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Chromatografia cienkowarstwowa (ang.Thin Layer Chromatography, TLC)

Chromatografia jest jednz gltdwnych technik separacyjnych stosowanych pzedszystkim
w analityce zwizkdw chemicznych. Chromatografia jest oparta naegyie dwoch niemieszajych sé
faz: fazy stacjonarnej (nieruchomej) oraz fazy nmbj, ktéra porusza esiwzdiwz fazy stacjonarnej.
Prébka jest wprowadzana do kolumny w postagskiego pasma, co znaczye ma niewielly objetos¢.
Sktadniki probki § separowane dgki temu, & w rézny sposéb dzigl sic pomiedzy obie fazy i tym
samym przemieszczane przez faz ruchomy z r&ng predkoicia. Sktadniki probki, ktore wykazgi
wicksze powinowactwo do fazy ruchomej poruszsig znacznie szybciej nisktadniki, ktére wykazuj
wigksze powinowactwo do fazy stacjonarnej, i tym sanmgmpierwsze wczmiej opuszczaj ukiad
chromatograficzny. Tak wt separacja sktadnikdw prébki jest spowodowananydi szybkdciami

migracji poszczegolnych sktadnikdéw probki w uktaelzhromatograficznym.

Chromatografia cieczowa jest rodzajem chromatognafiktorej faz ruchom jest ciecz, natomiast
faza stacjonarg jest ciato stale lub ciecz osadzona nénitau.

Chromatogratj cieczows mozemy podziek na:

» chromatogratf kolumnows,

» chromatograftj planarn.

Chromatografia planarna jest rodzajem chromatdgcadiczowej, w ktérej faza stacjonarna tworzy
ptaszczyzn. Mozna g wykonywa dwoma sposobami: na bibule lub na cienkich warsitm&orbentow
osadzonych na podto w postaci ptytek lub folii. Chociaogo6lne zasady chromatografowania na cienkich
warstwach (chromatografia cienkowarstwowa, TLC) a bibutach (chromatografia bibutowal s
identyczne, to jednak TLC ma przewagynikajaca z:

* mozliwosci uzycia wigkszej ilcsci roznorodnych sorbentéw, ktore malepsze wiéciwosci niz

celuloza, z ktorej wykonane bibuty;

e czas rozwijania chromatogramow jest zwykle krétszy;

» rozdzielczd¢ i wykrywalnas¢ chromatografowanych substancii jest lepsza;

» adsorbentysbardziej odporne na odczynniki do wywotywania chadbogramow.

Przebieg analizy chromatograficznej w obu wariamiegttromatografii planarnej obejmuje remtjace
etapy:

* naniesienie probki na fazstacjonary;

* rozwiniccie chromatogramu;

* wizualizacg chromatogramu;

» oznaczenie jakmiowe i ilosciowe skladnikéw probki.



Termin chromatografia cienkowarstwowa oznacza gateomatograficzny prowadzony na cienkiej
warstwie fazy stacjonarnej naniesionej na pgelita pltytek szklanych lub folii aluminiowych czy
polimerowych (Rys. 1.). Konieczne jest dostosowatiie indywidualnych analiz odpowiedniej fazy
stacjonarnej i ruchomej, sposobu wizualizacji agjestracji chromatograméw.

W wielu technikach chromatograficznych wykorzystsigdwa zjawiska: podziatu substancjietikzy
dwie r&@ne fazy ciekle — obowkuje tu prawo podziatu Nernsta i adsorpcji subgtare nagniku, czyli
fazie stacjonarnej. Technika chromatografii cienamstwowej §czy w sobie te dwa zjawiska, poniewa
polega na poruszaniugssubstancji chromatografowanych zmg predkoscig wraz z ciekd fazg ruchomy
przez cienk warstwe statego adsorbenta naniesionego na plyflowarzysz temu procesy adsorpcji
i desorpcji oraz podziat milzy ciekh faza organiczg i woda, ktéra w niewielkich iléciach znajduje si
na naéniku. Tak wic warunki procesuastrudne do jednoznacznej definicji i kontroli ekspraentalnej.
Zwiazane jest to m.in. z obedfuly par rozpuszczalnika i ich kontaktem z watkgti@zy stacjonarnej.
Poniewa skfad par mge ulegé zmianie w kolejnych eksperymentach (jest zayeod obgtosci komory
chromatograficznej, stanu nasycenia komory g pavzpuszczalnikow przed rozpeciem procesu

rozwijania oraz od temperatury) szczegolniezneajest zachowanie powtarzalnych warunkow rozwgani

chromatogramu.
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Rys. 1.Chromatografia cienkowarstwowa. Ptytka przygotoaveo rozdziatu z naniesionymi
plamkami badanych prébek (po lewej), ptytka po wydoiu rozdziatu (po prawej)

Préble nanosi sj na piytle TLC z postaci roztworu o bardzo malej gibgci, tworzzc mah plamie
w punkcie startowym (Rys. 1.). Proces chromatografi przeprowadza esiw odpowiednich komorach
chromatograficznych (Rys. 2.). Plytki umieszcza \wi komorze chromatograficznej, w ktérej na dnie
znajduje s} faza ruchoma. W wyniku dziatania sit kapilarnyetzd ruchoma wdruje w goe plytki. Jest
to proces rozwijania chromatogrammetoda wstepujaca. Proces separacji skladnikéw prébki
naniesionej na ptytke TLC nazywamy rozwijaniem. Oddziatywanie substancji znajdaych se
w probce z adsorbentem oraz z porugzan sk rozpuszczalnikiem powoduje rozdzielenie; si
sktadnikéw prébki na ptytce i poszczegdélne skladmikorza oddzielne plamkiPlami rozdzielanych
sktadnikow nalezy z kolei uwidoczni, czyli wywotaé. Chromatogramy wywotuje &inajczscie

odczynnikami chemicznymi, ktére twarbarwne zwizki z analitami. Cgsto oghda s¢ chromatogramy



TLC oswietlane lamp wytwarzajca promieniowanie UV, aby zobaczysubstancji wykazape
wiasciwosci  fluorescencyjne pod wplywem promieniowania UVludfescencja jest to zjawisko
emitowania przez niektére zywki chemiczne $wiatta pod wplywem nawietlania zewstrznym

promieniowaniem.

Rys. 2.Komora do chromatografii cienkowarstwowej

TLC wykorzystuje si gtéwnie do:
» okreslenia ilosci sktadnikow w mieszaninie;
» potwierdzenie lub wykluczenia obedeodanej substancji;
* monitorowania pogpu reakcji chemicznych;
» znalezienia optymalnych warunkow dla chromatogilefiumnoweyj;

» analizy frakcji uzyskanych technilchromatografii kolumnowej.

Podstawowym parametrem w chromatografii cienkowarstej, ktory okréla potazenie substancii
na chromatografie, jestspotczynnik op&nienia Rg. Jest to stosunek drogi migracji substancji (a)
do drogi przebytej przez fazuchom (b):
Re=alb

Sposbéb jego wyznaczania jest pokazany na rysunkwspotczynnik opénienia przyjmuje warkei

od 0 do 1. @ R = 0 oznacza to,ze chromatografowana substancia w danym uktadzie
chromatograficznym pozostaje na starcie, gdypyt silnie oddzialuje z faz stacjonarp i nie ma
oddziatywa z faz ruchomy. Z kolej R- = 1 swiadczy o tym,ze substancja nie oddziatuje z daz
stacjonarn i wedruje z czotem rozpuszczalnika. Optymalna wirtespotczynnika R powinna zawiera

si¢ w przedziale 0,2 — 0,8. Wowczas warunki chromatfiggzne § najbardziej stabilne. Wspotczynnik
op&nienia jest charakterystyczny dla danej substamajanych warunkach chromatograficznych izmo
stuzy¢ do jej identyfikacji. Warté¢ wspotczynnika R podobnie jak innych parametrow retencji, zgle
od rodzaju analitu, rodzaju fazy ruchomej i faacgbnarnej, a tale nasycenia komory i temperatury.
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Rys. 3 Sposob pomiaru wspotczynnika dpéenia

Jezeli dana substancja ma 4 samp wartos¢ wspotczynnika opéznienia, jaka ma wzorzec,
wyznaczory w takich samych warunkach chromatograficznych, to pawdopodobnie jest identyczne
ze wzorcem.Najczsciej analiz jakosciowa wykonuje s¢ w tensposob ze na jedn ptytke TLC nanos
si¢ badam prébke oraz obok nanosi giréwniez wzorzec. Po rozwigciu plytki sprawdza si ktora

plamka badanej probkna tak sam wartas¢ wspotczynnika opgnieniajak wzorzec

Najbardziej populam faza stacjonarna stosowan w TLC jest zel krzemionkowy— polarny
adsorbent o ogdlnym wzorze sumarycznym ,-nH,O. Jest to materiat porowaty, amorficzi
Stosowany jest jako polarna faza stacjonarna wnehtografii w normalnym ukdzie faz

W chromatografii cienkowarstwowej stosujec dakie same fazy ruchome jak w kolumno
chromatografii cieczowej. Rozpuszczalniki, ktére lBardziej polarne powodujmniejsz retencg
zwigzkow w chromatografii w normalnym uktadzie faz. €agn wigksza polarngt fazy ruchomej tyn
wartas¢ wspotczynnika opinienia analizowanego zgaku chemicznego jest mniejsza. Rozpuszcza
sklasyfikowane wedlug wzrasgapj mocy elucyjnej nazywamy szeregiem eluotropov

rozpuszczalnikow.

Szereg eluotropowy:
n-Heptan < n-Heksan €ykloheksa < Czterochlorek wgla < Eter izopropylow < Chloroform <
Chlorek metylenu <Eter metyl«-tert-butylowy < Tetrahydrofuran < Octan etylu < Trietyloamine

Acetonitryl < Dioksan <ert-Butanol <n-Butanol < Izopropanol < Etaha Metanol < Wod



Ogodlne zasady pagiowania z ptytkami TLCgnastpujace:

powierzchni ptytek nie wolno dotykagalcami;

przy ciciu ptytki nazyczkami nie wolno zniszcgywarstwy fazy stacjonarnej;

dobrze jest uswid ukruszom cz$¢ fazy stacjonarnej z brzegu, ktory byt przg¢gi za pomog
szpatutki lub delikatnie przesuvgajpalcem po kragdzi phytki;

na ptytcedelikatnie zaznaczamyniekkim otdwkiem jedynie punkt startowy i ewentualnie kni
koncowg czota fazy ruchomej za pompaiewielkiej kreski o szerokei 0,5 cm z boku ptytki.
Opis nanoszonych prébek najlepiej zafuié w zeszycie laboratoryjnym a nie na ptytce TLC.
Zniszczenie powierzchni fazy stacjonarnej poprzgzowanie na ptytce powoduje ¢bly

w analizach TLC;

aby udokumentowiawykonar analiz TLC mazna wywotan ptytke sfotografowa, zeskanowé

lub zamidcic¢ jej rysunek wykonany w skali 1:1.

Nanoszenie probki na phgKkrLC:

punkt startowy, gdzie nanosiesproble, nie powinien by za nisko na ptytce TLC, aby nie
zanurzy plamki w fazie ruchomej przy wktadaniu ptytki dorkory chromatograficznej;

im mniejsza jest objos¢ naniesionego roztworu probki tym lepiej. Przy @nal jakasciowej
nanosi s} od 0,5 do 2,Qul roztworu probki, przy okrdaniu czystéci probki - okoto 10pl
aplikowanych w niewielkich porcjach;

plamka naniesionej probki powinna dyak najmniejsza.Srednica plamki nie powinna
przekraczé 2 mm;

nalezy takze starannie wybtarozpuszczalnik do rozpuszczenia probki. Im mnejsia elucyjna
rozpuszczalnika tym lepiej, bo uzyskuje¢c gplamke o mniejszejsrednicy. Im lotniejszy
rozpuszczalnik, tym fatwiej go usah

plamke naniesionej probki naty odpowiednio wysuszy W przypadku lotnych zwzkdw
rozpuszczonych w lotnym rozpuszczalniku, pozostasgita ptytke na kilka minut w temp.
pokojowej, nie aywa sk suszarki do wtoséw. W przypadku termicznie staliin substanciji,
rozpuszczonych w chloroformie lub metanolu, plythozostawia si na 20 minut w suszarce
w temperaturze bliskiej temperatury wrzenia rozpmaknika. Tu stosowanie suszarki do wioséw

moze by¢ niewystarczajce.

Rozwijanie chromatograméw TLC:

niezledne jest odpowiednie wcg@ejsze nasycenie komory chromatograficznej opafanyi
ruchomej;

kazda ptytka ,ma prawo” do swojej wlasnej fazy ruchomg. Oznacza toze nie wolno aywa¢
komory chromatograficznej napetnionej jgdazz ruchony do rozwijania kolejnych ptytek TLC,

zwtaszcza, jdi uzywa st fazy ruchomej bdacej mieszaniag kilku rozpuszczalnikéw. Komer



nalezy napetnié swiezg fazg ruchomy przed rozwijaniem kalej ptytki. W komorach, w ktérych
plytka jest czsciowo zanurzona w fazie ruchomej, monasipi¢ zmiana sktadu fazy ruchomej
podczas chromatografowania.zék faza ruchoma jest jednoskladnikowa, to sprawsizajej
czystac¢ i ilos¢, i ewentualnie uzupetnia lub wymienia;

* najlepiej wywat swiezo przygotowanej fazy ruchomej. Przechowywane prdémi czas
roztwory fazy ruchomej magzmienia& swoj sklad i w sposéb negatywny wptyévaa wynik
analizy;

» komora chromatograficzna nie powinnacsp@d wyciagiem laboratoryjnym w trakcie rozwijania
chromatogramu. Przeplyw powietrza zmienia tempegata to wplywa na rozdzielanie
chromatograficzne;

* nie wolno takze poruszy¢ komory chromatograficznej w trakcie rozwijania chromatogramu.
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