)



Przygotowanie komory
chromatograficznej

@)
Figure 25. Influence of the solvent level when the sample is located too near to the bottom
edge of the plate
(a) Application zones were partially immersed in the solvent during development
(b) Solvent level was at a sufficient distance from the application zones




Rozwijanie chromatogramu

» Rozne kierunki rozwijania chromatogramow

A A A A

\ A A A 4

Liniowe Liniowe z dwoch stron

Rozwijanie ze zmiang eluenta

QD &

Kotowe

Dosrodkowe kotowe

Dwukierunkowe prostopadte rozwijanie chromatogramow

uent |




Wizualizacja chromatogramu

» UV (254 nm, 366 nm)
» Wskazniki fluoryzujace np. F,:,, F3,)

LP-UVlamp

Documentation System fo

|
DI =3 .‘;.‘.._.'.'_. - 1 — —— ——— — - -



Gdy brak wzbudzenia przez UV

» Komora jodowa (odczynnik uniwersalny) — plamki o
zottym lub brazowym zabarwieniu




Inne metody wizualizacji )
(postchromatographic reactions) Q ‘*-;

SN

Opary HCI (reakcja z zaadsrobowanym zwiazkiem objawia sie pojawieniem
sie zabarwienia do czarnego)

Opary lub faznia z kwasu fosfomolibdenowego (niebieskie do czarnych
plam na zottym tle)

Mieszanina aldehydu anyzowego i kwasu siarkowego (barwi na kolorowo
obszary, gdzie zaadsorbowany jest zwiazek organiczny)

Chlorki antymonu (barwia miejsca adsorpc;ji)

NH,HCOj3; reaguje z zaadsorbowanym zwiagzkiem. Po ogrzaniu widoczne s3
fluorescencyjne plamy

Zasadowy, wodny roztwor KMNO4 (na fioletowym tle - brazowe
plamki produktow utlenienia)

Odczynniki specyficzne (reagujace z grupa funkcyjna)



Odczynniki specyficzne
(reagujace z grupa funkcyjna)

Aldehydes
Alcohols
Amines

Carboxylic groups

2 4-Dinitrophenylhydrazine

Lead(IV) acetate dichlorofluorescein

Ninhydrin

2_6-Dichlorophenyl indophenyl (Tillmans’ reagent)

Halogen Ammomiacal silver nitrate (Dedonder’s/Tollens” or Zaffaroni’s
derivatives reagent)
Ketones 2 4-Dinitrophenylhydrazine
Nitro dentvatives  Benzocvamide benzylinmethylammenmm hy [Zwiazek chemiczny | Uklad wywolujacy
. e ) ;
Peroxides 1-Naphthol/N -ethyl-N"-(2-methyl-sulfonam Aldehydy alifatyczne Chlorowodorek hydrazonu 3-metylo-2-benzotiazolinonu
1 4-phenylenediamine
) ) Alkaloidy Heksachloroplatynian potasu, ninhydryna
Phenols 7-Chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (NI
. ] ] Antybiotyki Nmhydryna
Thiols 7-Chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (N
Aminokwasy Ninhydryna
Weglowodany Roztwor kwasu siarkowego w metanolu
Lipidy Chlorek antymonu(III), blekit tymolowy. ninhydryna, rodamina B
Kwasy karboksylowe Zielen bromokrezolowa
Fenole Chloranil, kwas fosfomolibdenowy
Terpeny Kwas fosfomolibdenowy




TLC zastosowania praktyczne

W B.Carotene (7)
- 8 vii.A-palmitate(6)
Vit. Ky (&)

‘ ® Vit A-acetate (4)
) a-Tocopherol (3)

Vit.Ds or Ds (2)
s " * Vit.A-aalcoh;l (1)

1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. a. Separation of fat-soluble vitamins [8]. Solvent:

cyclohexane-ether (80 + 20). Colours 30 sec after spraying

with SbCls-reagent. 1, 4, 5, 6 and 7 all-trans compounds;
8 mixture 7—7; 20—40 ug of each



TLC zastosowania praktyczne

Fig. 138, Thin-layer chromatogram of the methyl esters of isomeric ic
acids [140]. Adnorbent. silica fl G; solventthypeml cther (BP co—hggg‘():x)y'm
ether (50 + 50); time of run: 1 visualisation: carbonisation by heating with 509,
sulphuric acid. The numbers 1§ . . .. . 2 correspond to the posmon of the hydroxyl

group in the esters



Zrodla

» E. Stahl, Thin-Layer Chromatography, Springer-
Verlag Berlin Heidelberg, 1969

» B. Fried, J. Sherma, Thin-Layer
Chromatography, fourth edition, revised and
expanded, Marcell Dekker, INC., New York, 2005

» E. Matysik 1 wspotp., Journal of Analytical
Methods in Chemistry, 2016,

» J. J. Nash | wspotp., Journal of Chemical
Education, 2001, 78, 364


http://dx.doi.org/10.1155/2016/1813581

