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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad prostym urzadzeniem stabilizu-
jacym temperatur¢ plytek chromatograficznych wywolywanych w warun-
kach podwyzszonej temperatury np. we wnetrzu cieplarki z grawitacyjnym
obiegiem powietrza. Umozliwia ono precyzyjna kontrolg temperatury
wygrzewania plytek, pomimo znacznych wahan temperatury powietrza
oraz nierdwnomiernego rozktadu temperatury wewnatrz cieplarki. Element
stabilizujacy temperatur¢ wykorzystano w badaniach nad optymalizacja
parametrow wywolywania cholesterolu na ptytkach typu HPTLC RP18W.

Slowa kluczowe: temperatura, chromatografia cienkowarstwowa, detek-
cja, kwas fosforomolibdenowy, cholesterol.

Simple device for TLC spots visualisation
at elevated temperatures

Abstract

The temperature inside commonly used gravity convection ovens is stable
enough for drying or sterilizing applications, because the total heating time
is long. In case of TLC application the typical heating time is relatively
short. Usually is ranging from 5 to 10 minutes. Therefore, the rate of
heating and drop in temperature after the oven door opening are playing
important role for the average temperature of the chromatographic plate.
In this communication we are discussing the use of the simple aluminium
made temperature-stabilizing device that can be used for robust visualization

of chromatographic spots on the TLC plates. The device can be placed
inside of any gravity convection ovens. Using this small unit the TLC
chromatograms can be detected under stable and reproducible temperature
conditions.

Keywords: temperature, planar chromatography, detection, phosphomolybdic
acid, cholesterol.

1. Wstep

Ocena ilosciowa wynikdéw uzyskanych za pomoca chromatogra-
fii cienkowarstwowej wymaga zastosowania procesOw wspoma-
gajacych wizualizacj¢. Nie dotyczy to substancji barwnych lub
rozwijanych na ptytkach ze wskaznikami detekcyjnymi.
W przypadku substancji przezroczystych w zakresie promienio-
wania widzialnego oraz utrafioletowego, jedng z czgsciej stoso-
wanych metod jest pokrycie plytki odpowiednim roztworem de-
tekcyjnym (np. metanolowym roztworem kwasu fosforomolibde-
nowego), a nastgpnie wygrzanie w odpowiedniej temperaturze
[1-3]. Do wygrzewania stosuje si¢ zazwyczaj laboratoryjne su-
szarki lub sterylizatory powietrzne. Sa one wyposazone w dwie
lub trzy grzatki oraz termostat, a obieg powietrza jest jedynie
konwekcyjny. Uzyskanie w takim procesie stabilnej temperatury
wygrzewania jest trudne, a temperatura ptytki ma bezposrednie
przelozenie na powtarzalno$¢ wynikéw. Ma to szczegdlne znacze-
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nie przy zastosowaniu techniki chromatografii planarnej w anali-
zie ilosciowej probek wielosktadnikowych, w ktérych oznaczane
anality znacznie roznia si¢ stezeniem i wystgpuja W otoczeniu
substancji maskujacych [4-7].

2. CzesS¢ eksperymentalna

Blok stabilizujacy temperature plytek chromatograficznych
umieszczono w standardowym sterylizatorze SP-65G z konwek-
cyjnym obiegiem powietrza. Pomiary prowadzono w zakresie
temperatur od 40 do 140 °C monitorujac wngtrze sterylizatora,
powierzchni¢ szklanej ptytki TLC pokrytej zelem krzemionko-
wym oraz blok stabilizujacy (rysunek 1 i 2).

Rys. 1. Blok aluminiowy wraz ze stelazem na ptytki TLC
Fig. 1. Aluminium unit and TLC plates holder

Rys. 2. Blok aluminiowy umieszczony wewnatrz sterylizatora SP-65G
z grawitacyjnym obiegiem powietrza
Fig.2.  Aluminium unit placed inside gravity convection air oven SP-65G

Element ten zostal wykonany z ptyt aluminiowych grubo$ci 6mm
oddalonych od siebie o 20 mm. Plytke TLC umieszczono we
wnetrzu bloku przy pomocy aluminiowego rusztu.

Eksperyment prowadzono dla réznych czasow wygrzewania
w zakresie od 2 do 40 min, oraz obecnosci lub nie plytki TLC
wewnatrz bloku. Zdjecia w zakresie promieniowania podczerwo-
nego wykonano przy pomocy kamery termowizyjnej V20 (VIGO-
System). Interpretacji wynikéw dokonano w oparciu o program
firmy VIGO-System LTD (wersja 1.95f). Akwizycji obrazu wy-
wotanych plytek chromatograficznych dokonano za pomoca ska-
nera biurowego Mustek Scanexpress 6000P pracujacego w trybie
odcieni szarosci (8-bit). Chromatogramy wygenerowano z pomoca
oprogramowania Scionlmage (freeware).

3. Dyskusja wynikow

Rysunek 3 przedstawia wykonang w podczerwieni fotografie
wnetrza sterylizatora powietrznego typu SP-65G wykorzystywa-
nego do wizualizacji ptytek TLC. Sterylizator byt wygrzewany do
momentu osiagnigcia zadanej temperatury 140 °C. Jak widad,
rozktad temperatury jest niejednorodny i zmienny w czasie (rysu-
nek 4).
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Rys. 3. Obraz w podczerwieni rozktadu temperatury we wnetrzu sterylizatora
SP-65G
Fig. 3. Infra-red picture of the temperature distribution inside oven SP-65G
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Rys. 4. Zarejestrowane zmiany temperatury powietrza we wnetrzu sterylizatora
SP-65G
Fig. 4. Temperature changes of the air measured inside SP-65G oven

W zaleznosci od jakosci termostatu, wahania temperatury mogg
osiggna¢ amplitude kilku stopni Celsjusza. Dodatkowo kazde
otworzenie cieplarki powoduje skokowy spadek temperatury
utrzymujacy si¢ przez kilka minut. Powoduje to problemy



186

z okresleniem rzeczywistej temperatury i znaczaco wplywa na
powtarzalnos$¢ uzyskiwanych wynikéw. W celu precyzyjnej kon-
troli temperatury plytek w cieplarce ze swobodnym obiegiem
powietrza, koniecznym staje si¢ zastosowanie elementu stabilizu-
jacego temperature. Rolg taka moze pehié testowany przez nas
blok aluminiowy.

Rysunek 5 przedstawia rozktad temperatury w sterylizatorze
oraz w bloku aluminiowym stabilizujacym temperature plytki
TLC. Rysunek 6 ilustruje narastanie temperatury szklanych ptytek
TLC umieszczonych bezposrednio w cieplarce oraz wewnatrz
bloku. Jak wida¢ w zakresie typowego czasu wygrzewania (do 10
minut), uprzednio nagrzany blok zapewnia szybsze narastanie
temperatury powierzchni ptytek. Dodatkowo, element ten reduku-
je niekorzystne wahania temperatury.

| TLC plate umt

Rys. 5. Obraz w podczerwieni rozkladu temperatury we wngtrzu sterylizatora
SP-65G wraz z blokiem aluminiowym
Fig. 5. Infra-red picture of the temperature distribution inside oven SP-65G
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Rys. 6. Zmiana temperatury ptytek TLC umieszczonych bezposrednio
w sterylizatorze oraz w bloku aluminiowym

Fig. 6. Heating plots for TLC plates measured inside gravity convection
air oven and TLC plate aluminium unit

Na rysunku 7 przedstawiono wyniki badan wptywu czasu
i temperatury wygrzewania ptytki HPTLC RP18W w celu detekc;ji
cholesterolu. Jak wida¢, poprzez odpowiedni dobor tych parame-
troéw, mozliwe jest znaczne zredukowanie szuméw pochodzacych
z powierzchni plytki oraz zwigkszenie czutosci detekcji badanego
sterydu.
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Rys. 7. Wplyw temperatury i czasu wygrzewania na intensywnos¢ sygnatu
cholesterolu (1pg/plamke) oraz poziom szumoéw plytki chromatograficznej
HPTLC RP18W pokrytej kwasem fosforomolibdenowym

Fig. 7.  Effect of temperature and heating time on the signal intensity of cholesterol
(1pg/spot) and background noise of HPTLC RP18W plate covered with
phosphomolybdic acid

4. Wnioski

Typowe urzadzenia grzejne stosowane w laboratoriach che-
micznych (sterylizatory, cieplarki) nie posiadajace wymuszonego
obiegu powietrza, nie gwarantujg stabilnej temperatury procesu
wygrzewania ptytek TLC. Zastosowanie biernych elementéw
magazynujacych ciepto i umieszczanych we wnetrzu urzadzen
grzejnych skutecznie ogranicza wahania temperatury, nieko-
rzystne z punktu widzenia wywotywania plytek cienkowarstwo-
wych. Dobér temperatury i czasu wygrzewania ptytek w znacza-
cy sposdb wplywa na rezultaty analizy ilosciowej z wykorzysta-
niem odczynnikow wywotujacych np. kwasu fosforomolibde-
nowego.

Praca naukowa wspdtfinansowana ze $rodkdw na nauke
w latach 2007-2009 jako projekt badawczy N 523 043 32/1477.
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