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Wykorzystanie danych retencyjnych uzyskanych

przy pomocy techniki mikro-TLC w doborze warunkéw
procesu ekstrakcji do fazy statej (SPE) prowadzonej

z uzyciem faz odwréconych

Application of retention data derived from micro-TLC plates for
optimization of a reversed phase solid-phase extraction protocol

Streszczenie: W pracy dokonano omoéwienia wynikéw dostepnych w literaturze, a takze z ba-
dan wtasnych dotyczqcych wspotczesnej chromatografii planarnej, oraz doboru sktadu eluentéw
stosowanych w ekstrakcji do fazy statej (SPE) z wykorzystaniem danych retencyjnych, otrzyma-
nych z mikro-TLC, z uzyciem wysokosprawnych ptytek typu HPTLC RP18W. Przedstawiono
Sposob optymalizacji sktadu eluentow stosowanych w procedurach SPE dla wybranych hormo-
now sterydowych z grup estrogenéw oraz progestagenéw. Zaprezentowano wykresy, ktére mo-
gq byc¢ przydatne do bezpos$redniego wyznaczenia sktadu binarnych metanolowo-wodnych faz
wymywajqcych oraz czyszczacych. Krzywe ilustrujgce zmiany objetosci retencji zaleznie od
sktadu fazy ruchomej zostaty obliczone na podstawie wyznaczonych w poprzednich pracach
wspotczynnikow rownan regresji liniowej typu logkspe = aRy + b dla wybranych hormonéw ste-
rydowych chromatografowanych w uktadzie faz odwréconych.

Stowa kluczowe: Mikro-TLC, chromatografia planarna, ekstrakcja do fazy statej, uktad faz od-
wroconych, 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 = aRy + 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 zewnetrznym ciSnieniem
przeptywem fazy ruchomej w wersji ,mikro”, czyli na ptytkach z drogq rozwi-
jania nie przekraczajg 5-7 cm, byta przed powstaniem komercyjnie dostep-
nych urzadzen i kolumn HPLC jedng z najczesciej wykorzystywanych tech-
nik rozdzielania [1-6]. Zadowalajgce rozdzielenie kilku skfadnikéw
uzyskiwano najczesciej w ukfadzie faz normalnych i zazwyczaj w warunkach
nietermostatowanych [7-9]. Rozwdj wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej oraz elektroforezy kapilarnej, ktory nastapit w latach 1970-2000, znacz-
nie zmniejszyt zainteresowanie mikro-TLC. Obecny wzrost zainteresowania
technikg mikro-TLC zwigzany jest z komercyjnie dostepnymi wysokospraw-
nymi ptytkami typu HPTLC (high-performance thin-layer chromatography) jak
réwniez ptytkami monolitycznymi (Ultra-thin monolithic TLC plates; UTLC),
badaniami nad wspomnianymi wyzej metodami elektromigracyjnymi, jak
réwniez urzadzeniami mikrokanatowymi oraz typu microfluidic paper based
microdevices [10-18]. Firma Merck opracowata fazy stacjonarne charaktery-
zujgce sie zmniejszong gestoscig pokrycia krzemionki tancuchami C18, kto-
re umozliwity rozdzielanie przy pomocy faz ruchomych o dowolnej zawarto-
Sci wody (wettable with water, water tolerable; RP18-W). Piytki te sg
szczegolnie przydatne w analizie materiatéw fitochemicznych i preparatéw
farmaceutycznych [19-23]. Nie bez znaczenia jest réwniez bardzo mate zu-
zycie faz ruchomych, czesto ponizej 1 mL, co wpisuje sie w zasady tzw. zie-
lonej chemii (green chemisty), ktadacej szczegolny nacisk na opracowywa-
nie procesdw chemicznych i procedur analitycznych o matej szkodliwosci dla
Srodowiska naturalnego [24-26]. Nalezy zwréci¢é uwage, ze metodyki anali-
tyczne oparte na klasycznej chromatografii cienkowarstwowej, szczegdinie
prowadzonej w uktadzie faz normalnych (NP), sg do chwili obecnej szeroko
stosowane w analizie preparatéw farmaceutycznych [19-21, 27].

W ostatnich latach atrakcyjnos¢ chromatografii cienkowarstwowej
w tym mikro-TLC jako petnowartosciowej metody analitycznej znaczaco
wzrosta, gtéwnie za sprawg opracowania szeregu prostych urzadzen sprze-
gajacych, umozliwiajgcych zastosowanie czutych detektorow identyfikuja-
cych anality, w oparciu o réznego typu detektory wigczajac w to réwniez
spektrometrie mas [22, 23]. Z powodzeniem udaje sie sprzegac technike
planarng ze spektrometrami promieniowania elektromagnetycznego w za-
kresach UV, Vis oraz IR [23, 28, 29]. Rozdzielone substancje mozna anali-
zowac¢ metodami spektroskopii ramanowskiej oraz technikami analizujgcymi
Swiatto rozproszone na plamkach analitow [12, 28, 30, 31]. Czutg detekcje
zwigzkdéw biologicznie czynnych mozna osiggna¢ przy pomocy technik flu-
orescencyjnych oraz bioluminescencyjnych [22, 29, 32, 33]. W chwili obec-
nej istnieje duzy wybér detektoréow spektrometrii mas umozliwiajgcych anali-
zowanie chromatogramow cienkowarstwowych, jak rowniez wigczajgc w to
urzadzenia z desorpcjg probek przeprowadzang réznymi 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-
zej metody detekcji umozliwiaja zastosowanie chromatografii planarnej
w badaniach ztozonych probek biologicznych ze szczegdlnym uwzglednie-
niem badan typu metabolomika [21, 23].

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

Ekstrakcja do fazy statej (solid phase extraction; SPE) jest obecnie
podstawowym sposobem przygotowywania roznorodnych préobek do analizy
chromatograficznej lub innych rodzajow analiz instrumentalnych [42-45].
Procedure SPE stosuje sie w dwdch zasadniczych celach: oczyszczenia
oraz zatezenia analitow w probkach wielosktadnikowych [46]. Umozliwia ona
réwniez wstepne frakcjonowanie grup analitdw o zgdanych wiasciwosciach
fizykochemicznych [47]. Obecnie istnieje szereg odmian ekstrakcji do fazy
statej np. bardzo szeroko wykorzystywana dla celéw chromatografii gazowe;,
mikroekstrakcja do fazy statej (SPME) [48-51]. Gtéwnymi zaletami SPE sg
szybkosc i prostota wykonania, duza powtarzalnos¢ wynikéw, mozliwos¢
analizy prébek cieczy o duzych objetosciach oraz automatyzacji procesu.
Bardzo duzg zaletg jest rowniez szeroki wybér dostepnych komercyjnie ad-
sorbentow typu NP i RP oraz innych jak np. wymieniacze jonowe. Zasada
dziatania SPE jest potaczeniem filtracji oraz chromatografii kolumnowe;j
a efektywng izolacje oraz zatezanie analitow uzyskuje sie poprzez dobor
odpowiedniej fazy stacjonarnej oraz sktadu i objetosci cieczy czyszczacej
i wymywajgcej. Sposoby wykonania poszczegolnych etapdéw procedury SPE
zostaty szczegotowo opisane w literaturze poswieconej metodom przygoto-
wywania prébek do analizy oraz chromatografii cieczowej [52, 53].

Do najwazniejszych etapéw procedury SPE nalezy zaliczyé: wybér
rodzaju i masy fazy stacjonarnej, wyboér sktadu oraz cieczy czyszczacej oraz
wymywajgcej anality, oczyszczanie fazy stacjonarnej (kondycjonowanie),
nanoszenie badanej prébki, oczyszczanie probki roztworem czyszczacym
oraz selektywne wymywanie poszukiwanych analitéw. W przypadku konco-
wej analizy wykonywanej za pomocg HPLC oraz CE pozadane jest odparo-
wanie roztworu wymywajgcego i zastgpienie go odpowiednig fazg ruchomg
lub buforem. W literaturze istnieje szereg gotowych procedur, w ktérych dla
danych grup zwigzkéw okreslono rodzaje adsorbentéw SPE jak réwniez ob-
jetosci i sktady roztworow czyszczacych oraz wymywajgcych. Jednakze
w praktyce czesto zachodzi potrzeba modyfikacji procedur przygotowania
prébek do analizy, co prowadzi do zmiany sposobu oczyszczania. Zastoso-
wanie prostej metody doboru faz ciektych w oparciu o metode krzywych
przebicia jest precyzyjne, ale bardzo pracochtonne i wymaga uzycia znacz-
nych ilosci substancji wzorcowych, ktére sg zazwyczaj bardzo drogie
[54, 55]. Dlatego dobdr odpowiednich warunkéw oczyszczania SPE prowa-
dzi sie zazwyczaj metodami obliczeniowymi, w oparciu o wybrane parametry
fizykochemiczne rozpuszczalnikéw i analitow [56]. Czesto stosuje sie réw-
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niez proste badanie odzysku analitéw, przy ustalonej arbitralnie (na podstawie
polarnosci analizowanych substancji oraz ukfadu faz SPE) objetosci oraz
sktadu cieczy czyszczacej matryce biologiczng i wymywajacej anality [52].

3. Optymalizacja procesu ekstrakcji do fazy statej przy uzyciu
danych retencyjnych uzyskanych z mikro-TLC dla wybranych
hormonéw sterydowych
(Optimization of solid-phase extraction of selected steroids
using retention data from micro-thin-layer chromatography)

Najczesciej wykorzystywanym adsorbentem w analizie sterydow
w preparatach farmaceutycznych, materiatach biologicznych oraz srodowi-
skowych jest krzemionka pokryta tancuchami oktadecylsilanowymi (C18).
Przyktadowe procedury optymalizacji SPE w oparciu o profile przebicia dla
szeregu sterydow z grup estrogendw i progestagendéw, oznaczanych w ma-
teriatach biologicznych (krew) oraz srodowiskowych (wody powierzchniowe,
Scieki oczyszczone i nieoczyszczone) zostaty przedstawione w literaturze
[43, 47, 57]. W celu weryfikacji danych dotyczacych krzywych przebicia ob-
serwowanych na kolumienkach typu RP (C18), dla zwigzkéw z grup estro-
genow, postuzono sie termostatowang mikrochromatografig cienkowarstwo-
wg z uzyciem ptytek typu HPTLC RP-18W (rysunek 1-3) [55, 58, 59].
W przeciwienstwie do klasycznej fazy stacjonarnej RP18, faza stacjonarna
tego typu (charakteryzujgca sie zmniejszong gestoscig pokrycia krzemionki
niepolarnymi tarnicuchami C18) umozliwia chromatografowanie sterydéw przy
zastosowaniu eluentéw o dowolnej zawartosci wody. W badaniach wtasnych
jako substancji testowych uzyto progesteronu oraz dwéch jego pochodnych:
17a- i 20a-hydroksyprogesteronu. Hormony te sg kluczowe dla oznaczen
i diagnostyki medycznej wielu procesow biochemicznych zachodzacych
w organizmach zwierzat i ludzi, szczegdlnie zwigzanych z przebiegiem i dia-
gnostykg cykli miesiecznych oraz cigzy.

Rys. 1. Komora do mikro-TLC. Teflonowa podstawa modutu mikrokomory (A), rurka doprowa-
dzajgca faze ruchomg (B), zbiornik z elementem rozprowadzajgcym eluent na mikro-
ptytke (C), sprezyna dociskajgca mikroptytke (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 pracujgca z zewnetrznym termostatem cyrkulacyjnym, umozliwiaja-
cym precyzyjne kontrolowanie temperatury rozdzielania. Modut mikrokomory TLC (A),
podstawa i pokrywa pieca termostatujgcego mikrokomore (B, C), gtowica 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. Poréwnanie wielkosci typowej kolumienki do SPE (wypetnionej 0.6 g fazy stacjonarnej)
z modutem 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 [569]
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Uzyskane dane retencyjne na mikroptytkach RP18W z uzyciem binar-
nych faz ruchomych methanol/woda przedstawiono na rysunku 4A. Stwier-
dzono, ze dane retencyjne uzyskane w badanym ukfadzie chromatograficz-
nym mozna przedstawi¢ w postaci linii prostej, stosujgc transformacje
jednostek osi X oraz Y wykresu do Ry, oraz 1/Xs. (rysunek 4B). Nalezy pod-
kresli¢ fakt, iz zalezno$¢ liniowg obserwowano dla petnego zakresu danych
retencyjnych badanych sterydow, czego nie udato sie, uzyskac stosujgc
przeksztatcenia opisane w literaturze dla innych substancji matoczgsteczko-
wych (np. pestycydéw) oraz uktadu faz normalnych [60-62].

A B
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Rys. 4. Zmierzone wartosci parametru retencji Re (wykres A) dla progesteronu i jego dwdch hy-
droksylowych pochodnych 17a- oraz 20a-hydroksyprogesteronu, na mikroptytkach po-
krytych fazg stacjonarng typu RP18W oraz obliczone wartosci parametru Ry (wykres B)
w zaleznosci od sktadu binarnej fazy ruchomej metanol/woda, wyrazonej jako odwrot-
nos$¢ utamka molowego skfadnika organicznego w wodzie (1/Xs)

Fig. 4. Rr and Ry values of progesterone and 17a- as well as 20a-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)

Uwzgledniajgc dane przedstawione w tabeli 1 [59] wykazano, ze moz-
liwe jest oszacowania profili przebicia kolumienek SPE na podstawie danych
retencyjnych uzyskanych z mikroptytek RP18W, zgodnie z procedurg przed-
stawiong na rysunku 5 [58, 59]. Sposob ten eliminuje czasochtonng analize
ilosciowg poszczegolnych frakcji eluowanych z kolumienek SPE, metodag
wykorzystujaca krzywe przebicia ztoza (rysunek 6) [63]. Metoda z zastoso-
waniem mikro-TLC umozliwia dobor parametréw SPE réwniez dla innych
grup steryddw np. znacznie bardziej polarnych estrogenow [55, 59].
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Tabela 1. Zaleznos¢ pomiedzy wartosciami parametréw retencji uzyskany-
mi metodg SPE oraz mikro-TLC. Wspétczynniki rownania regres;ji
liniowej (logkspe = nachylenieR,, + przeciecie) zostaty obliczone
uwzgledniajgc wybrane zakresy stezen faz ruchomych [59]

Table 1. Relationship between SPE and micro-TLC data. Slope (a) and in-
tercept (b) coefficients of the linear-regression equation (logkspg =
= aRyt+b) were calculated from logkspe and Ry data using se-
lected mobile-phase concentrations [569]

STERYD Zakres stezen n Nachylenie Odchylenie Przecigcie
(Steroid) faz ruchomych (% viv) 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
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Rys. 5. Wykresy ilustrujace mozliwosé oszacowania krzywych przebicia kolumienek SPE dla
estetrolu, za pomocg danych chromatograficznych uzyskanych z mikro-TLC. Punkty za-
znaczone duzymi czarnymi i biatymi kotami przedstawione na wykresie A odzwierciedla-
ja dane z eksperymentéw prowadzonych z uzyciem mikro-TLC oraz SPE. Matymi rom-
bami na wykresie A zaznaczono punkty obliczone na podstawie zaleznosci logkspe =
= aRy + 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 =
= aRy + b equation (graph B) [58]
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Rys. 6. Typowe profile wymywania progesteronu z kolumienki SPE typu C18 i odpowiadajace
mu mikrochromatogramy wykonane przy zastosowaniu mikroptytek HPTLC RP18W
oraz faz ruchomych o sktadzie 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 wykreslono krzywe
przedstawiajgce obliczone objetosci retencji wybranych hormondw sterydo-
wych dla kolumienek SPE typu C18. Obliczenia wykonano na podstawie wy-
znaczonych wspotczynnikdéw réwnan regresiji liniowej typu logkspe = aRy + b
(tabela 1) [59]. Dla poréwnania, na wykresach zaznaczono réwniez objetosci
retencji wyznaczone bezposrednio z kolumienek SPE [57]. Bardzo istotnym
jest fakt, ze opisana procedura moze stuzy¢ w badaniach krzywych przebicia
substanciji, ktére sg przezroczyste w zakresie widma elektromagnetycznego
UV-Vis, ale mozliwe do detekcji za pomocg odczynnikow wywotujgcych na
ptytkach TLC np. kwasem fosforomolibdenowym [64]. Nalezy réowniez pod-
kresli¢, iz zebrane dane chromatograficzne umozliwiajg precyzyjne okresle-
nie retencji analitéw dla faz ruchomych o duzej zawarto$ci wody. Pomiar taki
jest bardzo utrudniony w metodzie krzywych przebicia, ze wzgledu na
znaczne rozmycie pasm analitow wymywanych z kolumienek SPE eluentami
o duzej zawartosci wody.
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Rys. 7. Objetosci retencji wybranych hormondéw sterydowych dla kolumienek SPE typu C18 ob-
liczono na podstawie wyznaczonych wspétczynnikéw réwnan regresji liniowej typu
logksee = aRy + b (tabela 1) [59]. Kotami zaznaczono objetosci retencji wyznaczone
bezposrednio 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 logksee = aRy + b equation (ta-
ble 1) [59]
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