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Wykorzystanie danych retencyjnych uzyskanych  
przy pomocy techniki mikro-TLC w doborze warunków  
procesu ekstrakcji do fazy sta ej (SPE) prowadzonej  
z u yciem faz odwróconych 

Application of retention data derived from micro-TLC plates for 
optimization of a reversed phase solid-phase extraction protocol 
 
 
Streszczenie: W pracy dokonano omówienia wyników dost pnych w literaturze, a tak e z ba-
da  w asnych dotycz cych wspó czesnej chromatografii planarnej, oraz doboru sk adu eluentów 
stosowanych w ekstrakcji do fazy sta ej (SPE) z wykorzystaniem danych retencyjnych, otrzyma-
nych z mikro-TLC, z u yciem wysokosprawnych p ytek typu HPTLC RP18W. Przedstawiono 
sposób optymalizacji sk adu eluentów stosowanych w procedurach SPE dla wybranych hormo-
nów sterydowych z grup estrogenów oraz progestagenów. Zaprezentowano wykresy, które mo-
g  by  przydatne do bezpo redniego wyznaczenia sk adu binarnych metanolowo-wodnych faz 
wymywaj cych oraz czyszcz cych. Krzywe ilustruj ce zmiany obj to ci retencji zale nie od 
sk adu fazy ruchomej zosta y obliczone na podstawie wyznaczonych w poprzednich pracach 
wspó czynników równa  regresji liniowej typu logkSPE = aRM + b dla wybranych hormonów ste-
rydowych chromatografowanych w uk adzie faz odwróconych. 
 
S owa kluczowe: Mikro-TLC, chromatografia planarna, ekstrakcja do fazy sta ej, uk ad faz od-
wróconych, hormony, sterydy, estrogeny, progestageny 
 
Abstract: This short review communication presents modern planar chromatography, the gen-
eral ideas of solid-phase extraction (SPE) and especially optimization of the extraction protocol 
involving retention data derived from micro-TLC plates under reversed phase conditions using 
wettable with water stationary phase (HPTLC RP18W). Particularly, the graphs that allow  
a direct selection of an appropriate cleaning end eluting solvents based on the binary metha-
nol/water mixtures for selected estrogens and progestogens were plotted. The computations 
were based on available in literature slope and intercept coefficients of the linear-regression 
equation formed as logkSPE = aRM + b for given steroid hormones chromatographed under re-
versed-phase (RP) conditions. 
 
Key words: Micro-TLC, planar chromatography, solid phase extraction, reversed phase, hor-
mones, steroids, estrogens, progestogens 
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1. Mikrochromatografia cienkowarstwowa 
 (Planar microchromatography) 
 

Chromatografia planarna z niewymuszonym zewn trznym ci nieniem 
przep ywem fazy ruchomej w wersji „mikro”, czyli na p ytkach z drog  rozwi-
jania nie przekraczaj  5-7 cm, by a przed powstaniem komercyjnie dost p-
nych urz dze  i kolumn HPLC jedn  z najcz ciej wykorzystywanych tech-
nik rozdzielania [1-6]. Zadowalaj ce rozdzielenie kilku sk adników 
uzyskiwano najcz ciej w uk adzie faz normalnych i zazwyczaj w warunkach 
nietermostatowanych [7-9]. Rozwój wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej oraz elektroforezy kapilarnej, który nast pi  w latach 1970-2000, znacz-
nie zmniejszy  zainteresowanie mikro-TLC. Obecny wzrost zainteresowania 
technik  mikro-TLC zwi zany jest z komercyjnie dost pnymi wysokospraw-
nymi p ytkami typu HPTLC (high-performance thin-layer chromatography) jak 
równie  p ytkami monolitycznymi (Ultra-thin monolithic TLC plates; UTLC), 
badaniami nad wspomnianymi wy ej metodami elektromigracyjnymi, jak 
równie  urz dzeniami mikrokana owymi oraz typu microfluidic paper based 
microdevices [10-18]. Firma Merck opracowa a fazy stacjonarne charaktery-
zuj ce si  zmniejszon  g sto ci  pokrycia krzemionki a cuchami C18, któ-
re umo liwi y rozdzielanie przy pomocy faz ruchomych o dowolnej zawarto-
ci wody (wettable with water, water tolerable; RP18-W). P ytki te s  

szczególnie przydatne w analizie materia ów fitochemicznych i preparatów 
farmaceutycznych [19-23]. Nie bez znaczenia jest równie  bardzo ma e zu-
ycie faz ruchomych, cz sto poni ej 1 mL, co wpisuje si  w zasady tzw. zie-

lonej chemii (green chemisty), k ad cej szczególny nacisk na opracowywa-
nie procesów chemicznych i procedur analitycznych o ma ej szkodliwo ci dla 
rodowiska naturalnego [24-26]. Nale y zwróci  uwag , e metodyki anali-

tyczne oparte na klasycznej chromatografii cienkowarstwowej, szczególnie 
prowadzonej w uk adzie faz normalnych (NP), s  do chwili obecnej szeroko 
stosowane w analizie preparatów farmaceutycznych [19-21, 27]. 

W ostatnich latach atrakcyjno  chromatografii cienkowarstwowej  
w tym mikro-TLC jako pe nowarto ciowej metody analitycznej znacz co 
wzros a, g ównie za spraw  opracowania szeregu prostych urz dze  sprz -
gaj cych, umo liwiaj cych zastosowanie czu ych detektorów identyfikuj -
cych anality, w oparciu o ró nego typu detektory w czaj c w to równie  
spektrometri  mas [22, 23]. Z powodzeniem udaje si  sprz ga  technik  
planarn  ze spektrometrami promieniowania elektromagnetycznego w za-
kresach UV, Vis oraz IR [23, 28, 29]. Rozdzielone substancje mo na anali-
zowa  metodami spektroskopii ramanowskiej oraz technikami analizuj cymi 
wiat o rozproszone na plamkach analitów [12, 28, 30, 31]. Czu  detekcj  

zwi zków biologicznie czynnych mo na osi gn  przy pomocy technik flu-
orescencyjnych oraz bioluminescencyjnych [22, 29, 32, 33]. W chwili obec-
nej istnieje du y wybór detektorów spektrometrii mas umo liwiaj cych anali-
zowanie chromatogramów cienkowarstwowych, jak równie  w czaj c w to 
urz dzenia z desorpcj  próbek przeprowadzan  ró nymi metodami (matrix-
assisted laser desorption/ionization mass spectrometry, TLC–MALDI-MS; 
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electron impact ionization mass spectrometry, TLC–EI-MS; desorption elec-
trospray ionization mass spectrometry, DESI-MS) [33-41]. Wymienione wy-
ej metody detekcji umo liwiaj  zastosowanie chromatografii planarnej  

w badaniach z o onych próbek biologicznych ze szczególnym uwzgl dnie-
niem bada  typu metabolomika [21, 23]. 
 

2. Ekstrakcja do fazy sta ej (SPE) 
 (Solid-phase extraction - SPE) 
 

Ekstrakcja do fazy sta ej (solid phase extraction; SPE) jest obecnie 
podstawowym sposobem przygotowywania ró norodnych próbek do analizy 
chromatograficznej lub innych rodzajów analiz instrumentalnych [42-45]. 
Procedur  SPE stosuje si  w dwóch zasadniczych celach: oczyszczenia 
oraz zat enia analitów w próbkach wielosk adnikowych [46]. Umo liwia ona 
równie  wst pne frakcjonowanie grup analitów o danych w a ciwo ciach 
fizykochemicznych [47]. Obecnie istnieje szereg odmian ekstrakcji do fazy 
sta ej np. bardzo szeroko wykorzystywana dla celów chromatografii gazowej, 
mikroekstrakcja do fazy sta ej (SPME) [48-51]. G ównymi zaletami SPE s  
szybko  i prostota wykonania, du a powtarzalno  wyników, mo liwo  
analizy próbek cieczy o du ych obj to ciach oraz automatyzacji procesu. 
Bardzo du  zalet  jest równie  szeroki wybór dost pnych komercyjnie ad-
sorbentów typu NP i RP oraz innych jak np. wymieniacze jonowe. Zasada 
dzia ania SPE jest po czeniem filtracji oraz chromatografii kolumnowej  
a efektywn  izolacj  oraz zat anie analitów uzyskuje si  poprzez dobór 
odpowiedniej fazy stacjonarnej oraz sk adu i obj to ci cieczy czyszcz cej  
i wymywaj cej. Sposoby wykonania poszczególnych etapów procedury SPE 
zosta y szczegó owo opisane w literaturze po wi conej metodom przygoto-
wywania próbek do analizy oraz chromatografii cieczowej [52, 53].  

Do najwa niejszych etapów procedury SPE nale y zaliczy : wybór 
rodzaju i masy fazy stacjonarnej, wybór sk adu oraz cieczy czyszcz cej oraz 
wymywaj cej anality, oczyszczanie fazy stacjonarnej (kondycjonowanie), 
nanoszenie badanej próbki, oczyszczanie próbki roztworem czyszcz cym 
oraz selektywne wymywanie poszukiwanych analitów. W przypadku ko co-
wej analizy wykonywanej za pomoc  HPLC oraz CE po dane jest odparo-
wanie roztworu wymywaj cego i zast pienie go odpowiedni  faz  ruchom  
lub buforem. W literaturze istnieje szereg gotowych procedur, w których dla 
danych grup zwi zków okre lono rodzaje adsorbentów SPE jak równie  ob-
j to ci i sk ady roztworów czyszcz cych oraz wymywaj cych. Jednak e  
w praktyce cz sto zachodzi potrzeba modyfikacji procedur przygotowania 
próbek do analizy, co prowadzi do zmiany sposobu oczyszczania. Zastoso-
wanie prostej metody doboru faz ciek ych w oparciu o metod  krzywych 
przebicia jest precyzyjne, ale bardzo pracoch onne i wymaga u ycia znacz-
nych ilo ci substancji wzorcowych, które s  zazwyczaj bardzo drogie  
[54, 55]. Dlatego dobór odpowiednich warunków oczyszczania SPE prowa-
dzi si  zazwyczaj metodami obliczeniowymi, w oparciu o wybrane parametry 
fizykochemiczne rozpuszczalników i analitów [56]. Cz sto stosuje si  rów-
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nie  proste badanie odzysku analitów, przy ustalonej arbitralnie (na podstawie 
polarno ci analizowanych substancji oraz uk adu faz SPE) obj to ci oraz 
sk adu cieczy czyszcz cej matryc  biologiczn  i wymywaj cej anality [52]. 

 

3. Optymalizacja procesu ekstrakcji do fazy sta ej przy u yciu 
danych retencyjnych uzyskanych z mikro-TLC dla wybranych 
hormonów sterydowych 

 (Optimization of solid-phase extraction of selected steroids 
using retention data from micro-thin-layer chromatography) 

 
Najcz ciej wykorzystywanym adsorbentem w analizie sterydów  

w preparatach farmaceutycznych, materia ach biologicznych oraz rodowi-
skowych jest krzemionka pokryta a cuchami oktadecylsilanowymi (C18). 
Przyk adowe procedury optymalizacji SPE w oparciu o profile przebicia dla 
szeregu sterydów z grup estrogenów i progestagenów, oznaczanych w ma-
teria ach biologicznych (krew) oraz rodowiskowych (wody powierzchniowe, 
cieki oczyszczone i nieoczyszczone) zosta y przedstawione w literaturze 

[43, 47, 57]. W celu weryfikacji danych dotycz cych krzywych przebicia ob-
serwowanych na kolumienkach typu RP (C18), dla zwi zków z grup estro-
genów, pos u ono si  termostatowan  mikrochromatografi  cienkowarstwo-
w  z u yciem p ytek typu HPTLC RP-18W (rysunek 1-3) [55, 58, 59].  
W przeciwie stwie do klasycznej fazy stacjonarnej RP18, faza stacjonarna 
tego typu (charakteryzuj ca si  zmniejszon  g sto ci  pokrycia krzemionki 
niepolarnymi a cuchami C18) umo liwia chromatografowanie sterydów przy 
zastosowaniu eluentów o dowolnej zawarto ci wody. W badaniach w asnych 
jako substancji testowych u yto progesteronu oraz dwóch jego pochodnych: 

17 - i 20 -hydroksyprogesteronu. Hormony te s  kluczowe dla oznacze   
i diagnostyki medycznej wielu procesów biochemicznych zachodz cych  
w organizmach zwierz t i ludzi, szczególnie zwi zanych z przebiegiem i dia-
gnostyk  cykli miesi cznych oraz ci y.  

 

 
 
Rys. 1. Komora do mikro-TLC. Teflonowa podstawa modu u mikrokomory (A), rurka doprowa-

dzaj ca faz  ruchom  (B), zbiornik z elementem rozprowadzaj cym eluent na mikro-
p ytk  (C), spr yna dociskaj ca mikrop ytk  (D), pokrywa szklana (E) [58] 

Fig. 1.  Perspective view of removable horizontal micro-TLC chamber unit. Chamber body (A), 
application pipe (B), eluent application bar (C), metal spring for the plate positioning (D), 
glass cover (E) [58] 
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Rys. 2.  Mikrokomora TLC pracuj ca z zewn trznym termostatem cyrkulacyjnym, umo liwiaj -

cym precyzyjne kontrolowanie temperatury rozdzielania. Modu  mikrokomory TLC (A), 
podstawa i pokrywa pieca termostatuj cego mikrokomor  (B, C), g owica termostatu 
cyrkulacyjnego (D) 

Fig. 2.  Perspective view of temperature controlled micro-planar chromatography device: hori-
zontal chamber unit (A) working inside temperature controlled metal oven (B) equipped 
with movable cover (C) and connected to pump head of the external liquid circulating 
thermostat (D) 

 
 
Rys. 3.  Porównanie wielko ci typowej kolumienki do SPE (wype nionej 0.6 g fazy stacjonarnej) 

z modu em komory mikro-TLC [59] 
Fig. 3.  Size comparision of typical SPE tube (filled with 0.6 g of stationary phase) and remov-

able horizontal micro-TLC chamber unit [59] 
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 Uzyskane dane retencyjne na mikrop ytkach RP18W z u yciem binar-
nych faz ruchomych methanol/woda przedstawiono na rysunku 4A. Stwier-
dzono, e dane retencyjne uzyskane w badanym uk adzie chromatograficz-
nym mo na przedstawi  w postaci linii prostej, stosuj c transformacj  
jednostek osi X oraz Y wykresu do RM oraz 1/XS. (rysunek 4B). Nale y pod-
kre li  fakt, i  zale no  liniow  obserwowano dla pe nego zakresu danych 
retencyjnych badanych sterydów, czego nie uda o si , uzyska  stosuj c 
przekszta cenia opisane w literaturze dla innych substancji ma ocz steczko-
wych (np. pestycydów) oraz uk adu faz normalnych [60-62].  
 

 
Rys. 4.  Zmierzone warto ci parametru retencji RF (wykres A) dla progesteronu i jego dwóch hy-

droksylowych pochodnych 17 - oraz 20 -hydroksyprogesteronu, na mikrop ytkach po-
krytych faz  stacjonarn  typu RP18W oraz obliczone warto ci parametru RM (wykres B) 
w zale no ci od sk adu binarnej fazy ruchomej metanol/woda, wyra onej jako odwrot-
no  u amka molowego sk adnika organicznego w wodzie (1/XS) 

Fig. 4.  RF and RM values of progesterone and 17 - as well as 20 -hydroxyprogesterone  plot-
ted against the mobile phase composition (RP18W plates), expressed as % of methanol 
in water (A) and a reciprocal form of the organic modifier molar fraction (B) 

 
 Uwzgl dniaj c dane przedstawione w tabeli 1 [59] wykazano, e mo -
liwe jest oszacowania profili przebicia kolumienek SPE na podstawie danych 
retencyjnych uzyskanych z mikrop ytek RP18W, zgodnie z procedur  przed-
stawion  na rysunku 5 [58, 59]. Sposób ten eliminuje czasoch onn  analiz  
ilo ciow  poszczególnych frakcji eluowanych z kolumienek SPE, metod  
wykorzystuj c  krzywe przebicia z o a (rysunek 6) [63]. Metoda z zastoso-
waniem mikro-TLC umo liwia dobór parametrów SPE równie  dla innych 
grup sterydów np. znacznie bardziej polarnych estrogenów [55, 59].  
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Tabela 1.  Zale no  pomi dzy warto ciami parametrów retencji uzyskany-
mi metod  SPE oraz mikro-TLC. Wspó czynniki równania regresji 
liniowej (logkSPE = nachylenieRM + przeci cie) zosta y obliczone 
uwzgl dniaj c wybrane zakresy st e  faz ruchomych [59] 

Table 1.  Relationship between SPE and micro-TLC data. Slope (a) and in-
tercept (b) coefficients of the linear-regression equation (logkSPE = 

= aRM+b) were calculated from logkSPE and RM data using se-
lected mobile-phase concentrations [59] 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

STERYD Zakres st e n Nachylenie Odchylenie Przeci cie

(Steroid) faz ruchomych (% v/v) standardowe

(mobile phases (slope) (standard error) (intercept)

concentration range)

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Estetrol 30-70 6 0.99 0.03 0.53

Estriol 40-80 5 1.12 0.05 0.52

Equilin 55-90 5 1.00 0.03 0.74

Estrone 50-90 5 0.94 0.05 0.75

17alpha-Hydroxyprogesterone 60-90 5 1.02 0.08 0.89

17alpha-Estradiol 60-90 4 1.04 0.05 0.7

17beta-Estradiol 50-90 6 1.22 0.08 0.44

Progesterone 65-90 4 1.3 0.1 0.74

20alpha-Hydroxyprogesterone 70-90 3 1.3 0.1 0.73

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 
Rys. 5.  Wykresy ilustruj ce mo liwo  oszacowania krzywych przebicia kolumienek SPE dla 

estetrolu, za pomoc  danych chromatograficznych uzyskanych z mikro-TLC. Punkty za-
znaczone du ymi czarnymi i bia ymi ko ami przedstawione na wykresie A odzwierciedla-
j  dane z eksperymentów prowadzonych z u yciem mikro-TLC oraz SPE. Ma ymi rom-
bami na wykresie A zaznaczono punkty obliczone na podstawie zale no ci logkSPE = 
= aRM + b przedstawionej na wykresie B [58] 

Fig. 5.  Estimation of the estriol elution volumes from an SPE tube, using micro-TLC data. Cir-
cles and black dots on graph A correspond to the real elution data points obtained from 
SPE and micro-TLC experiments, respectively. Small black diamonds represent a back-
calculated SPE elution volumes curve of estriol, using the micro-TLC data via logkSPE = 
= aRM + b equation (graph B) [58] 



 M.B. Zarzycka  

Camera Separatoria  Vol. 3, No 1/2011 

136 

 
 
Rys. 6.  Typowe profile wymywania progesteronu z kolumienki SPE typu C18 i odpowiadaj ce 

mu mikrochromatogramy wykonane przy zastosowaniu mikrop ytek HPTLC RP18W 
oraz faz ruchomych o sk adzie 65 oraz 80% (v/v) metanol/woda [63] 

Fig. 6.  Elution profiles of progesterone from C-18 solid-phase extraction (SPE) tube and corre-
sponding micro-TLC chromatograms obtained using RP18W plates. In both separation 
systems studied the retention data were obtained using eluents composed of 65 and 
80% (v/v) methanol in water [63] 

 
 Na wykresach przedstawionych na rysunku 7 wykre lono krzywe 
przedstawiaj ce obliczone obj to ci retencji wybranych hormonów sterydo-
wych dla kolumienek SPE typu C18. Obliczenia wykonano na podstawie wy-
znaczonych wspó czynników równa  regresji liniowej typu logkSPE = aRM + b 
(tabela 1) [59]. Dla porównania, na wykresach zaznaczono równie  obj to ci 
retencji wyznaczone bezpo rednio z kolumienek SPE [57]. Bardzo istotnym 
jest fakt, e opisana procedura mo e s u y  w badaniach krzywych przebicia 
substancji, które s  przezroczyste w zakresie widma elektromagnetycznego 
UV-Vis, ale mo liwe do detekcji za pomoc  odczynników wywo uj cych na 
p ytkach TLC np. kwasem fosforomolibdenowym [64]. Nale y równie  pod-
kre li , i  zebrane dane chromatograficzne umo liwiaj  precyzyjne okre le-
nie retencji analitów dla faz ruchomych o du ej zawarto ci wody. Pomiar taki 
jest bardzo utrudniony w metodzie krzywych przebicia, ze wzgl du na 
znaczne rozmycie pasm analitów wymywanych z kolumienek SPE eluentami 
o du ej zawarto ci wody. 
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Rys. 7. Obj to ci retencji wybranych hormonów sterydowych dla kolumienek SPE typu C18 ob-
liczono na podstawie wyznaczonych wspó czynników równa  regresji liniowej typu 
logkSPE = aRM + b (tabela 1) [59]. Ko ami zaznaczono obj to ci retencji wyznaczone 
bezpo rednio z kolumienek SPE [57] 

Fig. 7.  Elution volumes of selected steroid hormones determined for C18 SPE tubes (black dia-
monds [57]) and calculated using the micro-TLC data via logkSPE = aRM + b equation (ta-
ble 1) [59] 
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