
276    PAK vol. 55, nr 4/2009 
 Paweł K. ZARZYCKI 1,  M ag d al en a B . ZARZYCKA 1,  B r o n i s ław K. G Ł Ó D  2  
1 POLITECHNIKA KOSZALIŃ SKA, W Y D ZIAŁ  B U D OW NICTW A I INŻ Y NIER II Ś R OD OW ISKA, 
  KATED R A B IOLOG II Ś R OD OW ISKOW EJ , ZAKŁ AD  TOKSY KOLOG II I B IOANALITY KI 
2 AKAD EM IA POD LASKA, INSTY TU T CHEM II, ZAKŁ AD  CHEM II ANALITY CZNEJ  
 

Oszacowanie ilości pasm możliwych do rozdzielenia  
na mik ropł yt k ach T L C  w procesie rozwij ania j edno  
oraz dwu k ieru nk oweg o pró b ek  wielosk ł adnik owych 
 
Dr hab. Paweł K. Z A R Z Y C KI   
A b s o l w e n t  W y d z i a ł u  F a r m a c e u t y c z n e g o  A k a d e m i i  
M e d y c z n e j  w  G d a ń s k u  ( 1 9 8 9 ) .  O b e c n i e  k i e r o w n i k  
Z a k ł a d u  T o k s y k o l o g i i  i  B i o a n a l i t y k i  w  K a t e d r z e  
B i o l o g i i  Ś r o d o w i s k o w e j  P o l i t e c h n i k i  K o s z a l i ń s k i e j .  
G ł ó w n e  z a i n t e r e s o w a n i a  n a u k o w e  d o t y c z ą  e f e k t u  
t e r m o c h r o m o w e g o  w  c h e m i i  s u p r a m o l e k u l a r n e j  o r a z  
w y k o r z y s t a n i a  p r o c e s ó w  s e p a r a c y j n y c h  z  u ż y c i e m  
c i e k ł y c h  f a z  r u c h o m y c h  w  a n a l i z i e  s t e r y d ó w   
i  s u b s t a n c j i  p o c h o d n y c h .  J e s t  a u t o r e m  i  w s p ó ł a u t o r e m  
p o n a d  1 7 0  k o m u n i k a t ó w  n a u k o w y c h .   
 
e-m a i l :  p k z a r z @ w p . p l    
 
M g r M ag d al en a B . Z A R Z Y C KA   
A b s o l w e n t k a  W y d z i a ł u  F a r m a c e u t y c z n e g o  A k a d e m i i  
M e d y c z n e j  w  G d a ń s k u  ( 1 9 9 2 ) .  O b e c n i e  s ł u c h a c z k a  
S t u d i ó w  D o k t o r a n c k i c h  n a  W y d z i a l e  B u d o w n i c t w a   
i  I n ż y n i e r i i  Ś r o d o w i s k a  P o l i t e c h n i k i  K o s z a l i ń s k i e j .  
P r o w a d z i  b a d a n i a  n a d  z a s t o s o w a n i e m  t e r m o s t a t o w a -
n e j  m i k r o c h r o m a t o g r a f i i  c i e n k o w a r s t w o w e j  d l a  c e l ó w  
a n a l i z y  f a r m a c e u t y c z n e j ,  g ł ó w n i e  h o r m o n ó w  s t e r y d o -
w y c h  o r a z  b a r w n i k ó w  c h l o r o f i l o w y c h  w  z ł o ż o n y c h  
p r e p a r a t a c h  f a r m a c e u t y c z n y c h .  
 
 
e-m a i l :  m b z a r z @ w p . p l    
 

S t r e s z c z e n i e  
 

C h rom a t og ra f ia  cienkow a rs t w ow a  ( T L C )  j es t  pros t ą  i w y d a j ną  m et od ą  
a na lit y cz ną  pow s z ech nie w y korz y s t y w a ną  d o roz d z iela nia  ora z  oz na cz eń  
iloś ciow y ch  s z erokiej  g a m y  s u bs t a ncj i, obecny ch  w  z ł oż ony ch  pró bka ch  
biolog icz ny ch , ś rod ow is kow y ch  ora z  prepa ra t a ch  f a rm a ceu t y cz ny ch . 
G ł ó w ną  z a let ą  T L C  j es t  m oż liw oś ć  pros t ej  d et ekcj i roz d z ielony ch  s u bs t a n-
cj i prz y  pom ocy  bez poś red niej  obs erw a cj i pł y t ki w  ś w iet le w id z ia lny m  lu b 
f lu ores cencj i pla m ek, u w id a cz nia j ą cej  s ię  prz y  na ś w iet leniu  pł y t ki pro-
m ieniow a niem  elekt rom a g net y cz ny m  z  z a kres u  U V . E f ekt y w ne roz d z iele-
nie m ies z a nin w ielos kł a d nikow y ch  m oż e by ć  u z y s ka ne prz y  u ż y ciu  pł y t ek 
o w y m ia rz e nie prz ekra cz a j ą cy m  5 cm  w z d ł u ż  d rog i roz w ij a nia  f a z y  
ru ch om ej . D z ię ki t em u  u z y s ku j e s ię  z na cz ą ce s kró cenie cz a s u  a na liz y  ora z  
poleps z enie w a ru nkó w  d et ekcj i d o ba d a ń  iloś ciow y ch . N a s z e ba d a nia  
w s ka z u j ą , ż e na  pł y t ce H PT L C  t y pu  R P o w y m ia ra ch  5 x  5 cm  m oż liw e 
j es t  roz d z ielenie pona d  240 pla m ek ch rom a t og ra f icz ny ch , w  t ry bie roz -
d z iela nia  d w u kieru nkow eg o. W  s z cz eg ó lnoś ci pod a no s z ereg  prz y kł a d ó w  
roz d z iela nia  j ed no ora z  d w u kieru nkow eg o m ies z a nin w ielos kł a d nikow y ch  
w z orcó w  s t ery d ó w , f u lerenó w , prepa ra t ó w  f a rm a ceu t y cz ny ch  ora z  eks -
t ra kt ó w  ba rw nikó w  s piru liny . 
 
S ł o w a  k l u c z o w e :  ch rom a t og ra f ia  cienkow a rs t w ow a , d et ekcj a  f lu ory m e-
t ry cz na , d ens y t om et ria , t es t os t eron, s t ery d y , s piru lina , eks t ra kt y  z ioł ow e, 
f u lereny , kw a s  f os f orom olibd enow y . 
 E s t i m at i o n  o f  m i c r o -T L C p l at e p eak  c ap ac i t y  f o r  o n e an d  t wo  d i m en s i o n al  m u l t i p l e  s am p l e s ep ar at i o n  

 
A b s t r a c t  

 
T h in-la y er ch rom a t og ra ph y  ( T L C )  is  s t ill com m only  u s ed  a s  a  s im ple a nd  
ef f icient  t ool f or s epa ra t ion a nd  q u a nt if ica t ion of  s evera l a na ly t es  w h ich  
a re pres ent  in com plex  ph a rm a ceu t ica l, biolog ica l, a nd  environm ent a l 
s a m ples . T h e m a in a d va nt a g e of  T L C  is  t h a t  t h e ba nd s  or s pot s  d et ect ed  
ca n be ea s ily  ins pect ed  u nd er vis ible a nd  U V  lig h t  cond it ions  a nd  t h en 
d ig it a liz ed  u s ing  s im ple of f ice s ca nners . I n a na ly t ica l pra ct ice, m od ern 
h ig h -perf orm a nce-t h in-la y er ch rom a t og ra ph y  ( H PT L C )  involving  a  revers ed  
ph a s e ( R P)  pla t e is  pa rt icu la rly  s u it a ble f or ef f icient  s epa ra t ion a nd  s ens it ive 
vis u a liz a t ion of  a ct ive com pou nd s  f rom  com plex  m ix t u res , inclu d ing  
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ph a rm a ceu t ica l f orm u la t ions . I t  is  not ew ort h y  t h a t  w h en u s ing  H PT L C  
pla t es , t h e m obile ph a s e d eveloping  d is t a nce ca n be red u ced  t o les s  t h a n  
50 m m . T h is  conclu s ion is  ba s ed  on t h e obs erva t ion t h a t  t h e m inim u m  
va lu es  of  t h e pla t e h eig h t  ( H )  ca n be a ch ieved  if  t h e s olvent  m ig ra t ion 
d is t a nce a long  t h e H PT L C  pla t e ra ng es  f rom  3 0 t o 40 m m . U nd er s u ch  
cond it ions  t h e t ot a l a na ly s is  t im e ca n be d ra m a t ica lly  red u ced  in com pa ris on 
t o ch rom a t og ra ph ic s epa ra t ions  perf orm ed  on t y pica l 1 0 or 20 cm  long  
T L C  pla t es . I n t h is  w ork  t h ere is  es t im a t ed  t h e m icro-T L C  pla t e pea k 
ca pa cit y  u s ing  one a nd  t w o d im ent iona l d evelopm ent  perf orm ed  in  
a  t em pera t u re cont rolled , m icro-T L C  ch a m ber ( F ig . 1 ) . T h e pea k ca pa cit y  
es t im a t ion w a s  ba s ed  on t h e record ed  d ens it om et ric prof iles  of  H PT L C  
pla t es  obt a ined  f rom  rea l s a m ples , s epa ra t ed  u nd er 1 D  a nd  2D  cond it ions , 
inclu d ing :  t es t os t erone a nd  it s  d eriva t ives  m ix t u re ( F ig s . 2 a nd  3 ) , t h e 
Az u ca len h erbs  ex t ra ct  ( F ig . 4) , w a t er a nd  org a nic liq u id s  ex t ra ct s  of  t h e 
S piru lina  m a x im a  d y es  ( F ig . 5)  a s  w ell a s  of  C 6 0 a nd  C 7 0 f u llerenes  
m ix t u re ( F ig . 6 ) . T h e ex perim ent a l d a t a  s h ow  t h a t  m icro-T L C  pla t e w orking  
u nd er 2D  d evelopm ent  prot ocol is  ca pa ble of  s epa ra t ion of  m ore t h a n 240 
s pot s . I t  is  a ls o proved  t h a t  t h is  m et h od  ca n be u s ef u l f or f a s t  f ing erprint ing  
of  com plex  biolog ica l m ix t u res . 
 
K e y w o r d s :  t h in-la y er ch rom a t og ra ph y , f lu orim et ric d et ect ion, d ens it om et ry , 
t es t os t erone, s t eroid s , s piru lina , h erbs  ex t ra ct s , f u llerenes , ph os ph om oly bd ic 
a cid . 
 1 . W s t ę p  
 
C h r om at og r af ia c ien k ow ar s t w ow a ( T h in -L ayer  C h r om at og r ap h y,  

T L C ) j es t  j ed n ą  z  p od s t aw ow yc h  t ec h n ik  an al it yc z n yc h  s ł uż ą c yc h  
d o r oz d z iel an ia m ies z an in  z w ią z k ó w  c h em ic z n yc h ,  p r ow ad z on yc h  
z  uż yc iem  c iek ł ej  f az y r uc h om ej .  D o t yc h  t ec h n ik  z al ic z a s ię  
m ię d z y in n ym i,  w ys ok os p r aw n ą  c h r om at og r af ię  k ol um n ow ą  
( H ig h -P er f or m an c e L iq uid  C h r om at og r ap h y),  c h r om at og r af ię  
n ad k r yt yc z n ą  ( S up er c r it ic al  F l uid  C h r om at og r ap h y) or az  s z er eg  
m et od  el ek t r os ep ar ac yj n yc h  w ł ą c z aj ą c  w  t o el ek t r of or ez ę  ż el ow ą  
( G el  E l ec t r op h or es is ),  k ap il ar n ą  ( C ap il l ar y E l ec t r op h or es is ) or az  
t ec h n ik i m ik r ouk ł ad ow e ( M ic r oc h ip  E l ec t r op h or es is ) [ 1 ,  2 ] .   
W  p r z ec iw ień s t w ie d o t ec h n ik  k ol um n ow yc h ,  w  t ec h n ik ac h  p l a-
n ar n yc h  c z as ,  j ak i up ł yw a od  m om en t u r oz p oc z ę c ia r oz w ij an ia 
c h r om at og r am u d o j eg o z ak oń c z en ia,  j es t  j ed n ak ow y d l a w s z ys t -
k ic h  s ub s t an c j i r oz d z iel an yc h .  N al eż y z w r ó c ić  uw ag ę  n a f ak t ,  iż  
w ar t oś c i w s p ó ł c z yn n ik ó w  r et en c j i ot r z ym an e t ec h n ik ą  c h r om at o-
g r af ii p l an ar n ej  m oż n a w  p r os t y s p os ó b  p r z el ic z yć  n a w ar t oś c i 
w s p ó ł c z yn n ik ó w  r et en c j i uz ys k iw an e w  c h r om at og r af ii k ol um n o-
w ej ,  k or z ys t aj ą c  z  p ow s z ec h n ie z n an ej  z al eż n oś c i:  
 

l og  k =  l og  [ ( 1 / RF)-1 ]          ( 1 ) 
 

g d z ie k oz n ac z a w s p ó ł c z yn n ik  r et en c j i w  c h r om at og r af ii k ol um -
n ow ej  a RF w s p ó ł c z yn n ik  z at r z ym an ia,  k t ó r y ob l ic z a s ię  b ez p o-
ś r ed n io z  c h r om at og r am u c ien k ow ar s t w ow eg o j ak o il or az  d r og i 
p r z eb yt ej  p r z ez  p l am k ę  z w ią z k u an al iz ow an eg o or az  c z oł a r oz -
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puszczalnika. Zależność ta jest bard zo przy d atna w  opty malizacji 
procesu rozd zielania,  poniew aż d użą ilość ekspery mentalny ch  
d any ch  retency jny ch  znacznie szy bciej uzy skuje się  za pomocą 
„ ró w noleg ł ej”  tech niki T LC  niż „ szereg ow ej”  tech niki kolumnow ej. 
W śró d  g ł ó w ny ch  zalet T LC  w y mienia się  możliw ość jed nocze-

snej analizy  kilku pró bek ( co znacznie skraca czas oraz koszt 
analizy ) ,  prostotę  w y konania procesu rozd zielania ( bard zo d obre 
w y niki analizy  można uzy skać rozw ijając pł y tkę  T LC  w  zw y kł ej 
szklance)  oraz d etekcji analitó w  bez uży cia zł ożonej aparatury  
anality cznej ( stosując np. szereg  prosty ch  od czy nnikó w  w y w oł u-
jący ch  oraz skaner biurow y  lub aparat cy f row y  d o rejestracji 
ch romatog ramu w  św ietle w id zialny m lub U V ) . N ie bez znaczenia 
jest ró w nież możliw ość zastosow ania ef ekty w neg o rozd zielania 
w ielokierunkow eg o ( 2 D -T LC ) . N atomiast d o g ł ó w ny ch  w ad  
ch romatog raf ii planarnej należy  zaliczy ć relaty w nie niską roz-
d zielczość f azy  stacjonarnej,  któ rą pokry ta jest pł y tka T LC ,  oraz 
sł abą pow tarzalność w y nikó w  analiz ilościow y ch ,  jak ró w nież 
w ąski zakres pomiaró w  retencji analitó w ,  od pow iad ający  parame-
trow i retency jnemu k w  zakresie od  0 .1  d o 1 0 . T y m niemniej,  
tech nika ta znajd uje coraz w ię ksze zastosow anie,  szczeg ó lnie  
w  bad aniach  w stę pny ch  przy  rozd zielaniu w ieloskł ad nikow y ch  
ekstraktó w  roślinny ch  d la celó w  f armacji lub jako szy bka metod a 
potw ierd zania obecności prod uktó w  reakcji w  sy ntezie org anicz-
nej oraz bad aniach  bioch emiczny ch  [ 3 ] . W  ostatnich  latach  atrak-
cy jność ch romatog raf ii cienkow arstw ow ej jako peł now artościow ej 
metod y  anality cznej znacząco w zrosł a,  g ł ó w nie za spraw ą opra-
cow ania szereg u prosty ch  urząd zeń  sprzę g ający ch ,  umożliw iają-
cy ch  zastosow anie czuł y ch  d etektoró w  id enty f ikujący ch  anality   
w  oparciu o spektrometrię  mas [ 3 , 4 ] . M etod a T LC  znalazł a ró w -
nież szerokie zastosow anie w  bad aniach  preparaty w ny ch ,  szcze-
g ó lnie f armakog nosty czny ch  [ 5 ] .  
W  prakty ce,  d la celó w  anality cznej ch romatog raf ii planarnej,  

opracow ano szereg  w y sokospraw ny ch  f az stacjonarny ch  
( H P T LC ) ,  z uży ciem któ ry ch  ud aje się  rozd zielić naw et d o kilku-
nastu substancji na d rod ze rozw ijania okoł o 1 0  cm. N a uw ag ę  
zasł ug uje ró w nież f akt możliw ości uzy skania ef ekty w neg o roz-
d zielania mieszanin w ieloskł ad nikow y ch  z uży ciem pł y tek 
H P T LC  o w y miarach  nie przekraczający ch  5  cm,  w zd ł uż d rog i 
rozw ijania f azy  ruch omej w  g ranicach  4 -4 .5  cm. J est to możliw e 
g d y ż stw ierd zono,  że przy  niew y muszony ch  zew nę trzny m ciśnie-
niem przepł y w ie f azy  ruch omej jaki w y stę puje w  przy pad ku 
d ział ania sił  kapilarny ch  w  procesie klasy cznej T LC ,  korzy stne 
minimalne w artości w y sokości pó ł ki ( H )  obserw ow ane są d la 
mig racji czoł a rozpuszczalnika na od leg ł ość 3 0 -4 0  mm od  linii 
startu [ 6 ,  7 ] . D od atkow o,  zaletami og raniczenia d rog i rozw ijania 
d o okoł o 5  cm jest znaczne skró cenie czasu analizy  ch romatog ra-
f icznej oraz zmniejszenie d y f uzy jneg o rozmy cia pasm,  przy  jed -
noczesny m zach ow aniu d obrej zd olności rozd zielczej ukł ad u,  co 
pow od uje polepszenie w arunkó w  d etekcji ( zmniejszenie prog u 
w y kry w alności) . N ie bez znaczenia jest ró w nież miniatury zacja 
aparatury  termostatującej komory  sł użącej d o rozw ijania pł y tek 
oraz okoł o 2 -4  krotne obniżenie kosztó w  procesu w  poró w naniu 
d o analiz z uży ciem stand ard ow y ch  pł y tek 1 0  x  1 0  cm.  
C elem pracy  jest oszacow anie ef ekty w ności rozd zielania i ud o-

kumentow anie w y sokiej spraw ności jed no oraz d w ukierunkow eg o 
procesu ch romatog raf iczneg o,  w  rozd zielaniu mieszanin w ielo-
skł ad nikow y ch  z uży ciem mikro-pł y tek T LC  d la d rog i rozw ijania 
f azy  ruch omej nie przekraczającej 4 5  mm.  
 

2. C z ę ś ć  e k s p e r y m e n t a l n a  
 
C h romatog ramy  cienkow arstw ow e w y konano przy  uży ciu mi-

krokomory  przed staw ionej na ry s. 1 ,  któ rej konstrukcja i sposó b 
d ział ania został  szczeg ó ł ow o opisany  w  pracy  [ 8 ] . D o rozd zielania 
mieszanin bad any ch  substancji uży to pł y tek szklany ch  pokry ty ch  
w arstw ą f azy  stacjonarnej H P T LC  ty pu R P  ( M erck)  o g rubości 
w arstw y  czy nnej 0 .2  mm i śred nicy  ziaren ad sorbenta 5 -6  µm. 
P ł y tki o f abry czny ch  w y miarach  1 0  x  1 0  cm został y  przy cię te d o 
w ielkości 5  x  5  cm. R oztw ory  bad ane o obję tości 1  µL nanoszono 
na linię  startow ą przy  uży ciu mikrostrzy kaw ki ty pu H amilton. 

P roces rozw ijania ch romatog ramó w  prow ad zono w  w arunkach  
kontrolow anej temperatury ,  w  komorze nienasy conej parami f azy  
ruch omej. O pty malizację  procesu rozd zielania omaw iany ch  anali-
tó w  ( mieszanina testosteronu i jeg o poch od ny ch ,  f ulereny  
C 6 0 / C 7 0 ,  ekstrakty  spiruliny  oraz preparat zioł ow y  A zucalen)  
opisano w  pracach  [ 9 -1 1 ] . S zczeg ó ł ow e w arunki analizy  ch roma-
tog raf icznej przed staw iono w  opisach  poszczeg ó lny ch  ry sunkó w . 
C y f row ą obró bkę  zarejestrow any ch  ch romatog ramó w  oraz ich  
prof ile d ensy tometry czne w y konano przy  uży ciu prog ramu S cion 
I mag e w ersja alph a 4 .0 .3 .2 ,  2 0 0 0 -2 0 0 1  S cion C orporation 
( w w w .scioncorp.com;  f reew are) . 
 
 

50 mm

A
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R y s .  1 .  W id o k  o g ó l n y  w y m ie n ial n e g o  m o d u ł u  h o r y z o n t al n e j  k o m o r y   

d o  m ik r o c h r o m at o g r af ii T L C  ( A )  u m ie s z c z o n e g o  w  b l o k u   
t e r m o s t at y c z n y m  ( B )  

F ig .  1 .   P e r s p e c t iv e  v ie w  o f  a r e m o v ab l e  h o r iz o n t al  m ic r o -T L C  c h am b e r   
u n it  ( A )  p l ac e d  in  t h e   t e m p e r at u r e  c o n t r o l l e d  o v e n  ( B )   

 
3 . D y s k u s j a  w y n i k ó w  
 
R y s. 2 A  przed staw ia ty pow y  obraz mikropł y tki ch romatog ra-

f icznej ( w id oczny  w  św ietle w id zialny m po ośw ietleniu lampą U V  2 5 4  nm)  z naniesioną mieszaniną bad any ch  substancji ( 8  stery -
d ó w :  mety lotestosteron,  testosteron i jeg o estry )  i przy g otow aną 
d o rozw ijania w  ukł ad zie 2 D -T LC . P unkt startow y  zlokalizow no 
w  praw y m d olny m rog u,  w  od leg ł ości 5  mm ( pierw szy  kierunek 
rozw ijania)  oraz 7  mm ( d rug i kierunek rozw ijania)  od  brzeg ó w  
pł y tki. Ś red nica plamki został a oszacow ana na pod staw ie zareje-
strow any ch  d ensy tog ramó w  ( ry s. 2 A ,  B )  i w y nosi ona w  przy bli-
żeniu 4  mm. J est to w artość ty pow a,  uzy skiw ana na w arstw ie 
ad sorbenta g rubości 0 .2  mm oraz uziarnieniu 5 -6  µm,  przy  nano-
szeniu cieczy  ( metanol)  w  ilości 1  µL. Zakł ad ając d ostę pną d rog ę  
mig racji środ ka plamki w zd ł uż pierw szeg o oraz d rug ieg o kierun-
ku rozw ijania,  na od pow ied nio 4 5  oraz 4 3  mm,  jak ró w nież brak 
np. d y f uzji w irow ej oraz d ef ormacji kształ tu plamki,  można przy -
jąć,  że na pł y tce o w y miarach  5 0  x  5 0  mm ud a się  rozd zielić “ d o 
pod staw y ”  1 1  plamek ( pasm ch romatog raf iczny ch )  w  procesie 
jed nokierunkow y m oraz 1 1  x  1 1  =  1 2 1  plamek w  procesie d w u-
kierunkow y m. W  prakty ce,  pod czas rozd zielania ch romatog ra-
f iczneg o plamka analitu na skutek w ielu zjaw isk m.in. d y f uzji 
oraz procesó w  zw iązany ch  z nieliniow y m przebieg iem izoterm 
ad sorbcji,  może ulec rozmy ciu oraz d ef ormacji kształ tu. D la d anej 
f azy  stacjonarnej temperaturę  procesu rozd zielania,  skł ad  f azy  
ruch omej oraz stę żenie analitó w  d obiera się  tak,  aby  maksy malnie 
zmniejszy ć niekorzy stne ef ekty  zw iązane z asy metry czny m roz-
my ciem pasm ( najczę ściej og onow aniem) ,  przy  jed noczesny m 
cał kow ity m rozd zieleniu skł ad nikó w  analizow anej mieszaniny . 
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R ys.  2 .   P ł ytk a do ch romatog raf ii cienk ow arstw ow ej  z  naniesioną  miesz aniną  

sterydó w  ( testosteron oraz  7  p och odnych )  p rz yg otow ana do roz dz iel ania 
dw uk ierunk ow eg o ( A)  w raz  z  p rof il ami densytometrycz nymi  
w yk onanymi w z dł uż  p ierw sz eg o ( B )  oraz  drug ieg o ( C )  k ierunk u roz w ij ania 
( S cion I mag e f reew are) .  W arunk i w yk onania anal iz y:  masa anal itó w   
naniesiona na p unk t startow y - 1  µ g ;  f az a stacj onarna - H P T L C  
R P 1 8 W F 254 S  ( M erck ) ;  detek cj a - f l uorescencj a ( Ex =  2 5 4  nm,   
Em =  ś w iatł o w idz ial ne)  ( A) .  U rz ą dz enie rej estruj ą ce ch romatog ram:   
ap arat cyf row y 5  M p ix O l ymp us C amedia 5 0 5 0  Z oom,  w yp osaż ony  
w  f il tr U V  4 3  mm.   

F ig .  2 .   T L C  p l ate sp otted w ith  steroids mixture ( testosterone and 7  deriv ativ es)   
and p rep ared f or tw o dimensional  dev el op ment ( A)  as w el l  as densitometric 
p rof il e p l ots ( S cion I mag e f reew are)  rel ated to 1 st ( B )  and 2 nd ( C )   
ch romatog rap h ic runs.  Anal ytical  conditions:  anal ytes mass on th e  
sp ot - 1  µ g ;  stationary p h ase - H P T L C  R P 1 8 W F 254 S  ( M erck ) ;   
detection - f l uorescence ( Ex =  2 5 4  nm,  Em =  v isib l e l ig h t)  ( A) .   
C h romatog ram acq uisition dev ice:  5 . 0  M eg a p ixel  dig ital  camera  
O l ymp us C amedia 5 0 5 0  Z oom eq uip p ed w ith  a 4 3  mm U V  f il ter 

 
J ak  w y n ik a z d an y c h  p rze d s t aw ion y c h  n a ry s .  3 A ,  p roc e s  rozw i-

j an ia d w uk ie run k ow e g o um oż l iw ia e f e k t y w n e  rozd zie l e n ie  s ub -
s t an c j i b ad an y c h .  Z  p un k t u w id ze n ia s p raw n oś c i,  w  t rak c ie  p roc e -
s u rozd zie l an ia,  p l am k i p os zc ze g ó l n y c h  an al it ó w  ul e g ł y  p os ze rze -
n iu d o ok .  4 . 5  m m  w zd ł uż  p ie rw s ze g o k ie run k u rozw in ięc ia  
( ry s .  3 B ,  f aza ruc h om a m e t an ol : w od a)  oraz zaw ęż e n iu d o ok   
2  m m  w zd ł uż  d rug ie g o k ie run k u rozw in ięc ia ( ry s .  3 C ,  f aza ru-
c h om a ac e t on :  n-h e k s an ) ,  p rzy  j e d n oc ze s n y m  zac h ow an iu s y m e -
t rii p as m  c h rom at og raf ow an y c h  s t e ry d ó w .  B iorą c  p od  uw ag ę d an e  
d oś w iad c zal n e  uzy s k an e  p rzy  uż y c iu w y ż e j  w y m ie n ion y c h  f az 
ruc h om y c h ,  il oś ć  p l am e k  m oż l iw y c h  d o rozd zie l e n ia n a uż y t e j  
m ik rop ł y t c e  m oż n a os zac ow ać  n a 1 0  x  2 2  = 2 4 2  p l am k i rozd zie l o-
n e  d o p od s t aw y .   
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R ys.  3 .   C h romatog ram 2 D  ( A)  miesz aniny 8  sterydó w  ( R ys.  2 )  oraz  p rof il e  

densytometrycz ne w yk onane w z dł uż  p ierw sz eg o ( B )  oraz  drug ieg o ( C )   
k ierunk u roz w ij ania.  W arunk i w yk onania anal iz y:  temp eratura p rocesu 
roz w ij ania + 2 0 oC ;  sk ł ad f az  ruch omych  - roz w inię cie w  p ierw sz ym  
k ierunk u 8 0 : 2 0  metanol : w oda ( v / v ) ,  w  drug im k ierunk u 2 0 : 8 0  aceton:  
n-h ek san ( v / v ) ;  p oz ostał e w arunk i anal iz y oraz  rej estracj i ob raz u są   
anal og icz ne j ak  dl a p ł ytk i p rz edstaw ionej  na rys.  2  

F ig .  3 .   C h romatog ram 2 D  ( A)  of  8  steroids mixture ( F ig .  2 )  and densitometric 
p rof il e p l ots rel ated to 1 st ( B )  and 2 nd ( C )  ch romatog rap h ic runs.   
Anal ytical  conditions:  dev el op ment temp erature + 2 0 oC ;  mob il e p h ase  
comp osition - 1 st run 8 0 : 2 0  meth anol : w ater ( v / v ) ,  2 nd run 2 0 : 8 0  acetone:  
n-h exane ( v / v ) ;  remaining  anal ysis conditions and data acq uisition  
p arameters are simil ar to th ose describ ed f or th e p l ate p resented in F ig .  2  

 
W  p rak t y c e ,  b ard zo d ob rą  s p raw n oś ć  p roc e s u rozd zie l an ia n a 

m ik rop ł y t k ac h  H P T L C  t y p u R P  z uż y c ie m  j e d n o oraz d w us k ł ad -
n ik ow y c h  f az ruc h om y c h ,  uzy s k uj e  s ię d l a w ie l u zw ią zk ó w  c h e -
m ic zn y c h  o ró ż n y c h  w ł aś c iw oś c iac h  f izy k oc h e m ic zn y c h ,  s zc ze -
g ó l n ie  n ie  zd e f in iow an y c h  ś c iś l e  s ub s t an c j i w c h od zą c y c h  w  s k ł ad  
w ie l os k ł ad n ik ow y c h  p re p arat ó w  f arm ac e ut y c zn y c h .  P rzy k ł ad ow o,  
m e t od a t a um oż l iw ia s zy b k ie  uzy s k an ie  t zw .  „ od c is k u p al c a”  
p re p arat ó w  zioł ow y c h  ( ry s .  4 ) ,  j e d n oc ze s n ą  an al izę w ie l u p ró b e k  
w  b ad an iac h  e f e k t y w n oś c i izol ac j i b arw n ik ó w  c h l orof il ow y c h   

z c y j an ob ak t e rii p rzy  p om oc y  ró ż n y c h  rozp us zc zal n ik ó w  ( ry s .  5 )  
j ak  ró w n ie ż  an al izę il oś c iow ą  m ie s zan in  f ul e re n ó w  C 6 0 / C 7 0  ( ry s .  6 ) .   
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R ys.  4 .   „ O dcisk  p al ca”  ek strak tu z ioł ow eg o Az ucal en ( C h amomil l ae extractum 

f l uidum and C al endul ae extractum f l uidum,  1 : 1 )  ( A)  uz ysk any w  p rocesie 
roz w ij ania dw uk ierunk ow eg o ( A)  oraz  odp ow iadaj ą cy mu ob raz  uz ysk any 
z a p omocą  f il tra cyf row eg o S p ectrum ( S cion I mag e f reew are) .  W arunk i 
w yk onania anal iz y:  temp eratura p rocesu roz w ij ania + 2 0 o C ;  stę ż enie  
anal itó w  - oryg inal ny ek strak t roz cień cz ony metanol em w  p rop orcj i 1 : 1 ;   
f az a stacj onarna - H P T L C  R P 1 8 W F 254 S  ( M erck ) ;  sk ł ad f az  ruch omych  - 
roz w inię cie w  p ierw sz ym k ierunk u 8 0 : 2 0  metanol : w oda ( v / v ) ,  w  drug im 
k ierunk u 2 0 : 8 0  aceton: n-h ek san ( v / v ) ;  detek cj a - roz w inię ta i w ysusz ona 
p ł ytk a z anurz ona w  ciecz y w yw oł uj ą cej  o sk ł adz ie 1 0 %  ( w / v )  metanol ow y 
roz tw ó r k w asu f osf oromol ib denow eg o a nastę p nie og rz ew ana p rz ez   
1 0  minut w  temp eraturz e 1 0 0 o C ;  U rz ą dz enie rej estruj ą ce ch romatog ram:  
ob raz  na p ł ytce z esk anow ano w  ś w ietl e w idz ial nym p rz y uż yciu sk anera 
b iurow eg o P l ustek  O p ticP ro S 1 2  U S B  

F ig .  4 .   F ing erp rinting  of  th e Az ucal en h erb s extract ( C h amomil l ae extractum 
f l uidum and C al endul ae extractum f l uidum,  1 : 1 )  w ith  th e use of   
tw o-dimensional  sep aration ( A)  as w el l  as artif icial  col our rep resentation  
of  th e orig inal  scan using  S p ectrum f il ter ( S cion I mag e f reew are)  ( B ) .   
Anal ytical  conditions:  dev el op ment temp erature + 2 0 oC ;  anal ytes  
concentration - orig inal  extract mixed w ith  p ure meth anol  1 : 1 ;  stationary 
p h ase - H P T L C  R P 1 8 W F 254 S  ( M erck ) ;  mob il e p h ase comp osition - 1 st run 
8 0 : 2 0  meth anol : w ater ( v / v ) ,  2 nd run 2 0 : 8 0  acetone: n-h exane ( v / v ) ;   
detection - dev el op ed and dry p l ate dip p ed in th e sp ots v isual iz ation mixture 
consisted of  1 0 %  ( w / v )  p h osp h omol yb dic acid in meth anol  and h eated  
f or 1 0  min.  at 1 0 0 o C ;  ch romatog ram acq uisition meth od - dig ital  scan  
p erf ormed under v isib l e l ig h t conditions using  P l ustek  O p ticP ro S 1 2  U S B  
of f ice scanner 
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R ys.  5 .   M ik ro-T L C  ch romatog ram w odneg o i org anicz nych  ek strak tó w  b arw nik ó w  
S p i r u l i na  M a x i m a  ( od l ew ej :  w oda,  metanol ,  acetonitryl ,  aceton,   
tetrah ydrof uran,  tol uen oraz  n-h ek san)  uz ysk anych  z  p rep aratu  
f armaceutycz neg o ( A)  oraz  odp ow iadaj ą cy mu ob raz  uz ysk any z a p omocą  
f il tra cyf row eg o S ystem C ol or T ab l e ( S cion I mag e f reew are)  ( B ) .  W arunk i 
w yk onania anal iz y:  temp eratura p rocesu roz w ij ania + 4 0 o C ;  stę ż enie  
anal itó w  - 2 0 0  mg  sp rosz k ow aneg o p rep aratu S p irul ina extrah ow ano 2  mL  
odp ow iednieg o roz p usz cz al nik a;  f az a stacj onarna - H P T L C  R P 1 8 W  
( M erck ) ;  sk ł ad f az y ruch omej  - 3 0 : 7 0  aceton: n-h ek san ( v / v ) ;   
detek cj a – b ez p oś rednia w  ś w ietl e w idz ial nym;  U rz ą dz enie rej estruj ą ce 
ch romatog ram:  ob raz  na p ł ytce z esk anow ano p rz y uż yciu sk anera  
b iurow eg o P l ustek  O p ticP ro S 1 2  U S B  

F ig .  5 .   M icro-T L C  ch romatog ram of  w ater and org anic l iq uids extracts of  th e 
S p i r u l i na  m a x i m a  dyes ( f rom th e l ef t:  w ater,  meth anol ,  acetonitril e,  acetone,  
T H F ,  tol uene and n-h exane)  ob tained f rom th e p h armaceutical  f ormul ation 
( A)  and corresp onding  artif icial  col our rep resentation of  th e orig inal  scan 
using  S ystem C ol our T ab l e f il ter ( S cion I mag e f reew are)  ( B ) .  Anal ytical  
conditions:  dev el op ment temp erature + 4 0 o C ;  anal ytes concentration -  
2 0 0  mg  of  p ow dered S p irul ina samp l e w as extracted w ith  2  mL  of  g iv en 
sol v ent;  stationary p h ase - H P T L C  R P 1 8 W  ( M erck ) ;  mob il e p h ase  
comp osition - 3 0 %  ( v / v )  acetone/ n-h exane;  detection - direct ob serv ation 
under v isib l e l ig h t;  ch romatog ram acq uisition meth od - direct dig ital  scan 
using  P l ustek  O p ticP ro S 1 2  U S B  of f ice scanner 
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R y s .  6 .   R oz d z iel en ie m ies z an in y  f u l eren ó w  C 6 0  i C 7 0  obs erw ow an e w  w aru n k ac h  
oś w iet l en ia ś w iat ł em  w  z ak res ie w id z ial n y m  ( A )  oraz  U V  ( B ) .  W aru n k i 
w y k on an ia an al iz y :  t em p erat u ra p roc es u  roz w ij an ia + 2 0 o C ;  m as y  an al it ó w  
n a p u n k c ie s t art ow y m  - ( C 6 0 / C 7 0  od  l ew ej )  0 . 2 5/ 0 . 0 5µ g ,  0 . 2 / 0 . 1 µ g ,  
0 . 2 / 0 . 0 5µ g ,  0 . 1 / 0 . 1 µ g ,  0 . 0 5/ 0 . 0 5µ g ;  f az a s t ac j on arn a - H P T L C  R P 1 8 W F 2 5 4 S  
( M erc k ) ;  s k ł ad  f az y  ru c h om ej  - c z y s t y  n-h ek s an ;  d et ek c j a - bez p oś red n ia 
obs erw ac j a w  w aru n k ac h  oś w iet l en ia ś w iat ł em  w id z ial n y m  oraz   
f l u ores c en c j a ( Ex =  2 54  n m ,  Em =  ś w iat ł o w id z ial n e) .  U rz ąd z en ie  
rej es t ru j ąc e c h rom at og ram :  s k an er biu row y  P l u s t ek  O p t ic P ro S 1 2  U S B  
( ś w iat ł o w id z ial n e;  A )  oraz  ap arat  c y f row y  5 M p ix  O l y m p u s  C am ed ia 50 50  
Z oom ,  w y p os aż on y  w  f il t r U V  4 3  m m  ( f l u ores c en c j a;  B )  

F ig .  6 .   S ep arat ion  of  C 6 0  an d  C 7 0  f u l l eren es  m ix t u re obs erv ed  u n d er v is ibl e ( A )  
an d  U V  ( B )  l ig h t .  A n al y t ic al  c on d it ion s :  d ev el op m en t  t em p erat u re + 2 0 o C ;  
an al y t es  m as s  on  t h e s p ot  - ( C 6 0 / C 7 0  f rom  t h e l ef t )  0 . 2 5/ 0 . 0 5µ g ,  0 . 2 / 0 . 1 µ g ,  
0 . 2 / 0 . 0 5µ g ,  0 . 1 / 0 . 1 µ g ,  0 . 0 5/ 0 . 0 5µ g ;  s t at ion ary  p h as e - H P T L C  R P 1 8 W F 2 5 4 S  
( M erc k ) ;  m obil e p h as e c om p os it ion  - p u re n-h ex an e;  d et ec t ion  - d irec t   
obs erv at ion  u n d er v is ibl e l ig h t  an d  f l u ores c en c e ( Ex =  2 54  n m ,  Em =  v is ibl e 
l ig h t ) .  c h rom at og ram  ac q u is it ion  m et h od  - d irec t  d ig it al  s c an  u s in g  P l u s t ek  
O p t ic P ro S 1 2  U S B  of f ic e s c an n er ( v is ibl e l ig h t  c on d it ion s ;  A )  an d  5. 0  M eg a 
p ix el  d ig it al  c am era O l y m p u s  C am ed ia 50 50  Z oom  eq u ip p ed  w it h  a 4 3  m m  
U V  f il t er ( f l u ores c en c e;  B )  

 
 
4. W n i o s k i  
 
W  p r a c y  w y ka z a n o,  ż e  e f e kt y w n e  r oz d z ie l e n ie  m ie s z a n in  w ie -

l os kł a d n ikow y c h  j e s t  m oż l iw e  d o uz y s ka n ia  n a  m ikr op ł y t ka c h  
c h r om a t r og r a f ic z n y c h  o w y m ia r a c h  5 0  x  5 0  c m  d l a  d r og i r oz w ij a -

n ia  f a z y  r uc h om e j  n ie  p r z e kr a c z a j ąc e j  4 5  m m .  N a  p od s t a w ie  
uz y s ka n y c h  d a n y c h  e ks p e r y m e n t a l n y c h  os z a c ow a n o,  iż  w  p r z y -
p a d ku c h r om a t og r a f ii d w ukie r un kow e j  ( 2 D -T L C )  s p r a w n oś ć  
b a d a n y c h  s y s t e m ó w  c h r om a t og r a f ic z n y c h  w y kor z y s t uj ąc y c h  
p ł y t ki H P T L C  t y p u R P ,  p oz w a l a  n a  p e ł n e  r oz d z ie l e n ie  p on a d  2 4 0  
p a s m  ( p l a m e k) .  W  p r a kt y c e ,  z a s t os ow a n a  m e t od a  oka z a ł a  s ię  
p r z y d a t n a  w  r oz d z ie l a n iu j e d n o or a z  d w ukie r un kow y m ,  z ł oż on y c h  
m ie s z a n in  s t e r y d ó w ,  s ub s t a n c j i w c h od z ąc y c h  w  s kł a d  e ks t r a kt ó w  
z ioł ow y c h ,  b a r w n ikó w  s p ir ul in y  or a z  c z ąs t e c z e k f ul e r e n ó w  
C 6 0 / C 7 0 .  
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