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W pracy opisano wykorzystanie barwy rozdzielanych substancji w analizie chemicznej, wykonywanej metoda

chromatografii cienkowarstwowej TLC. Analiza substancji metoda TLC jest stosunkowo prosta i nie wymaga

skomplikowanej aparatury, natomiast jej staba strona jest detekcja i identyfikacja rozdzielonych substancji.

W zwigzku z powyzszym autorzy pracy zwrdcili szczegdlng uwage na metody detekcji substancji na ptytkach

chromatograficznych, zwtaszcza na réznego rodzaju reakcje z rozdzielonymi, bezbarwnymi substancjami, kté-

re zaré6wno umozliwiaja ich wykrycie, jak i mozliwos¢ identyfikacji (analize jakosciowa) na podstawie ich cha-

rakterystycznej barwy. Z drugiej strony intensywnos$c¢ zabarwienia otrzymanych pasm chromatograficznych

na plytkach TLC maja bezposredni zwigzek z czutoscig i oznaczalnoscia tych substancji, gdyz im bardziej in-

tensywngq barwe posiada plamka rozdzielanej substancji, tym intensywnej absorbuje kwanty promieniowania

UV-VIS a tym samym umozliwia detekcje tych sktadnikéw na nizszym poziomie stezen.

Metody wizualizacji pasm
chromatograficznych w TLC
Analizujac skfad réznych mie-
szanin substancji za pomoca
chromatografii
stwowej nalezy uwzgledni¢
nastepujace elementy:

- przygotowanie prébki do
analizy TLG;

- naniesienie badanej mie-
szaniny na ptytke chromato-
graficzna;
- dobor
graficznego;\rozwijanie chro-
matografu;\detekcja badanej
substancji na ptytce;

- analiza wynikéw (iloscio-
wa i jakosciowa interpretacja

cienkowar-

uktadu chromato-

chromatogramu).

Istotng czescig analizy TLC
jest ilosciowa i jakosciowa in-
terpretacja chromatogramu.
Bardzo czesto zaktada sie, ze
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substancje majgce ten sam
wspotczynnik opdznienia R
(wielko$¢  charakterystyczna
dla danej substancji) sg iden-
tyczne. Jest to jednak nie do
konca poprawne stwierdze-
nie. Uproszczenie to stosu-
je sie wtedy, gdy mamy do
substancjami
wzorcowymi. W takiej sytu-
acji wspotczynnik opdznienia
sugeruje nam identyfikowany

czynienia z

zwigzek, lecz nie daje 100%
pewnosci identycznosci obu
substancji. Wykonujac analize
chromatograficzng w réznych
uktadach (zmieniajac faze ru-
choma i nieruchoma) zwiek-
sza sie prawdopodobienstwo
identyfikacji. Substancje
mozna uzna¢ za identyczne
jesli wartosci ich wspotczynni-
koéw opdznienia Ry w réznych
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warunkach sa takie same.
Na tej zasadzie przeprowadza
sie analize jakosciowa chro-
matogramu. [1,2].

Inng mozliwoscia identyfikacji
substancji moze by¢ wykorzy-
stanie ich charakterystycznej
barwy. Jedli badana substan-
Cja po naniesieniu na warstwe
chromatograficzng tworzy
barwne plamki proces iden-
tyfikacji nie stwarza wieksze-
go problemu, sama charak-
terystyczna barwa substancji
moze by¢ wykorzystania do
analizy jakosciowej badanych
skfadnikéw. Do substancji
barwnych, ktére nie wyma-
gaja wywotywania na ptytce
nalezag m.in. sole metali ciez-
kich, naturalne i syntetyczne
barwniki, nitrofenole. Sytu-
acja zmienia sie, gdy sktadniki

mieszaniny nie dajg na ptytce
widocznych plamek wéwczas
przeprowadza sie ich wizu-
alizacje (wywotywanie chro-
matograméw).  Wizualizacja
ma na celu uwidocznienie
bezbarwnych plamek, ktére
powstaty po rozwinieciu chro-
matogramu.

Mozna
proces wizualizacji do selek-
tywnego przeprowadzania

wykorzysta¢  sam

identyfikowanej
w posta¢ barwna, poprzez
wykorzystanie odpowiedniej

substancji

reakcji, zachodzacej w miare
selektywnie z oznaczanym
sktadnikiem i dajaca charakte-
rystyczna barwe powstajace-
go pofaczenia z odczynnikiem
wizualizujgcym.

Chcac poddac analizie sktad-
niki badanej prébki, rozwinie-



ty i wysuszony chromatogram
spryskuje sie odczynnikami
wywotujacymi. [1-5]: Wyko-
rzystuje sie tu rézne procesy
wizualizacji:

- metody chemiczne;

- metody fizyczne;

- metody biologiczno - fizjo-
logiczne;

- metody ciektokrystaliczne.

Wizualizacja chemiczna
Wywotywanie chromatogra-
mow metodg chemiczng po-
lega na zwilzaniu rozwinietej
ptytki réznego rodzaju od-
czynnikami chemicznymi. Od-
czynniki wystepujace w po-
staci roztworow lub aerozoléw
reaguja ze sktadnikami bada-
nej mieszaniny tworzac barw-
ne produkty reakcji. Po spry-
skaniu ptytki odpowiednim
roztworem za pomocga rozpy-
laczy wizualizowane produkty
reakcji moga pojawi¢ sie od
razu lub po pewnym czasie.
Czesto ptytke dodatkowo sie
ogrza¢ w celu uzyskania ocze-
kiwanego efektu.

Do wizualizacji stosuje sie takze
specjalne komory chromato-
graficzne, w ktérych umieszcza
sie odpowiednio przygotowa-
na ptytke z naniesiong miesza-
ning. Te szczelne urzadzenia
wypehione sg odczynnikami
chemicznymi w postaci gazo-
wej. Sa to najczesciej pary jodu
bromu lub amoniaku.

Ptytke
mozna réwniez bezposrednio
zanurzy¢ w odpowiednim od-

chromatograficzna

czynniku wywotujacym. Me-
toda ta ma dwie podstawowe
zalety: pozwala na réwno-
mierne dziatanie odczynnika
oraz nie ma mozliwosci rozpy-
lenia toksycznych zwigzkow
pochodzacych od substancji
wizualizujacej [1-4,6,23].

Niektére odczynniki wywo-
tujgce dziatajg destrukcyjnie
(niszczaco) na powstate plam-
ki. W ten sposéb dziatajg m.in.
substancje utleniajace np.
stezony kwas siarkowy (VI). Po
spryskani ptytki tym odczyn-
nikiem i ogrzaniu nastepuje
zweglenie analitu. Metoda ta
jest dosc¢ drastyczna i nie nale-
zy jej stosowac w przypadku,
gdy chcemy przeprowadzic¢
dalszg analize.
Przykladem metod
strukcyjnych jest umieszcze-
nie ptytki chromatograficznej
w atmosferze par jodu. W ten
klasyczny sposéb mozna wy-
wotywac zwigzki organiczne
np. pyretroidy - naturalne
i syntetyczne srodki ochrony
roslin, nalezace do trzeciej ge-
neracji insektycydow [5].

niede-

Podziat chemicznych odczyn-
nikéw wizualizujacych
Podziat odczynnikéw uzywa-
nych do wizualizacji chemicznej
przedstawia sie nastepujaco:

— uniwersalne;
- grupowe;

- specyficzne.
Odczynniki
wchodza w reakcje z licznymi

uniwersalne

substancjami nalezacymi do
ré6znych grup i klas zwiazkow
chemicznych. Przyktadem
tego typu substancji jest od-
czynnik Dragendorffa o wzo-
rze K[BiJ,]. Odczynnik ten stu-
zy do wizualizacji alkaloidéw
oraz wielu innych zwiazkéw
wykazujacych charakter za-
sadowy. Na chromatogramie
obserwuje sie wéwczas plam-
ki na jasnozéttym tle. Odczyn-
nik ten wywotuje takze na
plytce witamine B; w postaci
fioletowej plamki [1,6,7].

Do
salnych zalicza sie tez roz-

odczynnikéw  uniwer-

Rys. 3. Bfekit brylantowo - krezolowy

twér  nadmanganianu
tasu w
siarkowym lub w wodoro-
tlenku sodu. Nadmanganian
potasu utlenia wiele substan-
¢ji, a efektem tego utleniania

jest pojawienie sie na ptytce

po-
stezonym kwasie

brazowych plamek na fioleto-
wym tle [1].

Plamki o zottym lub brazo-
wym zabarwieniu powstaja
na skutek dziatania na zwia-

zek parami jodu lub ewen-
tualnie jego
roztworem. Metoda ta jest
bardzo szybka i ekonomicz-
na. Pary jodu umozliwiaja de-
tekcje kwaséw ttuszczowych,
estrow kwasoéw ttuszczowych,
antybioty-
kow, detergentéw, a takze juz
wczesniej wspomnianych py-

alkoholowym

antyoksydantow,

retriodéw. Pyretroidy sg insek-
tycydami, ktére po rozwinie-
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ciu w odpowiednim uktadzie
chromatograficznym, umiesz-
czeniu w komorze z parami
jodu, usunieciu nadmiaru
jodu i spryskaniu roztworem
o - toluidyny powoduja po-
wstanie na ptytce chromato-
graficznej ciemnoniebieskich
plam na biatym tle [1,5].

Czesto stosowanymi odczyn-
nikami wizualizujgcymi mo-
nohydroksylowe fenole sa [8]:

- btekit bromotymolowy
(Rys. 1)

- zielen bromokrezolowa
(Rys. 2)

- btekit brylantowo - krezolo-
wy (Rys. 3).

Zaréwno bfekit bromotymolo-
wy, zieleh bromokrezolowa jak
i btekit brylantowo-krezolowy,
bedacy jednoczesnie wskaz-
nikiem
bardzo dobrze identyfikuja
fenole monohydroksylowe.
Nalezy zauwazy¢, ze detekcja
poszczegdlnych zwigzkéw
nie zalezy tylko od sposobu
wizualizacji, ale tez od fazy
stacjonarnej, pokrywajacej
ptytke TLC. W przypadku mo-
nohydroksylowych fenoli naj-
korzystniejsza faza stata okazat
sie zel krzemionkowy [8].
Zwiazki, ktére w swojej bu-
dowie zawieraja atomy azotu
(alkaloidy, ketostereoidy, tiole,
IV-rzedowe zwigzki amonu,
witaminy Ds, K, i B;) bardzo
skutecznie sg wywotywane za
pomoca jodoplatynianu [6].
Terpeny we fragmentach ro-
$lin wykrywa sie za pomoca

redoksometrycznym

aldehydu anyzowego:
- Aldehyd anyzowy
o] H

OCH,
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W wyniku dziatania tego uni-
wersalnego odczynnika na ptyt-
ce pojawiaja sie czerwone strefy
chromatograficzne [5,6,8].
Odczynniki specyficzne re-
aguja wyfacznie z jednym lub
kilkoma zwigzkami chemicz-
nymi, natomiast odczynniki
grupowe z jakas okreslona
grupa zwigzkéw. Do specy-
ficznych odczynnikéw nalezy
m.in. ninhydryna:

- Ninhydryna

Zwiazek ten, a doktadnie jego
alkoholowy roztwér stuzy do
chromatogra-
moéw gtéwnie aminokwasow.
Poniewaz aminokwasy sta-
nowig grupe zwiazkéw, nin-

wywotywania

hydryne mozna zaliczy¢ do
specyficznych odczynnikéw
grupowych, wizualizujacych
réwniez aminy alifatyczne,
aminocukry, peptydy (linio-
we), a takze biatka. Na chro-
matogramie obserwuje sie
woéwczas zéttobrazowe, prze-
chodzace w fioletowo-rézowe
strefy, ktére bardzo szybko
zanikaja. Ninhydryna stuzy
takze do identyfikacji antybio-
tykow: amoksycyliny, cefalek-
syny, ampicyliny, kloksacyliny,
gentamycyny i ko-trymoksa-
zolu [10-13].

Kolejnym przyktadem tego
typu substancji jest 2,4 — dini-
trofenylohydrazyna:

- 2,4-dinitrofenylohydrazyna

NH
HNT 2

NO,

NO,

W srodowisku kwasnym zwia-
zek ten daje specyficzne reak-
cje, majace na celu wizualiza-
cje aldehydoéw, ketonéw oraz
weglowodandéw. Po uzyciu
tego odczynnika i wygrza-
niu ptytki w odpowiedniej
temperaturze, powstajg zbtte
(ewentualnie pomaranczowo-
z6tte) hydrazony lub osazony
(w przypadku weglowoda-
noéw) [6].

W literaturze opisano wiele
prac, w ktorych przedstawiono
konkretne zwiazki i sposoby
ich detekcji. Pyka i wspotpra-
cownicy [12] wprowadzili 18
nowych odczynnikéw wizu-
alizujgcych sktadniki olejkdw
eterycznych. Do sktadnikow
tych nalezaty takie zwiazki jak:
aldehydy, ketony, alifatycz-
ne i monocykliczne alkohole,
weglowodory,
etery. Dotychczas powyzsze

fenole oraz

substancje byty wywotywane
5% roztworem dichromianu
potasu w 40% kwasie siarko-
wym, 1% roztworem wani-
liny, 5% kwasem azotowym
w stezonym kwasie siarkowy-
m(VI), parami jodu lub bromu,
chlorku antymonu(lll), chlorku
antymonu(V),
a takze odczynnikiem Emer-
sona. Pyka i wspétpracownicy
[12] zaproponowali, aby oma-
wiane
m.in. za pomocg 0,1% kwasu
solnego lub jego mieszaniny

fluoresceiny,

zwigzki wywotywac

z 1% Ni(NO3),, nasyconym
roztworem  chlorowodorku
4-aminodifenyloaminy, 2%
CuSO,. Nowy system wizu-
alizujgcy zostat poréwnany
z detekcjg tych zwigzkéw za
pomoca klasycznych metod,
stosujac pary jodu i uniwer-
salny odczynnik wywotujacy
- 5% roztworu K,Cr,0, w 40%

H,SO,. Omawiane badania

dotyczyly analizy jakosciowej,
ktéra opierata sie na poréw-
naniu wspoétczynnikéw opoz-
nienia R; i barw powstatych
plamek [12].

Reakcje chemiczne wyko-
rzystywane do wizualizacji
Jest wiele reakcji chemicz-
nych, ktorych efektem s3
barwne produkty. Z tego tez
powodu s3g one uzyteczne do
wizualizacji chemicznej. Do
takich reakgji zalicza sie:

- reakcje utleniania i redukgji
- reakcje spalania;

- reakcje kompleksowania;

- reakcje nitrowania;

- reakcje diazowania.
Reakcje utleniania i redukgji
s3 hajczesciej
mi reakcjami do wizualizacji

stosowany-

chemicznej.
wspomniany jako odczynnik
uniwersalny roztwdr nadman-

Juz  wczesniej

ganianu potasu w stezonym
kwasie  siarkowym(VI) lub
wodorotlenku sodu utlenia
liczne substancje chemiczne.
Dzieki temu na chromatogra-
mie obserwuje sie brazowe
plamki na fioletowym tle [1,2].
Podobne wiasciwosci wyka-
zuje 5% roztworu K,Cr,0,
w 40% H,SO,, ktéry rowniez
utlenia wiele substancji. Od-
czynnik ten stuzy m.in. do wy-
krywania antybiotykéw: ery-
tromycyny, streptomycyny,
tetracykliny oraz doksycykli-
ny. Zastosowaniem chroma-
tografii cienkowarstwowej do
badania antybiotykéw zajmo-
wali sie Husain i jego wspot-
pracownicy [9]. Jako eluent
zastosowali

oni mieszanine

trichlorometanu, metanolu
i amoniaku w stosunku 1:1:1,
za$ faza stacjonarng byt krze-
mian tytanu(VI) —nieorganicz-

ny wymieniacz jonowy.



Amoniakalny roztwoér azotanu

srebra to staby utleniacz re-
agujacy z reduktorami, gtow-
nie zwigzkami siarki i fenolu
tworzacy na plytce plamki
w kolorach od pomaraniczo-
wego do czarnego.
Omawiajac reakcje utlenia-
nia stosowane do detekcji
poszczegdlnych substancji
nalezy wspomnie¢ o od-
czynniku Emersona, ktory
identyfikuje aryloaminy, fe-
nole, etery, aldehydy, ketony,
weglowodory i wiele innych
zwigzkow.

Do utleniaczy zalicza sie tez
chloro-o-toluidyna wywotu-
jaca witaminy B, B,, Bg Chlo-
ro-o-toluidyne
réwniez do wykrywania pozo-
statosci srodkéw owadoboj-
czych w pszenicy [5,6].

stosowano

Oprécz  reakcji utlenienia
w TLC s3 stosowane reakcje
redukgji. Do tych reakgji szcze-
golnie uzyteczny jest kwas fos-
foromolibdenowy,
zualizuje lipidy, fosfolipidy oraz
niektore stereoidy. Kwasy orga-
niczne natomiast zawierajace
witamine C s3 wywotywane
przez odczynnik Tillman'a [1,2].
W miesie drobiowym wyste-
puja takie zwiazki jak nitroimi-
dazole. Jednym ze sposobow
ich identyfikacji jest redukcja
grup nitrowych za pomoca
fluoropochodnej fluorescami-
ny [15].

Omawiajac reakcje utleniania
i redukcji nalezy takze wspo-

ktory wi-

mnie¢ o reakcjach spalania.
Najbardziej popularng sub-
stancja zweglajacg sg pary
stezonego kwasu siarkowego-

(V1). Jest to bardzo drastyczny
sposob detekcji, gdyz stosu-
jac ten odczynnik niszczy sie
chromatogram. Nastepuje
zweglenie analitu co unie-
mozliwia dalszg analize. Meto-
da ta charakteryzuje sie mata
czutoscia. Nalezy pamietac, ze
pary stezonego kwasu siarko-
wego sg szkodliwe dla zdro-
wia [1,2,12].

Kolejna grupa reakcji przy-
datnych w wizualizacji che-

micznej s3 reakcje kom-

pleksowania. Znaczna ilos¢
komplekséw metali przej-

sciowych jest barwna. Fakt
ten zwiazany jest z pochtania-
niem S$wiatta w zakresie wi-
dzialnym przez te substancje.
Pochtaniane swiatto ma cze-
stos¢ odpowiadajacy réznicy
poziomow energetycznych

elektronu, ktéry bierze udziat
W przejsciu ze stanu podsta-
wowego do wzbudzonego.
Kolorowe zwigzki komplek-
sowe bardzo chetnie tworza
jony miedzi(ll) z kwasami kar-

boksylowymi zawierajgcymi
kwas tioglikolowy i kwas di-
tioglikolowy.

Jony te sg réwniez stosowane
do detekgji biatek (reakcja biu-
retowa). W reakcji biatka z wo-
dorotlenkiem miedzi(ll), ktéry
powstat z NaOH i CuSO,, po-
wstaje zwigzek kompleksowy
o barwie rézowo-fioletowej.
Metoda ta jest charakterystycz-
na dla zwigzkéw zawierajacych
wigzanie peptydowe [6,16].

Do wywotywania wiekszosci
kwasoéw uzywa sie 5-hydratu
siarczanu miedzi(ll). Na ptyt-

kach chromatograficznych
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obserwuje sie woéwczas nie-
bieskie plamki na btekitnym
tle [6].

Reakcje nitrowania sg przy-

datne do wizualizacji wiek-
zwigzkéw organicz-
nych. Nitrowanie przebiega
najczesciej z uzyciem par ste-
zonego kwasu azotowego(V).
Wygrzang w odpowiedniej

SZOSCi

temperaturze ptytke z roz-
winietym chromatogramem
umieszcza sie w szczelnej
komorze nasyconej parami
tego kwasu. Na chromato-
gramie pojawiajg sie zotte lub
bragzowe plamki. Dalszg de-
tekcje prowadzi sie w Swietle
UV. Niektore zwigzki takie jak
cukry, testosteron czy efedry-
na po wczesniejszym wzbu-
dzeniu przez dtugofalowe
promieniowanie UV po nitro-
waniu fluoryzuja na zétto lub
niebiesko [6].

Dziatajagc stezonym kwasem
azotowym(V) na roztwér biat-
ka zachodzi nitrowanie pier-
scieni aromatycznych obec-
nych w niektérych resztach
biatkowych.
Biatko w tej reakcji powszech-
nie znanej jako reakcja ksan-
toproteinowa barwi sie na

aminokwasow

z6tto. Intensywnos¢ zabarwie-
nia zwieksza sie po dodaniu
zasady sodowej. Za pomoca
reakcji ksantoproteinowej wy-
krywa sie biatka [10,16].

Ze wzgledu na to, ze barwniki
azowe sg bardzo silnie zabar-

reakcje diazowania
znalazly zastosowanie w wi-

wione,

zualizacji chemicznej. Na tych
reakcjach opiera sie dziatanie
odczynnika Brattona-Mar-
shalla i odczynnika Pauly’sa.
Za pomocg odczynnika Brat-
tona-Marszala identyfikuje
sie aminy aromatyczne, mocz-
nik, sulfonamidy, srodki owa-

20

dobojcze. Zas do wywotywa-

nia kwaséw karboksylowych,
fenoli, amin, pochodnych imi-
dazolu uzywa sie odczynnika
Pauly’sa. Zaleta tej metody
jest dtugotrwate utrzymywa-
nie sie barw na chromatogra-
mie [6].

Wspomniane barwniki azowe
mogg by¢ otrzymywane z fe-
noli przez reakcje z kwasem
sulfanilowym w obecnosci
azotanu (Ill) sodu oraz z amin
aromatycznych
ki redukuje sie do aryloamin,
nitruje azotanem (lll) sodu -
zwigzki te w pofaczeniu z feno-
lami dajg azobarwniki) [6,16].

(nitrozwiagz-

Reakcje indukowane
Specyficznym rodzajem reak-
¢ji wykorzystywanych w TLC
do detekcji poszczegdlnych
zwigzkéw chemicznych jest
reakcja indukowana jodo-
azydkowa, ktéra przedstawia
réwnanie:

Kazimierczak i wspotpracow-
nicy [17] zastosowali powyz-
sza reakcje do identyfikacji
aminokwaséw, w sktad, kté-
rych wchodzity atomy siarki.
W ten sposéb przeprowa-
dzano detekcje metioniny,
cysteiny, cystyny oraz wy-
branych niebiatkowych
aminokwaséw. Metoda pole-
gatfanaspryskaniu ptytkichro-
matograficznej
azydku sodu i skrobi, nastep-
nie umieszczeniu jej w komo-
rze jodowej. Na chromatogra-
mie widoczne byly woéwczas

roztworem

biate plamki na niebiesko-
-fioletowym tle. Okazato sie,
ze cystyna i cysteina moga
tatwo indukowa¢ omawiana
reakcje w przeciwienstwie
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do pozostatych aminokwa-
séw i grup amin biogennych,
ktoére tej zdolnosci nie posia-
daja. Zwigzki te niebedace
induktorami jodo-
azydkowej przeprowadza
sie w pochodne (spetniajace
warunki induktora) podczas
derywatyzacji. Odczynnikiem
uzywanym do tego procesu

reakgji

jest fenyloizotiocyjanian re-
agujacy z grupa aminowa.
Otrzymane pochodne feny-
lotiokarbamylowe moga
spetnia¢  role induktorow.
Niestety granica wykrywalno-
sci badanych zwiazkéw jest
duzo nizsza w poréwnaniu do
konwencjonalnych metod wi-
zualizacji stosowanych w TLC
[17-21].

Do niedawna twierdzono, ze
induktorami
akcji moga by¢ tylko zwiazki,
w sktad ktorych wchodzi atom
siarki.
udowodnity, ze nie tylko takie
zwigzki indukujg reakcje jodo-

omawianej re-

Badania naukowcow

-azydkowa. Induktorami reak-
¢ji moga by¢ takze pochodne
fosforoorganiczne. [20,21]

Wizualizacja fizyczna
Oprocz chemicznych metod
detekcji w TLC stosuje sie
réwniez wizualizacje fizyczna.
Dzieki temu, Ze jest to metoda
niedestrukcyjna badang préb-
ke mozna zachowac do dalszej
analizy. W wizualizacji fizycz-
nej wykorzystuje sie gtéwnie
fosforescencyjne, fluorescen-
cyjne oraz absorpcyjne wia-
$ciwosci badanych zwiazkéw,
w stosunku do promieniowa-
elektromagnetycznego.
W analizach srodowiskowych
najczesciej stosowanymi me-
todami fizycznymi sa [1-4]:

- metody optyczne;

- metody radiometryczne.

nia

Metody optyczne

Metody optyczne dotycza
oddziatywan analitu ze $wia-
ttem. Do tego rodzaju metod
zalicza sie:

- fluorescencje;

- fosforescencje;

- fotometrie absorpcyjna.
Jednym z najbardziej rozpo-
wszechnionych sposobéw de-
tekcji jest detekcja UV, w kto-
rej stosuje sie lampy emitujace
to promieniowanie. Lampy
nadfioletowe moga wysytac
$wiatto nadfioletowe krétko-
falowe (254 nm) lub dtugofa-
lowe (366 nm). Niektore plytki
chromatograficzne pokrywa
sie warstwa sorbentu impre-
gnowanego fluoresceing -
czynnikiem fluoryzujacym.
W takim przypadku cata ptyt-
ka fluoryzuje pod wptywem
promieniowania o okreslonej
dtugosci fali. Na chromato-
gramie pojawiajg sie wtedy
ciemne plamki pochodzace
od substangji, ktére wygasza-
ja fluorescencje lub emituja
Swiatto innej dtugosci fali niz
czynnik fluoryzujacy.

Jesli ptytka nie zawiera wskaz-
nika fluoryzujacego oznaczo-
symbolem
(Fy54) ewentualnie (Fys4,366)
wtedy stosujagc lampy UV
mozna prowadzi¢ identyfi-
kacje zwiazkdéw, ktére flu-
oryzuja pod wptywem tego
Fluore-

nego zazwyczaj

promieniowania.
scencje mozna wzbudzi¢ lub
zwiekszy¢ jej intensywnos¢
spryskujac ptytke odpowied-
nim odczynnikiem. Wykry-
mieszaniny
odczynnikiem,
a produktami reakgji sg sub-
stancje wykazujace zdolnos$¢
fluorescenciji.

wane skfadniki
reaguja z

Chcac rozdzieli¢ promienio-
tworcze izotopy trzeba plytke



chromatograficzng wizualizo-

wac za pomoca btony swiatto-
czutej, ktérag mozna zastoso-
wac do wszystkich rodzajéw
adsorbentéw. Metoda pole-
ga na przykfadaniu btony do
ptytki i wywotaniu jej po od-
powiednim czasie ekspozycji.
W taki sposob otrzymuje sie
odwzorowanie chromatogra-
mu [1,2,4,6,23,24].

Sherma [23] przedstawit
W swojej pracy sposoby wizu-
alizacji kilku grup zwiazkéw.
Po naswietleniu ptytki lampa
UV mozna zidentyfikowac nie-
ktére alkaloidy, pestycydy czy
flawonoidy. Zawarte w drobiu
nitroimidazole wizualizuje sie
spryskujac ptytke pirydyna
i umieszczajac ja w Swietle
nadfioletowym o dtugosci
fali 366 nm. Uzywajac Swiatta
0 tym samym natezeniu pro-
wadzi sie réwniez detekcje
nitrofuranéw wystepujacych
W miesie wieprzowym i wo-
fowym. Na chromatogramie
pojawiajg sie woéwczas zobite
plamki na purpurowym tle.
W wotowinie i wieprzowinie
obecne sa tez chloramfeniko-
le i sulfonamidy. Po odparo-
waniu nadmiaru pirydyny sg
one wywotywane za pomoca
fluorescaminy. Na ptytce moz-
na zaobserwowac powstawa-
nie zéttych plamek na fioleto-
wym tle [6,7,23].

Hydrofilowe witaminy moga
by¢ takze wizualizowane me-
todami fizycznymi. Witamine
B, (ryboflawine) obserwuje
sie w Swietle widzialnym jako
z06ttg zas B, (kobalamine) jako
ré6zowa plamke. Gaszac fluore-
scencji w $wietle UV o dtugo-
$ci 254 nm mozna prowadzic¢
detekcje:

- witaminy B, - detekcja z wy-
korzystaniem tiaminy;

- witaminy B; - detekcja z wy-
korzystaniem niacyny;

- witaminy B - detekcja z wy-
korzystaniem pirydoksyny;

- witaminy B, - detekcja z wy-
korzystaniem kobalaminy;

- kwasu foliowego.
Powyzsze uwi-
daczniaja sie przy tej dtugo-
$ci fali jako ciemne plamy
na chromatogramie.
dtugos¢ swiatta UV zwiekszy
sie do 366 nm to nastepuje
wzbudzenie fluorescencji wi-
tamin B,, B,, B4 czego efek-
tem s3 odpowiednio, niebie-
skie, zotte i ciemnoniebieskie
plamki [6,7].

substancje

Jesli

Metody radiometryczne

Do metod fizycznych oprécz
fotometrii absorpcyjnej, flu-
orescencji i fosforescencji
(metody optyczne) zalicza sie
tez metody radiometryczne,
stosowane w przypadku sub-
stancji znakowanych izotopa-
mi promieniotwdrczymi. Ko-
udelkova’ i wspdtpracownicy
[22] zastosowali te metode
do oznaczania radiochemicz-
nej produkgji radionuklidéw.
Przeprowadzane
miaty na celu kontrolowanie
radiochemicznej czystosci
radiofarmaceutykéow. W me-
todach
bardzo czesto wykorzystywa-
no radionuklidy stosowane
przede wszystkim jako wskaz-

badania

radiometrycznych

niki w badaniach farmaceu-
tycznych, biologicznych oraz
w technologii
[22,27].

genetycznej

Metody biologiczno-fizjolo-
giczne

Detekcja biologiczno-fizjo-
logiczna polega na wykorzy-
staniu aktywnosci biologicz-
nej specyficznych substandji,

ktére majg byc¢ rozdzielane.
Jedli dana substancja jest nie-
aktywna chemicznie wéwczas
nie zachodzi interferencja.
W takim przypadku wstepne
oczyszczanie probki mozna
poming¢. Granice oznaczal-
NoSCi
identyfikowanych za pomoca
wizualizacji biologiczno-fizjo-
logicznej sa czesto przyblizo-
ne do granic oznaczalnosci
z zastosowaniem klasycznych

badanych zwiazkéw

metod. Za pomoca detekgcji
biologiczno-fizjologicznej
mozna identyfikowa¢ anty-
biotyki, insektycydy, fungicy-
dy, alkaloidy, mykotoksyny,
witaminy oraz wiele innych
zwigzkow.

Wykorzystywane w tej me-
todzie mikroorganizmy prze-
prowadzaja poszczegdlne
odczynniki w ich pochodne.
Pochodne te majg intensyw-
ne zabarwienie, dzieki czemu
mozna prowadzi¢ ich detek-
cje na ptytkach chromato-
graficznych. Jednak do analiz
srodowiskowych
czesciej uzywa sie reakcji en-

znacznie

zymatycznych stuzacych do
detekgji gtéwnie pestycydow
karbaminianowych i fosforo-
organicznych [4,6,27].

Chromatografie TLC z zasto-
sowaniem reakcji enzyma-
tycznych Popiel i wspotpra-
cownicy [27] zastosowali do
wizualizacji zwigzkéw fosfo-
roorganicznych. Substratami
reakcji enzymatycznej byly
estry 4-metyloumbelliferonu.
Dzieki pomiarom fluorescen-
¢ji produktu reakcji (4-me-
tyloumbelliferonu)
byto
omawianej reakcji na ptyt-
kach chromatograficznych.
Metoda TLC z zastosowa-
niem reakcji enzymatycznych

mozna
rejestrowac przebieg
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polegata na dociskaniu do
ptytki bibuty nasaczonej od-
powiednim roztworem. Na
tej podstawie eliminowano
ze srodowiska reakcji roz-
puszczalniki organiczne po-
wodujgce rozpuszczanie sie
estrow 4-metyloumbellifero-
nu. Za pomoca tego rodza-
ju detekcji oznaczono sarin,
soman oraz tabun - silnie
toksyczne substancje fosfo-
roorganiczne, ktére uzywano
jako gazy bojowe. Wykorzy-
stywana metoda jest bardzo
czufa w stosunku do tych
zwiagzkow [27].

Metody ciektokrystaliczne
W ciektokrystalicznej
todzie wizualizacji chroma-
tograméw wykorzystuje sie
specjalna, porowata, nieprze-
zroczysta folie nasycong cie-
ktym krysztatem. Jesli umiesci
sie ja w Swietle spolaryzo-
wanym woOwczas przyjmuje
ona jednolitg barwe na catej
swojej powierzchni. Detekcja
danej substancji z zastoso-
waniem omawianej metody

me-

polega na tym, ze rozwinie-
ta ptytke chromatograficzng
dociska sie do nasyconej cie-
ktym krysztatem folii. W taki
sposéb substancje znajduja-
ce sie na ptytce w postaci pla-
mek przechodza do ciektego
krysztatu, ktérego struktura
przeksztatca sie w ciecz izo-
tropowa. Na folii zas w Swietle
spolaryzowanym mozna za-
obserwowac réznigce sie od
tta kolorowe plamki identyfi-
kowanych substancji, ktore sa
jednoczesnie odbiciem chro-
matogramu znajdujacego sie
na ptytce. Metode ciektokry-
staliczng mozna wykorzysty-
waé do wszystkich rodzajéw
sorbentéw [1,25,27,29].
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Podsumowanie
Chromatografia cienko-
warstwowa jest stosunkowo
prosta metoda rozdzielania
i oznaczania wielu, czesto
skomplikowanych miesza-
nin substancji organicznych
i biologicznych. Staboscia tej
techniki byty metody wizu-
alizacji i identyfikacji rozdzie-
lanych substancji, ale dzieki
opracowaniu wielu nowych
metod wywotywania barwy
rozdzielanych sktadnikéw ule-
gta poprawie zaréwno czutos$c
i selektywnos$¢ metody jak
i uproscita sie identyfikacja
rozdzielonych sktadnikéw.
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