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Streszczenie

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) jest prosta i wydajng metoda
analityczng powszechnie wykorzystywang do rozdzielania oraz oznaczen
ilosciowych szerokiej gamy substancji, obecnych w ztozonych probkach
biologicznych, s$rodowiskowych oraz preparatach farmaceutycznych.
Glowna zaleta TLC jest mozliwo$¢ prostej detekceji rozdzielonych substan-
cji przy pomocy bezposredniej obserwacji ptytki w $wietle widzialnym lub
fluorescencji plamek, uwidaczniajacej si¢ przy naswietleniu plytki pro-
mieniowaniem elektromagnetycznym z zakresu UV. Efektywne rozdziele-
nie mieszanin wielosktadnikowych moze by¢ uzyskane przy uzyciu ptytek
o wymiarze nie przekraczajacym 5 cm wzdluz drogi rozwijania fazy
ruchomej. Dzigki temu uzyskuje si¢ znaczace skrocenie czasu analizy oraz
polepszenie warunkow detekcji do badan ilosciowych. Nasze badania
wskazuja, ze na ptytce HPTLC typu RP o wymiarach 5 x 5 cm mozliwe
jest rozdzielenie ponad 240 plamek chromatograficznych, w trybie roz-
dzielania dwukierunkowego. W szczegdlnosci podano szereg przyktadéw
rozdzielania jedno oraz dwukierunkowego mieszanin wielosktadnikowych
wzorcow sterydow, fulerendw, preparatow farmaceutycznych oraz eks-
traktow barwnikéw spiruliny.

Slowa kluczowe: chromatografia cienkowarstwowa, detekcja fluoryme-
tryczna, densytometria, testosteron, sterydy, spirulina, ekstrakty ziotowe,
fulereny, kwas fosforomolibdenowy.

Estimation of micro-TLC plate peak capacity
for one and two dimensional multiple
sample separation

Abstract

Thin-layer chromatography (TLC) is still commonly used as a simple and
efficient tool for separation and quantification of several analytes which
are present in complex pharmaceutical, biological, and environmental
samples. The main advantage of TLC is that the bands or spots detected
can be easily inspected under visible and UV light conditions and then
digitalized using simple office scanners. In analytical practice, modern
high-performance-thin-layer chromatography (HPTLC) involving a reversed
phase (RP) plate is particularly suitable for efficient separation and sensitive
visualization of active compounds from complex mixtures, including

pharmaceutical formulations. It is noteworthy that when using HPTLC
plates, the mobile phase developing distance can be reduced to less than
50 mm. This conclusion is based on the observation that the minimum
values of the plate height (H) can be achieved if the solvent migration
distance along the HPTLC plate ranges from 30 to 40 mm. Under such
conditions the total analysis time can be dramatically reduced in comparison
to chromatographic separations performed on typical 10 or 20 cm long
TLC plates. In this work there is estimated the micro-TLC plate peak
capacity using one and two dimentional development performed in
a temperature controlled, micro-TLC chamber (Fig. 1). The peak capacity
estimation was based on the recorded densitometric profiles of HPTLC
plates obtained from real samples, separated under 1D and 2D conditions,
including: testosterone and its derivatives mixture (Figs. 2 and 3), the
Azucalen herbs extract (Fig. 4), water and organic liquids extracts of the
Spirulina maxima dyes (Fig. 5) as well as of C60 and C70 fullerenes
mixture (Fig. 6). The experimental data show that micro-TLC plate working
under 2D development protocol is capable of separation of more than 240
spots. It is also proved that this method can be useful for fast fingerprinting
of complex biological mixtures.

Keywords: thin-layer chromatography, fluorimetric detection, densitometry,
testosterone, steroids, spirulina, herbs extracts, fullerenes, phosphomolybdic
acid.

1. Wstep

Chromatografia cienkowarstwowa (Thin-Layer Chromatography,
TLC) jest jedng z podstawowych technik analitycznych stuzacych
do rozdzielania mieszanin zwiazkdéw chemicznych, prowadzonych
z uzyciem cieklej fazy ruchomej. Do tych technik zalicza sig
miedzy innymi, wysokosprawna chromatografic kolumnowg
(High-Performance Liquid Chromatography), chromatografi¢
nadkrytyczng (Supercritical Fluid Chromatography) oraz szereg
metod elektroseparacyjnych wiaczajac w to elektroforeze zelowa
(Gel Electrophoresis), kapilarng (Capillary Electrophoresis) oraz
techniki mikrouktadowe (Microchip Electrophoresis) [1, 2].
W przeciwienstwie do technik kolumnowych, w technikach pla-
narnych czas, jaki uptywa od momentu rozpoczgcia rozwijania
chromatogramu do jego zakonczenia, jest jednakowy dla wszyst-
kich substancji rozdzielanych. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz
warto$ci wspolezynnikow retencji otrzymane technika chromato-
grafii planarnej mozna w prosty sposob przeliczy¢ na wartosci
wspotczynnikow retencji uzyskiwane w chromatografii kolumno-
wej, korzystajac z powszechnie znanej zaleznosci:

log k=1log [(1/Rp)-1] (1)

gdzie k oznacza wspolczynnik retencji w chromatografii kolum-
nowej a Rr wspolczynnik zatrzymania, ktory oblicza si¢ bezpo-
$rednio z chromatogramu cienkowarstwowego jako iloraz drogi
przebytej przez plamke zwiazku analizowanego oraz czota roz-
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puszczalnika. Zaleznos¢ ta jest bardzo przydatna w optymalizacji
procesu rozdzielania, poniewaz duza ilo$¢ eksperymentalnych
danych retencyjnych znacznie szybciej uzyskuje si¢ za pomoca
~rownoleglej” techniki TLC niz ,,szeregowej” techniki kolumnowe;.

Wsrod gldwnych zalet TLC wymienia si¢ mozliwos¢ jednocze-
snej analizy kilku prébek (co znacznie skraca czas oraz koszt
analizy), prostot¢ wykonania procesu rozdzielania (bardzo dobre
wyniki analizy mozna uzyska¢ rozwijajac ptytke TLC w zwyktej
szklance) oraz detekcji analitow bez uzycia zlozonej aparatury
analitycznej (stosujac np. szereg prostych odczynnikéw wywotu-
jacych oraz skaner biurowy lub aparat cyfrowy do rejestracji
chromatogramu w §wietle widzialnym lub UV). Nie bez znaczenia
jest rowniez mozliwo$¢ zastosowania efektywnego rozdzielania
wielokierunkowego (2D-TLC). Natomiast do gtéwnych wad
chromatografii planarnej nalezy zaliczy¢ relatywnie niska roz-
dzielczos¢ fazy stacjonarnej, ktora pokryta jest ptytka TLC, oraz
staba powtarzalno$¢ wynikdéw analiz iloSciowych, jak rowniez
waski zakres pomiardw retencji analitow, odpowiadajacy parame-
trowi retencyjnemu k& w zakresie od 0.1 do 10. Tym niemniej,
technika ta znajduje coraz wigksze zastosowanie, szczegdlnie
w badaniach wstgpnych przy rozdzielaniu wielosktadnikowych
ekstraktow roslinnych dla celow farmacji lub jako szybka metoda
potwierdzania obecnosci produktéw reakcji w syntezie organicz-
nej oraz badaniach biochemicznych [3]. W ostatnich latach atrak-
cyjnos¢ chromatografii cienkowarstwowej jako pelnowartosciowej
metody analitycznej znaczaco wzrosta, gldwnie za sprawg opra-
cowania szeregu prostych urzadzen sprzggajacych, umozliwiaja-
cych zastosowanie czutych detektorow identyfikujacych anality
w oparciu o spektrometri¢ mas [3,4]. Metoda TLC znalazta réw-
niez szerokie zastosowanie w badaniach preparatywnych, szcze-
golnie farmakognostycznych [5].

W praktyce, dla celéw analitycznej chromatografii planarne;j,
opracowano szereg wysokosprawnych faz  stacjonarnych
(HPTLC), z uzyciem ktorych udaje si¢ rozdzieli¢ nawet do kilku-
nastu substancji na drodze rozwijania okoto 10 cm. Na uwage
zastuguje rowniez fakt mozliwosci uzyskania efektywnego roz-
dzielania mieszanin wielosktadnikowych z uzyciem ptytek
HPTLC o wymiarach nie przekraczajacych 5 cm, wzdtuz drogi
rozwijania fazy ruchomej w granicach 4-4.5 cm. Jest to mozliwe
gdyz stwierdzono, ze przy niewymuszonych zewnetrznym cisnie-
niem przeplywie fazy ruchomej jaki wystgpuje w przypadku
dziatania sit kapilarnych w procesie klasycznej TLC, korzystne
minimalne wartosci wysokosci potki (H) obserwowane sg dla
migracji czola rozpuszczalnika na odlegtos¢ 30-40 mm od linii
startu [6, 7]. Dodatkowo, zaletami ograniczenia drogi rozwijania
do okoto 5 cm jest znaczne skrdcenie czasu analizy chromatogra-
ficznej oraz zmniejszenie dyfuzyjnego rozmycia pasm, przy jed-
noczesnym zachowaniu dobrej zdolno$ci rozdzielczej uktadu, co
powoduje polepszenie warunkow detekcji (zmniejszenie progu
wykrywalnosci). Nie bez znaczenia jest rowniez miniaturyzacja
aparatury termostatujacej komory stuzacej do rozwijania plytek
oraz okoto 2-4 krotne obnizenie kosztow procesu w poréwnaniu
do analiz z uzyciem standardowych ptytek 10 x 10 cm.

Celem pracy jest oszacowanie efektywnosci rozdzielania i udo-
kumentowanie wysokiej sprawnosci jedno oraz dwukierunkowego
procesu chromatograficznego, w rozdzielaniu mieszanin wielo-
sktadnikowych z uzyciem mikro-ptytek TLC dla drogi rozwijania
fazy ruchomej nie przekraczajacej 45 mm.

2. Czes¢ eksperymentalna

Chromatogramy cienkowarstwowe wykonano przy uzyciu mi-
krokomory przedstawionej na rys. 1, ktdrej konstrukcja i sposob
dziatania zostal szczegdétowo opisany w pracy [8]. Do rozdzielania
mieszanin badanych substancji uzyto ptytek szklanych pokrytych
warstwa fazy stacjonarnej HPTLC typu RP (Merck) o grubosci
warstwy czynnej 0.2 mm i $rednicy ziaren adsorbenta 5-6 pm.
Plytki o fabrycznych wymiarach 10 x 10 cm zostaty przyciete do
wielkosci 5 x 5 cm. Roztwory badane o objetosci 1 pL nanoszono
na lini¢ startowa przy uzyciu mikrostrzykawki typu Hamilton.

277

Proces rozwijania chromatograméw prowadzono w warunkach
kontrolowanej temperatury, w komorze nienasyconej parami fazy
ruchomej. Optymalizacje procesu rozdzielania omawianych anali-
tdw (mieszanina testosteronu i jego pochodnych, fulereny
C60/C70, ekstrakty spiruliny oraz preparat ziotowy Azucalen)
opisano w pracach [9-11]. Szczegétowe warunki analizy chroma-
tograficznej przedstawiono w opisach poszczegdlnych rysunkow.
Cyfrowa obrdbke zarejestrowanych chromatograméw oraz ich
profile densytometryczne wykonano przy uzyciu programu Scion
Image wersja alpha 4.0.3.2, 2000-2001 Scion Corporation
(www.scioncorp.com; freeware).

Rys. 1. Widok ogdlny wymienialnego modutu horyzontalnej komory
do mikrochromatografii TLC (A) umieszczonego w bloku
termostatycznym (B)

Fig. 1.  Perspective view of a removable horizontal micro-TLC chamber
unit (A) placed in the temperature controlled oven (B)

3. Dyskusja wynikow

Rys. 2A przedstawia typowy obraz mikroplytki chromatogra-
ficznej (widoczny w $wietle widzialnym po oswietleniu lampa UV
254 nm) z naniesiona mieszaning badanych substancji (8 stery-
dow: metylotestosteron, testosteron i jego estry) i przygotowang
do rozwijania w uktadzie 2D-TLC. Punkt startowy zlokalizowno
w prawym dolnym rogu, w odlegtosci 5 mm (pierwszy kierunek
rozwijania) oraz 7 mm (drugi kierunek rozwijania) od brzegdw
phytki. Srednica plamki zostata oszacowana na podstawie zareje-
strowanych densytogramow (rys. 2A, B) 1 wynosi ona w przybli-
zeniu 4 mm. Jest to warto$¢ typowa, uzyskiwana na warstwie
adsorbenta grubosci 0.2 mm oraz uziarnieniu 5-6 pm, przy nano-
szeniu cieczy (metanol) w ilosci 1 pL. Zaktadajac dostgpna droge
migracji $rodka plamki wzdhuz pierwszego oraz drugiego kierun-
ku rozwijania, na odpowiednio 45 oraz 43 mm, jak rowniez brak
np. dyfuzji wirowej oraz deformacji ksztaltu plamki, mozna przy-
jac, ze na ptytce o wymiarach 50 x 50 mm uda si¢ rozdzieli¢ “do
podstawy” 11 plamek (pasm chromatograficznych) w procesie
jednokierunkowym oraz 11 x 11 = 121 plamek w procesie dwu-
kierunkowym. W praktyce, podczas rozdzielania chromatogra-
ficznego plamka analitu na skutek wielu zjawisk m.in. dyfuzji
oraz procesOw zwiazanych z nieliniowym przebiegiem izoterm
adsorbcji, moze ulec rozmyciu oraz deformacji ksztattu. Dla danej
fazy stacjonarnej temperatur¢ procesu rozdzielania, sktad fazy
ruchomej oraz stgzenie analitow dobiera si¢ tak, aby maksymalnie
zmniejszy¢ niekorzystne efekty zwiazane z asymetrycznym roz-
myciem pasm (najczesciej ogonowaniem), przy jednoczesnym
calkowitym rozdzieleniu sktadnikow analizowanej mieszaniny.
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Rys. 2. Plytka do chromatografii cienkowarstwowej z naniesiona mieszaning
sterydow (testosteron oraz 7 pochodnych) przygotowana do rozdzielania
dwukierunkowego (A) wraz z profilami densytometrycznymi
wykonanymi wzdtuz pierwszego (B) oraz drugiego (C) kierunku rozwijania
(Scion Image freeware). Warunki wykonania analizy: masa analitow
naniesiona na punkt startowy - 1 pg; faza stacjonarna - HPTLC
RP18WF,54S (Merck); detekceja - fluorescencja (E, = 254 nm,

E,, = $wiatlo widzialne) (A). Urzadzenie rejestrujace chromatogram:
aparat cyfrowy 5 Mpix Olympus Camedia 5050 Zoom, wyposazony
w filtr UV 43 mm.

Fig. 2. TLC plate spotted with steroids mixture (testosterone and 7 derivatives)
and prepared for two dimensional development (A) as well as densitometric
profile plots (Scion Image freeware) related to 1st (B) and 2nd (C)
chromatographic runs. Analytical conditions: analytes mass on the
spot - 1 ng; stationary phase - HPTLC RP18Wp,s4S (Merck);
detection - fluorescence (Ex = 254 nm, E,, = visible light) (A).
Chromatogram acquisition device: 5.0 Mega pixel digital camera
Olympus Camedia 5050 Zoom equipped with a 43 mm UV filter

Jak wynika z danych przedstawionych na rys. 3A, proces rozwi-
jania dwukierunkowego umozliwia efektywne rozdzielenie sub-
stancji badanych. Z punktu widzenia sprawnosci, w trakcie proce-
su rozdzielania, plamki poszczegolnych analitéw ulegly poszerze-
niu do ok. 4.5 mm wzdhuiz pierwszego kierunku rozwinigcia
(rys. 3B, faza ruchoma metanol:woda) oraz zawezeniu do ok
2 mm wzdhuz drugiego kierunku rozwinigcia (rys. 3C, faza ru-
choma aceton: n-heksan), przy jednoczesnym zachowaniu syme-
trii pasm chromatografowanych sterydéw. Biorac pod uwage dane
doswiadczalne uzyskane przy uzyciu wyzej wymienionych faz
ruchomych, ilo$¢ plamek mozliwych do rozdzielenia na uzytej
mikroplytce mozna oszacowac¢ na 10 x 22 =242 plamki rozdzielo-
ne do podstawy.
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Rys. 3. Chromatogram 2D (A) mieszaniny 8 sterydow (Rys. 2) oraz profile
densytometryczne wykonane wzdtuz pierwszego (B) oraz drugiego (C)
kierunku rozwijania. Warunki wykonania analizy: temperatura procesu
rozwijania +20°C; sklad faz ruchomych - rozwinigcie w pierwszym
kierunku 80:20 metanol:woda (v/v), w drugim kierunku 20:80 aceton:
n-heksan (v/v); pozostale warunki analizy oraz rejestracji obrazu sa
analogiczne jak dla ptytki przedstawionej na rys. 2

Fig. 3. Chromatogram 2D (A) of 8 steroids mixture (Fig. 2) and densitometric
profile plots related to 1st (B) and 2nd (C) chromatographic runs.
Analytical conditions: development temperature +20°C; mobile phase
composition - 1st run 80:20 methanol:water (v/v), 2nd run 20:80 acetone:
n-hexane (v/v); remaining analysis conditions and data acquisition
parameters are similar to those described for the plate presented in Fig. 2

W praktyce, bardzo dobra sprawno$¢ procesu rozdzielania na
mikroptytkach HPTLC typu RP z uzyciem jedno oraz dwusktad-
nikowych faz ruchomych, uzyskuje si¢ dla wielu zwiazkéw che-
micznych o réznych wiasciwosciach fizykochemicznych, szcze-
gdlnie nie zdefiniowanych $cisle substancji wchodzacych w sktad
wielosktadnikowych preparatéw farmaceutycznych. Przyktadowo,
metoda ta umozliwia szybkie uzyskanie tzw. ,,odcisku palca”
preparatéw ziotowych (rys. 4), jednoczesna analiz¢ wielu probek
w badaniach efektywnos$ci izolacji barwnikow chlorofilowych
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z cyjanobakterii przy pomocy réznych rozpuszczalnikow (rys. 5)
jak réwniez analizg ilosciowa mieszanin fulerenéw C60/C70 (rys. 6).
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Rys. 4. ,,Odcisk palca” ekstraktu ziolowego Azucalen (Chamomillae extractum
fluidum and Calendulae extractum fluidum, 1:1) (A) uzyskany w procesie
rozwijania dwukierunkowego (A) oraz odpowiadajacy mu obraz uzyskany
za pomoca filtra cyfrowego Spectrum (Scion Image freeware). Warunki
wykonania analizy: temperatura procesu rozwijania +20°C; stezenie
analitow - oryginalny ekstrakt rozcieficzony metanolem w proporcji 1:1;
faza stacjonarna - HPTLC RP18WF,s,S (Merck); skfad faz ruchomych -
rozwinigcie w pierwszym kierunku 80:20 metanol:woda (v/v), w drugim
kierunku 20:80 aceton:n-heksan (v/v); detekcja - rozwinigta i wysuszona
plytka zanurzona w cieczy wywolujacej o skladzie 10% (w/v) metanolowy
roztwor kwasu fosforomolibdenowego a nastgpnie ogrzewana przez
10 minut w temperaturze 100°C; Urzadzenie rejestrujace chromatogram:
obraz na plytce zeskanowano w $wietle widzialnym przy uzyciu skanera
biurowego Plustek OpticPro S12 USB

Fig. 4.  Fingerprinting of the Azucalen herbs extract (Chamomillae extractum
fluidum and Calendulae extractum fluidum, 1:1) with the use of
two-dimensional separation (A) as well as artificial colour representation
of the original scan using Spectrum filter (Scion Image freeware) (B).
Analytical conditions: development temperature +20°C; analytes
concentration - original extract mixed with pure methanol 1:1; stationary
phase - HPTLC RP18WF,5,S (Merck); mobile phase composition - 1st run
80:20 methanol:water (v/v), 2nd run 20:80 acetone:n-hexane (v/v);
detection - developed and dry plate dipped in the spots visualization mixture
consisted of 10% (w/v) phosphomolybdic acid in methanol and heated
for 10 min. at 100°C; chromatogram acquisition method - digital scan
performed under visible light conditions using Plustek OpticPro S12 USB
office scanner
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Rys. 5. Mikro-TLC chromatogram wodnego i organicznych ekstraktow barwnikow
Spirulina Maxima (od lewej: woda, metanol, acetonitryl, aceton,
tetrahydrofuran, toluen oraz n-heksan) uzyskanych z preparatu
farmaceutycznego (A) oraz odpowiadajacy mu obraz uzyskany za pomoca
filtra cyfrowego System Color Table (Scion Image freeware) (B). Warunki
wykonania analizy: temperatura procesu rozwijania +40°C; stezenie
analitow - 200 mg sproszkowanego preparatu Spirulina extrahowano 2 mL
odpowiedniego rozpuszczalnika; faza stacjonarna - HPTLC RP18W
(Merck); sktad fazy ruchomej - 30:70 aceton:n-heksan (v/v);
detekcja — bezposrednia w swietle widzialnym; Urzadzenie rejestrujace
chromatogram: obraz na plytce zeskanowano przy uzyciu skanera
biurowego Plustek OpticPro S12 USB

Fig. 5. Micro-TLC chromatogram of water and organic liquids extracts of the
Spirulina maxima dyes (from the left: water, methanol, acetonitrile, acetone,
THEF, toluene and n-hexane) obtained from the pharmaceutical formulation
(A) and corresponding artificial colour representation of the original scan
using System Colour Table filter (Scion Image freeware) (B). Analytical
conditions: development temperature +40°C; analytes concentration -

200 mg of powdered Spirulina sample was extracted with 2 mL of given
solvent; stationary phase - HPTLC RP18W (Merck); mobile phase
composition - 30% (v/v) acetone/n-hexane; detection - direct observation
under visible light; chromatogram acquisition method - direct digital scan
using Plustek OpticPro S12 USB office scanner
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Rys. 6. Rozdzielenie mieszaniny fulerenow C60 i C70 obserwowane w warunkach
o$wietlenia §wiatlem w zakresie widzialnym (A) oraz UV (B). Warunki
wykonania analizy: temperatura procesu rozwijania +20°C; masy analitow
na punkcie startowym - (C60/C70 od lewej) 0.25/0.05ng, 0.2/0.1pg,
0.2/0.05pg, 0.1/0.1pg, 0.05/0.05pg; faza stacjonarna - HPTLC RP18WF,5,S
(Merck); sktad fazy ruchomej - czysty n-heksan; detekcja - bezposrednia
obserwacja w warunkach o$wietlenia $wiattem widzialnym oraz
fluorescencja (E, = 254 nm, E,, = $wiatlo widzialne). Urzadzenie
rejestrujace chromatogram: skaner biurowy Plustek OpticPro S12 USB
($wiatlo widzialne; A) oraz aparat cyfrowy 5 Mpix Olympus Camedia 5050
Zoom, wyposazony w filtr UV 43 mm (fluorescencja; B)

Fig. 6.  Separation of C60 and C70 fullerenes mixture observed under visible (A)
and UV (B) light. Analytical conditions: development temperature +20°C;
analytes mass on the spot - (C60/C70 from the left) 0.25/0.05ug, 0.2/0.1pg,
0.2/0.05pg, 0.1/0.1pg, 0.05/0.05pg; stationary phase - HPTLC RP18WF»5,S
(Merck); mobile phase composition - pure n-hexane; detection - direct
observation under visible light and fluorescence (Ex = 254 nm, E,, = visible
light). chromatogram acquisition method - direct digital scan using Plustek
OpticPro S12 USB office scanner (visible light conditions; A) and 5.0 Mega
pixel digital camera Olympus Camedia 5050 Zoom equipped with a 43 mm
UV filter (fluorescence; B)

4. Wnioski

W pracy wykazano, ze efektywne rozdzielenie mieszanin wie-
losktadnikowych jest mozliwe do uzyskania na mikroptytkach
chromatrograficznych o wymiarach 50 x 50 cm dla drogi rozwija-

nia fazy ruchomej nie przekraczajacej 45 mm. Na podstawie
uzyskanych danych eksperymentalnych oszacowano, iz w przy-
padku chromatografii dwukierunkowej (2D-TLC) sprawnosé¢
badanych systeméw chromatograficznych wykorzystujacych
ptytki HPTLC typu RP, pozwala na pelne rozdzielenie ponad 240
pasm (plamek). W praktyce, zastosowana metoda okazata sig¢
przydatna w rozdzielaniu jedno oraz dwukierunkowym, ztozonych
mieszanin steryddéw, substancji wchodzacych w sktad ekstraktow
ziotowych, barwnikéw spiruliny oraz czasteczek fulerendw
C60/C70.
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