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CHROMATOGRAFIA

Na ¢wiczeniach z TLC obowiazuje materiat zawarty w podreczniku:
R. Kocjan ,,Chemia analityczna. Podrecznik dla studentow. Analiza
instrumentalna. Tom 2”7 —

rozdz. 1.4.4 (str. 25 - 26); 14.1 — 14.2.6 (str. 348 — 399);
14.4-14.4.7.2.1 (str. 426 — 450)

Na ¢wiczeniach z HPLC obowiazuje material zawarty w podreczniku:
R. Kocjan ,,Chemia analityczna. Podrecznik dla studentéow. Analiza
instrumentalna. Tom 27 —

rozdz. 1.4.4 (str. 25 - 26); 14.1 — 14.3.10 (str. 348 — 425)

Chromatografia — (gr. chromatos = barwa + grapho = pisze) podstawowa technika
analityczna lub preparatywna stuzqca do rozdzielania i identyfikacji zwiqzkow chemicznych
w mieszaninie.

Sktadniki rozdzielane ulegaja podziatowi migdzy dwie fazy: jedna z nich jest nieruchoma
(faza stacjonarna), a druga (faza ruchoma, eluent) porusza si¢ w okreslonym kierunku.
Rozdzielenie chromatograficzne polega na umieszczeniu probki na ciektej lub statej fazie
Stacjonarnej, a nastepnie przepuszczeniu ciektej lub gazowej fazy ruchomej przez niq lub
nad niq, czyli elucji probki z fazy stacjonarnej.

Chromatografia jest technika, w ktérej sktadniki mieszaniny sa rozdzielane na podstawie
réznic szybkosci, z jakimi sa przenoszone w gazowej lub cieklej fazie ruchomej przez faz¢
stacjonarna. Jest to metoda fizykochemiczna rozdzialu, w ktérej rozdzielany sktadnik
mieszaniny ulega podzialowi ilo$ciowemu pomigdzy dwie fazy (ruchoma i nieruchoma).
Substancje rozpuszczone migruja przez fazg stacjonarng z szybkos$ciami okreslonymi przez
ich powinowactwo do kazdej fazy. Kazda substancj¢ charakteryzuja okreslone parametry
retencji (zatrzymania). Faza ruchoma i faza stacjonarna znacznie réznia si¢ pomi¢dzy soba
pod wzglgdem wiasciwosci fizykochemicznych.



Wspotczynnik retencji (k)

Efekt zr6znicowania czasu migracji sktadnika mieszaniny w chromatografii zwigzany jest z
réznicg powinowactwa fizykochemicznego substancji do fazy nieruchomej i ruchome;.

Jezeli substancja wykazuje duzy stopien powinowactwa do rozpuszczalnika — porusza si¢
szybko, jezeli za$§ do fazy stacjonarnej — wolno. Substancja spgdza bowiem wigcej czasu w tej
fazie, z ktdra pozostaje w wigkszym kontakcie. St¢zenie substancji w danej fazie zalezy od
tego powinowactwa. Wspolczynnik retencji zalezy od struktury molekularnej substancji
chromatografowanej. Zwiazany jest on ze wszystkimi rodzajami chromatografii

zawartos¢ substancji w fazie nieruchomej

k= zawarto$¢ substancji w fazie ruchome;j

Wartos¢ tego parametru wptywa zawsze odwrotnie proporcjonalnie na szybko$¢ poruszania
si¢ substancji w srodowisku analizy.
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Wspotczynnik migracji R, okresla utamek czasu spedzonego przez substancje w fazie ruchomej —
stosowany w chromatografii planarnej
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Inne nazwy stosowane dla wspdétczynnika migracji to: faktor retencji; utamek predkosci;
wspotczynnik zatrzymania lub spowolnienia; (rate fraction).

Liczba potek teoretycznych — liczba podzialéw jednostkowych (N)

Dtugi czas retencji sprzyja rozmyciu piku. Bezposrednio, wpltywa na to zjawisko liczba
rownowag adsorpcji-desorpcji wzdtuz kolumny. Zdolno$¢ do tworzenia waskich, wycinanych
frakcji mieszaniny w okreslonych warunkach i czasie — liczba pétek teoretycznych:
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Szerokos¢ piku (w) bezposrednio opisuje sprawno$¢ kolumny.
Sprawnos¢ kolumny opisana jest wysokoscia poéiki teoretycznej (H) liczba poétek
teoretycznych N wptywa na szerokos$¢ pikow w

Rozdzielczos¢ — wspotczynnik rozdzielenia R;
Rozdzielenie zalezy od odlegtosci pikow. Wspotczynnik rozdzielenia zalezy od sprawnosci i
selektywnosci kolumny oraz od retencji substancji (utamek zawartosci w fazie nieruchomej).
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Klasyfikacja metod chromatograficznych

Rodzaj metody Format Technika

Chromatografia cieczowa (LC)

Chromatografia bibutowa (PC) planarna  podzial (adsorpcja, wymiana jonowa,
wykluczenie)

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)  planarna adsorpcja (podzial, wymiana jonowa,
wykluczenie)

Wysokosprawna chromatografia

cieczowa (HPLC) kolumnowa adsorpcja (podzial, wymiana jonowa,
wykluczenie)

Chromatografia nadkrytyczna (SFC) podziat

Chromatografia gazowa (GC)

Chromatografia gaz-ciecz (GLC) kolumnowa  podziat

Chromatografia gaz-ciato stale (GSC)  kolumnowa  adsorpcja



Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Charakterystyka podstawowa
Format metody — planarna
Mechanizm sorpcji — W HPLC stosowane sa wszystkie mechanizmy sorpcji: podzial,

adsorpcja, wymiana jonowa, wykluczenie, powinowactwa i chiralna. Sktadniki rozdzielaja si¢
na podstawie szybkosci migracji zaleznej od powinowactwa do faz.

Nosnik — ptytki szklane, aluminiowe, plastikowe.

Faza stacjonarna — drobnoziarniste sorbenty stale o wielkosci ziarna 10-30 um-— Zzel
krzemionkowy, celuloza, zywice jonowymienne, tlenek glinu, ziemia okrzemkowa, selektory
chiralne. Grubo$¢ warstwy sorbentu 0,2-2,5 mm. Moze zawiera¢ nierozpuszczalny odczynnik
fluorescencyjny

Faza ruchoma — pojedyncze rozpuszczalniki lub ich mieszaniny o réznej polarnosci — od
niepolarnych weglowodoréw do polarnych alkoholi, wody oraz rozpuszczalnikéw
kwasowych 1 zasadowych. Rozpuszczalnik porusza si¢ dzigki sitom kapilarnym.

Komory elucyjne — rézne naczynia o ksztaltach prostopadlosciennych lub cylindrycznych.
Szczelnie zamknigte 1 wypelnione parami fazy ruchome;.

Nanoszenie probki — podlega zasadom og6lnym chromatografii.

Substancja rozdzielana przenoszona jest wraz z faza ruchoma przez plaskie zloze fazy
stacjonarnej metoda pionowa (wstgpujaca) lub horyzontalna.

Identyfikacja — spryskiwanie odczynnikiem wywotlujacym reakcj¢ barwna lub wskaznikiem
fluorescencyjnym dla obserwacji w swietle UV.

Wykrywanie rozdzielonych sktadnikow (analiza jakosciowa)

- Wizualizacja przy pomocy odczynnikéw chromogennych tworzacych potaczenia barwne ze
wszystkimi lub niektérymi substancjami rozdzielanymi.

- Oswietlanie promieniami UV (254 1 370 nm)

- Utlenianie i zwegglanie kwasem siarkowym (spryskiwanie)

- Dziatanie par jodu - wiele substancji zabarwia si¢ na brazowo

- Skanowanie densytometryczne — pomiar natg¢zenia promieniowania odbitego od powierzchni
po naswietleniu jej promieniowaniem UV/VIS. Powstaja piki wskazujace na obecnos¢
substancji absorbujacej.

- Wykrywanie substancji znakowanych wskaznikami promieniotworczymi (klisza
fotograficzna, liczenie scyntylacji, skanowanie licznikiem Geigera-Miillera

Oznaczenie sktadu mieszaniny (analiza ilosciowa)

- Metody bezposrednie — poprzez pomiar powierzchni plamki. Do pomiaru uzywa si¢
planimetru. Uwzgledniana jest grubo$¢ warstwy sorbentu i aktywnos$¢ substancji. Réwniez
nanoszone sa ha t¢ sama ptytke substancje wzorcowe w znanej ilo$ci.

- Fluorymetria — pomiar nat¢zenia §wiatla emitowanego przez substancje fluoryzujace.

- Oznaczenie posrednie w eluatach — sorbent z powierzchni plytki zawierajacy plamke
ekstrahowany jest rozpuszczalnikiem a roztwor badany poddaje si¢ analizie instrumentalnej
(NMR, IR, UV lub innej).



- Fotodensytometria — w oznaczeniu stosowany jest pomiar S$wiatta odbitego lub
przepuszczonego — gtéwnie UV/VIS, analizowany w aparacie rejestrujagcym.
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Inne procedury TLC

Dwuwymiarowa TLC - stosowana dla pelnego rozdzielenia substancji o podobnych
wlasciwosciach chemicznych.

Pojedyncza probke rozwija si¢ po naniesieniu w polu startowym umieszczonym w rogu
ptytki. Sktadniki sa czgsciowo rozdzielone wzdtuz jednego boku ptytki. Chromatogram po
wysuszeniu i obréceniu o 90 o rozwijany jest ponownie z uzyciem fazy ruchomej o innym
sktadzie. Otrzymuje si¢ dwuwymiarowa mapg sktadnikéw.

Wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (HPTLC). — Oznaczenie prowadzone jest
wedlug regut klasycznej TLC. Stosowane sa plytki pokryte ciensza warstwa (0,1 mm
grubosci) bardzo drobnoziarnistego sorbentu (Srednia wielko$¢ ziarna 5 um). Zwigksza si¢
czulo$¢ i1 rozdzielczo$¢ rozdzialu. Odczyty chromatograméw prowadzone sa przy pomocy
densytometru.

Porownanie metod TLC 7 GC i HPLC

Zalety:

- Mozliwos¢ chromatografowania wielu probek réwnoczes$nie, np. w celu natychmiastowego i
bezposredniego poréwnania z wzorcem;

- Mozliwo$¢ zastosowania wszystkich mechanizméw sorpcji;

- Podstawowa technika jest tania, wszechstronna i szybka;

- Mozliwo$¢ wykrycia wszystkich substancji rozdzielanych, tacznie z tymi, ktére nie migruja
z punktu startu.

Wady:

- Ograniczona powtarzalno$¢ wynikow;

- Zmiany w sktadzie fazy ruchomej w czasie rozwijania chromatogramu;

- Wzrastajace rozmycie plamki (poszerzenia pasma) powodowane zmniejszeniem szybkosci
fazy ruchomej wraz z pokonywana odlegtoscia.

Rodzaje chromatografii

W  zalezno$ci od mechanizmu sorpcji (proces, podczas ktérego czastki substancji
przemieszczaja si¢ z fazy ruchomej do stacjonarnej), chromatografie¢ dzielimy na sze$¢
podstawowych rodzajow.

Chromatografia adsorpcyjna, w ktérej substancja rozdzielana utrzymywana jest na
powierzchni fazy stacjonarnej pod wptywem oddziatywan chemicznych lub fizycznych. W



chromatografii tego rodzaju rozdzial nastgpuje pomigdzy ciekla faz¢ ruchoma a faze
stacjonarng, na ktérej odwracalnie adsorbuja si¢ czasteczki rozdzielanych substancji. Z
polarnymi fazami stacjonarnymi (zel krzemionkowy, tlenek glinu) stosuje si¢ mato polarne
fazy ruchome (np. heksan, chloroform). Jest to chromatografia w normalnym uktadzie faz (NP
— Normal Phase). W przypadku niepolarnych faz stacjonarnych (np. polimery) stosuje si¢
polarne fazy ruchome (np. woda, metanol) — chromatografia w odwréconym uktadzie faz (RP-
Reverse Phase). Adsorpcyjny mechanizm sorpcji stosowany jest w chromatografii:
kolumnowej, cienkowarstwowej i HPLC. Adsorbent stosowany powinien: mie¢ jak najsilniej
rozwinigta powierzchnig; sktada¢ si¢ z odpowiedniej wielkosci ziaren (im mniejsze, tym
szybciej ustala si¢ rOwnowaga, ale tym wolniejszy przeptyw rozpuszczalnika) o jednorodnej
wielkosci; by¢ bierny chemicznie wobec rozpuszczalnika i substancji rozdzielanych; by¢
selektywny.

Chromatografia podziatowa, w ktorej substancja rozdzielana ulega podzialowi pomigdzy
dwie niemieszajace si¢ fazy ciekle (stacjonarna i ruchoma) pod wptywem r6znicy
powinowactwa do tych srodowisk (rozpuszczalnikéw). W chromatografii tej stosuje sig ciekte
fazy stacjonarne, ktére albo osadzone sa na drobnoziarnistym oboj¢tnym nosniku, albo tez sa
chemicznie zwiazane z jego powierzchnia. Sktadniki probki rozpuszczone w fazie ruchome;j
ulegaja podzialowi pomigdzy fazg¢ stacjonarng a fazg ruchoma. Podziat kazdej substancji
pomigdzy dwie fazy opisuje ilosciowo tzw. wspoiczynnik podzialu. W wyniku réznic we
wspolczynnikach podzialu sktadnikéw probki i1 wynikajacych z nich zréznicowanych
predkosci migracji nastgpuje rozdzial mieszaniny. Mozna wyr6zni¢ dwa warianty:
chromatografia cieczowo-gazowa (gazowa, GC), chromatografia cieczowo-cieczowa (np.
bibutowa). Podzialowy mechanizm sorpcji stosowany jest w technikach: kolumnowej,
cienkowarstwowej, GC, HPLC

Chromatografia jonowymienna, w ktoérej substancje oddziatuja ze zlozem za pomoca
oddziatywan jonowych, stuzy do rozdziatu zwiazkéw jonowych, kwaséw 1 zasad (aminy),
szczegOlnie do aminokwasow, peptydow, biatek i kwaséw nukleinowych;

Chromatografia zZelowa (sqczenie molekularne), rozdziat ze wzgledu na wielko$¢ zwiazku
stuzy do rozdziatu zwiazkéw wielkoczasteczkowych (biatka, kwasy nukleinowe), jak 1 do ich
odsalania. Wykorzystuje si¢ mechanizm sorpcji zwany wykluczeniem;

Chromatografia powinowactwa (afinitywna), w ktérej odpowiednio spreparowana faza
rozdzielcza jest zdolna do oddzialywan chemicznych o zmiennym powinowactwie wobec
rozdzielanych substancji;

Elektroforeza, rozdziat ze wzgledu na szybkos¢ migracji jonéw w polu elektrycznym.

TLC znalazta réwniez zastosowanie w analizie iloSciowej w sytuacji, gdy nie ma mozliwosci

bezposredniego oznaczania zawartosci badanej substancji bez jej wydzielenia z probki.

Mozliwe sa nastgpujace sposoby wykorzystania ilosciowego tej techniki:

a. Wykorzystuje sig rosnaca zaleznos¢ powierzchni plamki na rozwinigtym chromatogramie
od zawarto$ci danej substancji w probce. Powierzchnig plamek mierzy si¢ recznie, np.
odrysowujac ich ksztatt na papier milimetrowy 1 liczac kratki, Metoda ta umozliwia
pracg ze sladowymi ilo§ciami substancji, ale otrzymane wyniki obarczone s3a znacznym
biedem.

b. Nanosi si¢ wigksze ilosci badanej substancji na ptytke¢ (najlepiej do chromatografii
preparatywnej) i po rozwinigciu chromatogramu zdrapuje si¢ odpowiedni obszar ptytki,



wymywa badana substancj¢ za pomoca odpowiedniego rozpuszczalnika do kolbki
miarowej 1 bada np. absorbancjg tak uzyskanego roztworu za pomoca spektrofotometru
UV/VIS. Metoda ta pozwala na uzyskanie stosunkowo doktadnych wynikéw, ale jest
czasochtonna i wymaga zastosowania wigkszych ilosci substancji, niz metoda a.

c. Rozwinigty chromatogram skanuje si¢ densytometrem — urzadzeniem, przeksztalcajacym
chromatogram plamkowy na pikowy. Po wstgpnym etapie, jakim jest ustalenie
analitycznej dilugosci fali, urzadzenie umozliwia otrzymanie zalezno$ci migdzy
wysokoscig lub polem powierzchni otrzymanych pikéw a zawartos$cig badanej substancji
w prébkach automatycznie, bez koniecznosci odrysowywania czy zdrapywania plamek.

We wszystkich w/w wariantach analizy wykonuje si¢ krzywe wzorcowe — pole powierzchni
plamek, absorbancj¢ roztworu substancji wyekstrahowanej z fazy stacjonarnej, lub
wysokos¢, ewentualnie pole powierzchni pikéw densytogramu w funkcji ilosci substancji
naniesionej na ptytkg. W wariancie a) mozliwa jest ponadto prosta, cho¢ niezbyt doktadna
ocena potilosciowa poprzez  wizualne poréwnanie  wielkosci i ew. intensywnosci
zabarwienia plamki badanej z plamkami, otrzymanymi dla roztworéw wzorcowych.

OZNACZANIE ZAWARTOSCI SUBSTANCJI W PROBKACH METODA
CHROMATOGRAFICZNA TLC

Celem C¢wiczenia jest zaznajomienie studentow 2z mnowoczesnymi zastosowaniami
chromatografii cienkowarstwowej w analizie iloSciowej substancji chemicznych na
przyktadzie oznaczania aminokwaséw. Studenci poznaja zastosowanie skomputeryzowanych
urzadzen do wizualizacji i interpretacji chromatogramow.

Wykonanie ¢wiczenia

Odczynniki i materiaty:

Aminokwasy

DL-a-Alanina roztwoér podstawowy o stezeniu 10 mg/ml w wodzie destylowane;j
DL-Metionina roztwor podstawowy o stgzeniu 10 mg/ml w wodzie destylowanej
L-4-hydroksyprolina roztwor podstawowy o st¢zeniu 10 mg/ml w wodzie destylowanej
Substancje pomocnicze

n-propanol cz.d.a.

chloroform cz.d.a.

woda destylowana

Ninhydryna 0.2 g roztwor w acetonie (100 ml) + 1 ml lodowatego kwasu octowego.

Sprzet:

Plytki do chromatografii cienkowarstwowej pokryte zelem krzemionkowym Kieselgel 60, ze
wskaznikiem UV 254 nm lub bez, grubos¢ warstwy 0,25 mm, 20x20 cm lub 10x20 cm.
Komora chromatograficzna

Strzykawka Hamiltona 10ul

UWAGA - NALEZY WYKAZAC SZCZEGOLNA OSTROZNOSC PODCZAS PRACY Z ALKOHOLEM N-
PROPYLOWYM, CHLOROFORMEM ORAZ ROZTWOREM NINHYDRYNY. UNIKAC WDYCHANIA
PAR ORAZ KONTAKTU ZE SKORA. ZACHOWAC OSTROZNOSC ZE WZGLEDU NA WEASCIWOSCI
PALNE ROZPUSZCZALNIKOW ORGANICZNYCH.

Przygotowanie roztworow
Studenci przygotowuja roztwory wzorcowe poszczegolnych aminokwasow o nastgpujacych
stezeniach:



Lp. Obj. roztworu Stezenie aminokwasu
podstawowego [ml] [mg/ml]

1 2.0 0.8

2 4.0 1.6

3 6.0 2.4

4 8.0 3.2

5 10.0 4.0

Podane objgtosci otrzymanych roztworéw podstawowych nalezy rozcienczy¢ w kolbach
miarowych 25 ml, dopelniajac do kreski woda destylowana.

Nanoszenie chromatogramow.

Studenci nanosza roztwory dla poszczegdélnych aminokwaséw na osobnych ptytkach. Lini¢
startowa wykreslaja otéwkiem 20 mm od dolnej krawedzi, 1-sza plamke nanosza w
odlegtosci 15 mm od brzegu ptytki. Nastgpne plamki nanosza w réwnych odstepach, co 15
mm, kazdorazowo odmierzajac strzykawka Hamiltona po 1 pl roztworéw wzorcowych. Jako
ostatnig plamke nanosza roztwor z zadaniem — mieszaning aminokwasow.

Uwaga — nalezy nanosi¢ podana objgto$¢ roztworéw ostroznie, w miar¢ mozliwosci
porcjami, uprzednio przeptukujac strzykawke nanoszonym roztworem. Przed nanoszeniem
roztworu nastgpnego aminokwasu strzykawke przeptuka¢ najpierw woda destylowana.
Chromatogram rozwija¢ technika wstgpujaca w uktadzie n-propanol — woda — chloroform
5:2:1 do wysokosci ok. 10 cm powyzej linii startowe;.

Plytki wyja¢ z komory, zaznaczy¢ oléwkiem lini¢ czotowa, wysuszy¢ na powietrzu.
Poszczegdlne plytki spryska¢ roztworem ninhydryny za pomoca urzadzenia Chromalet
(obstuguje prowadzacy éwiczenie), w razie potrzeby podgrzac lekko suszarka do wtoséw.
Ptytki kolejno umieszcza¢ w densytometrze (obstuguje prowadzacy éwiczenie) — dla kazde;j
postgpujac wg nastgpujacego programu:

1. Dobranie analitycznej dlugosci fali (skanowanie 1-szego toru chromatogramu za
pomoca opcji ,,multi- wavelength scan”)

2. Dla wybranej dlugosci fali wykona¢ skanowanie za pomoca opcji ,,chromatogram”,
deklarujac jako zmienna zalezna pole powierzchni piku.

3. Wyswietli¢ na ekranie otrzymany wykres pola powierzchni piku w funkcji ilosci
naniesionego aminokwasu (funkcja + wspdtczynnik regresji), odczyta¢ ilos¢
substancji w zadaniu.

4. Poréwnac¢ otrzymane wyniki (otrzymane ilo$ci badanych aminokwaséw w zadaniu) z
ilo$ciami rzeczywistymi

Dla poszczeg6lnych aminokwasOw sporzadzi¢ tabelke:

Analityczna | Pole Wspoétczynnik | Otrzymana | Faktyczna
dtugos¢ fali | pow.=f(c) regresji R ilos¢ ilos¢
substancji substancji
Alanina
Hydroksyprolina
Metionina

Oceni¢ przydatno$¢ zastosowanej metody do oznaczania poszczeg6lnych aminokwasow.




