A papir- és vékonyréteg
kromatogratia
syakorlata

Dr. Lazar Istvan

Debreceni Egyetem
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék
2009.






Tartalomjegyzék

1.

2.

A kromatografidkrol Altalanosan............ccceeeveeeiviiieen e 4
1.1. Oszlopkromatografia, sikkromatografia ...........ccccceeveiveeiieiiiieieeinnieeenns 5
A vékonyréteg kromatografia alapjai..........cccccveeeeviiieiniiiiiee e 8
2.1. A vékonyréteg kromatografia anyagai, eszkozei, alapvetd technikai...... 9
2.1.1.  Kromatografias réte@ek.........ccoceevvviiiiviiiieer et 9
2.1.2.  Kifejlesztd kadak, kifejlesztési technikak ..........cccoeveueeviireneenenen, 14
2.1.3. Az ecluens Kivalasztasa .........ccceeveieeiiieiiieiie e 18
2.1.4.  MintafelVitel .........oooiiiiiiie e 21
2.1.5. Lemezek szaritasa, hOKeZelESE...........coovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 24
2.1.6.  LAthatOva tétel.......c.oevuieieieiieiiecie et 25
2,17, EIOGRIVAS ..eeieiiieiieiieeece et 26
A vékonyréteg kromatografias vizsgalatok menete............ceeevvveeeveiveeeenennne, 29
3.1. Oldatsorozatok, mintak elOKESZItESE........vvvvvvrvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiveeeeiieens 29
3.2. Lapok levagasa, mintak felcseppentése ...........ccovvvveeevvrieeeieinnreeenennn. 29
3.3. Kifejlesztés, SlONIVAS .....ccccvviieeiiiieeeiiiiee et ere e 31
Vékonyréteg kromatogramok elemzése..........vvvevvuvieeeriiieeeiriviiieeeveee e 33
4.1. Alapfogalmak.........cccoviiiiiiiiiiiiiiie e 33
4.2. Mennyiségi meghatarozas a foltteriilet alapjan ............cccceeeveveeeennnenn, 35
4.3. Mennyiségi meghatarozas miiszeres denzitometrias modszerrel........... 36
4.4, Mindségi és mennyiségi kiértékelés digitalis fényképek alapjan........... 36
4.4.1. A CP-Atlas program hasznalata .............ccceeeevvvieevniereeeennneee e, 36
MEr€si feladatok.........c.eeeiuiieiiiieie e 43
5.1 Kokamidopropil-betain Kimutatasa ............cceeeeviiveeeiniiereeeeniee e, 43
5.2. EdeskOményolaj VIZSZAIAtA .............c.ceveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennen 46
5.3. Aminosavak hidrofob kdlcsonhatas kromatografiaja............cceeeeneeee.. 48
5.4. Aminosavak elvalasztasa papirkromatografiaval ..............cccccveeeennnenn. 50
5.5. Aminosavak elvalasztasa celluloz rétegen...........cocvveeevvveeeivneereeeennne. 52
5.6. Aminosavak elvalasztasa szilikagél rétegen.........ccoceevevveeeviniereeeennne, 53
5.7. Emberi bor feliiletén 1év6 aminosavak azonositasa ...........c.ceveeeennneen.. 54
5.8. Etelfestékek elvalasztasa papirkromatografiaval...............ococoevevenn... 56
5.9. Etelfestékek elvalasztasa celluloz vékonyrétegen ...............cocoewevene.... 57
5.10.  Etelfestékek elvalasztasa forditott fAZiSt rétegen ............cooovueveveeeennan. 59



1. A KROMATOGRAFIAKROL ALTALANOSAN

A modern elvalasztastechnikai és analitikai eljarasok legnagyobb jelentdségli és
legszélesebb korben hasznalt valtozatai a kiilonboz6 kromatografias technikak,
amelyek egy anyag Osszetételére, tisztasagara nézve szolgaltatnak adatokat.
Kromatografias eljarasok nélkiil ma mar nem képzelhet6 el a modern vegyipar, az
egészségiigy, vagy a kornyezetvédelem egyetlen aga sem.

A kromatografia olyan eljarasok gy(ijtoneve, amelyek soran egy mozgd
hordozokdzeggel elegyedd, vagy abban oldodd vizsgalati minta alkotdit a mozgo
kozeg, a mozgo kozeggel érintkezo allo kdzeg valamint a minta komponensei kozotti
eltéro erdsségli, reverzibilis kolcsonhatasok alapjan valasztjuk szét.

A minta tovabbitasat végz6 mozgd kozeget mozgo fazisnak, a szétvalasztasi miivelet
soran allo kozeget allo fazisnak nevezzik.

1. tablazat A kiilonb6z6 kromatografias technikak csoportositasa az allé és mozgo

fazis halmazallapota és az elvalasztas alapjaul szolgalo fizikai jelenség alapjan

All6 fazis Mozgé fazis Fizikai jelenség Kromatografia
folyadék gaz abszorpciod GC  (kapillaris, vagy
nedvesitett toltetetes)
szilard gaz adszorpcid GC (toltetes)
folyadék folyadék megoszlas LC, HPLC, TLC
(forditott fazisu)
papirkromatografia (PC)
szilard folyadék adszorpcio, LC, HPLC, TLC
ioncsere, (normal fazisu),
méretkizaras, gélkromatografia (GPC),
affinitas, hidrofob | ionkromatografia (IC),
kolcsonhatas affinitds  kromatografia,
hidrofob kolcsonhatas
kromatografia
szilard szuperkritikus adszorpcid szuperkritikus
folyadék folyadékkromatografia
(SCF)
folyadék szuperkritikus megoszlas SCF
folyadék




Halmazallapota szerint a mozgd fazis gaz, folyadék, illetve szuperkritikus allapotu
folyadék lehet, ennek alapjan megkiilonboztetiink gazkromatografiat (GC),
folyadékkromatografiat (LC), illetve szuperkritikus folyadékkromatografiat (SFC).
Az alloéfazis mindharom esetben folyékony vagy szilard halmazallapoti lehet. A
folyadékkromatografia nagy, illetve ultranagy hatékonysagi valtozatat az
alkalmazanddé nyomas alapjan nagynyomasu, illetve ultranagy nyomast
folyadékkromatografianak ((ultra-)high pressure liquid chromatography, HPLC,
UHPLC) nevezziik.

Az elvalasztas fizikai alapja lehet adszorpcid valamilyen porézus szilard anyag
feliiletén, abszorpcio (egy gaz oldddasa folyadékban), megoszlas két folyadékfazis
kozott, molekulaméret szerinti eltérd vandorlasi sebesség egy gélvazban, ioncsere
folyamat az all6 és mozg6 fazisban 1évé ionos specieszek kozott, specialis affinitas a
mintakomponensekkel szemben, illetve vizes oldatokban mutatott hidrofob
kolcsonhatas az apolaris molekularészek kozott.

1.1. Oszlopkromatografia, sikkromatografia

Ha az alloéfazis egy csében helyezkedik el, akkor valamilyen fajta
oszlopkromatografiardl beszéliink. Az oszlop hosszusaga, atmérdje, toltete vagy
belsé bevonata valtozo lehet, az alkalmazastol és a minta mennyiségétdl fliggben. A
mozgd fazis gaz, folyadék, vagy szuperkritikus folyadék lehet. A kiilonbozo
oszlopkromatografias technikakat az ultranagy érzékenységli analitikai kémiatol
egészen a tobb kilogrammos mintak preparativ elvalasztasaig, a laboratoriumoktol a
gyogyszeriparig mindenhol elterjedten hasznaljak. A hagyomanyos, kis nyomasu
oszlopkromatografias elvalasztasokkal (az ,,0szlopozasokkal) szinte minden szerves
kémiai laboratériumban talalkozhatunk.

A sikkromatografias technikaknal az allofazis egy valamilyen vastagsagi porozus
réteg, amelyen keresztiil a réteg sikjaban (és nem a lapra merélegesen!) aramlik a
folyékony mozgofazis. (Sikkromatografidban csak folyékony mozgofazist lehet
hasznalni.) A réteg anyaga, kiterjedése és vastagsaga az alkalmazastol és a minta
mennyiségétol fligg.

A rétegkromatografiadban a réteg anyaga lehet természetes vagy kémiailag
modositott papir (ez a hagyomanyos papirkromatografia, PC), illetve valamilyen
hordozoéra felvitt, minimalis mennyiségii inert ragasztoval rogzitett pordzus anyag
(rétegkromatografia), ami leggyakrabban szilikagél, kémiailag modositott szilikagél,




aluminium-oxid, celluldz, kémiailag médositott celluléz, polimer, vagy ioncseréld
gyanta.

Amikor a réteg vastagsiga néhany tized milliméter, akkor vékonyréteg
kromatografiardl (thin layer chromatography, TLC) beszéliink. Ha nagyon finom ¢és
egyenletes szemcseméretii anyagbol késziil a vékonyréteg lapon az allofazis, akkor a
létrehozott vékonyréteg kiilondsen nagy felbontoképességii lesz. Az ilyen rétegeket
hasznalo technikat nagy felbontoképességii vékonyréteg kromatografianak (high
performance thin layer chromatography, HPTLC) nevezziik.

Azt a megoldast, amikor jelentés nyomassal préselik at a mozgdfazist a rétegen
tulnyomasos vékonyréteg kromatografianak (OPLC vagy OPTLC) nevezziik. Ennek
a technikanak szamos elénye van, példaul nagyon gyors, on-line modban is
hasznalhatd, a vele kidolgozott modszerek konnyen adaptalhatok HPLC
késziilékekre. Az OPLC késziilékek a hozzajuk valo szélezett lapok magas ara,
valamint a rugalmatlan lapformatum miatt csak sziik felhasznal6i kérben terjedtek
el.

A rétegkromatografia — az oszlopkromatografiahoz hasonléan — nagyobb
anyagmennyiségek szétvalasztasara is hasznalhatd, ezt a technikat preparativ
rétegkromatografianak hivjuk. A réteg vastagsagat, kiterjedését a minta
mennyiségének fliggvényében csak egy hatarig ndvelhetjiik. Preparativ célokra sem
hasznalunk 5 mm-nél vastagabb és 200 mm-nél hosszabb vagy szélesebb réteget,
mert a minta egyenletes felvitelét mar nem lehet megoldani, a nagy lapok nehezek,
torékenyek, porladnak, rosszul kezelhetok.

A papirkromatografia az 1950-es években volt nagyon népszeri, de néhany,
elsésorban bioldgiai ¢és biokémiai alkalmazashoz még ma is széles korben
hasznaljuk. Megvaldsitasahoz még a vékonyréteg kromatografianal is kevesebb
eszkoz kell. A papirkromatografianak soha nem volt miiszeres valtozata, de a
modern digitalis képfeldolgozasi modszerekkel lehetéség van a szamitdgépes
kiértékelésre. A professzionalis PC vizsgalatokhoz olyan kromatografias papirokat
gyartanak (ezek lényegében nagyon finom rostozatu, sima feliiletli sziirépapirok),
amelyekkel meg lehet kozeliteni a normal TLC felbontoképességét. A futtatast 10—
50 cm-es kifejlesztési tavolsagon végezziik. A PC-t részben kiszoritotta a nagyobb
felbontoképességet add, mikrokristalyos celluldz rétegen végzett vékonyréteg
kromatografia. A papirkromatografiat tovabbra is hasznaljuk példaul a névényi
szinezékek gyors, olcso szétvalasztasara, illetve a pépesitett szlirGpapir allofazison
végzett preparativ oszlopkromatografias elvalasztasokhoz sziikséges
modszerfejlesztésekhez. Olyan esetekben is elényds lehet, ahol tovabbi vizsgalatok
végzéséhez (pl. hamvasztashoz, radioizotdpos vizsgalatokhoz) ki kell vagni a foltot



anélkiil, hogy abbdl anyagveszteség lenne (a vékonyréteg kdnnyen porlik, lepereg,
nem hamvaszthatd). Az oktatasban, bemutat6 kisérletekben is szivesen hasznaljuk a
PC-t annak kis koltségigénye és egyszerli megvalosithatosaga miatt. A modszer
fejlettségének cstcspontjan hasznalt eszk6zok egy része (pl. a spiralkad) jorészt
feledésbe mertilt, mintapéldanyaik esetenként kromatografia torténeti kiallitdsokon
lathatok.



2. A VEKONYRETEG KROMATOGRAFIA
ALAPJAI

A vékonyréteg kromatografia napjainkban is a legismertebb, legszélesebb kdrben
hasznalt analitikai eljaras. Elterjedtsége foként egyszeriiségének, olcsosaganak
kdszonhetd, ugyanis alapszinten nagyon Kicsi az eszkozigénye. A preparativ kémiai
laboratériumokban a reakciok nyomon kovetésére, a termékek tisztasagvizsgalatara,
azonositasara hasznaljak.

Megfelelé pontossagiu eszkozokkel kiegészitve azonban a miiszeres vékonyréteg
kromatografia széles korben hasznalhato, kvantitativ analitikai eljaras is, amivel
gyorsan és koltséghatékonyan 15-20 minta egyidejii mérését meg lehet oldani. A
miiszeres TLC odriasi elénye az 6sszes tobbi analitikai eljarassal szemben az, hogy a
vékonyréteg lap egy egyszer hasznalatos eszkoz, arra barmilyen szennyezett minta
felcseppenthetd, nem kell azzal foglalkozni, hogy egyes komponensek
irreverzibilisen kotddnek-e az allofazishoz, vagy vannak-e benne makroszkopikus,
lebegé szennyezések. Az egy minta vizsgalatara felhasznalt olddszer mennyisége
sokkal kisebb, mint a hagyomanyos HPLC-nél, és 0Osszevethet6 az UHPLC
oldoszerfelhasznalasaval.

Természetesen a vékonyréteg kromatografia — minden pozitivuma mellett is — nem
egy mindenre megoldast kinaldé modszer. Erzékenysége, pontossaga,
felbontoképessége, szelektivitasa jelent6sen elmarad a HPLC mogott, de a modszer
korlatai altal biztositott térben Iényegében ugyanazokat a feladatokat lehet vele
megoldani, ugyanolyan allofazisokon. Gyakori, hogy a gydgyszergyartas soran a
reakcioelegyeknek a gyartaskozi gyors ellendrzését miiszeres TLC-vel végzik, mig a
késztermék mindsitését, tisztasagvizsgalatat HPLC-vel és/vagy GC-vel. A miiszeres
TLC nagy felhasznaloi kozé tartoznak a gyogynovény készitményeket el6allitd
laboratoriumok is, amelyek munkajara jellemz6, hogy a szezonalisan, nagyon sok
egyedi termoéteriiletr6l begyiijtott alapanyagot minél hamarabb, egymassal
parhuzamosan mindsiteni kell.



2.1. A vékonyréteg kromatografia anyagai, eszkozei,
alapvet6 technikai

2.1.1. Kromatografias rétegek

A legaltalanosabban hasznalt réteg a szilikagél, amely normal TLC, illetve nagy
felbontd képességii HPTLC mindségben is hozzaférheté. Mivel a pordzus, nagy
feliileti anyagok jO6 adszorbensei a laboratériumi g6zoknek, a rétegeket a
laboratériumi leveg6tdl lehetleg elzarva, tiszta levegdjii helyiségben, szorosan
lezart dobozban taroljuk. Idealis esetben a szilikagélbdl illetve aluminium-oxidbol
késziilt rétegeket az aktivitas minél tokéletesebb megdrzése érdekében ellenérzott
paratartalmi szekrényben tartjak.

A hordozo lap anyaga lehet tiveg, aluminium, illetve milanyag. A legkénnyebben az
aluminium hordozos, a legnehezebben az {iveg hordozos lapok vaghatok. Az
aluminium hordozo6 jol birja az egyenetlen hoterhelést (pl. langban valo hevitést), de
korrodealodik savas és lugos reagensek, valamint agressziv anyagok (pl. jodgé6z)
hatasara. A milanyag hordozos rétegek sok helyen népszeriiek, j6 a
vegyszerallosaguk, de csak korlatozottan héallok. Az iiveg hordozé kémiailag a
legellenallobb, egyenletes héeloszlasban jol melegithetd, de torékeny és a vagasa
gyakorlatot igényel.

A rétegek tipikus méretei: 20 cm *20 cm (TLC), 10 ecm * 20 cm (TLC, HPTLC),
10 cm * 10 ecm (HPTLC), 5 cm * 20 cm (TLC), 5 cm * 7,5 cm (HPTLC, TLC),
illetve egyes aluminium hordozdés rétegb6l 20 cm * 10 m-es tekercseket is
eldallitanak.

A kifejlesztési tavolsag normal TLC-s analitikai vizsgalatnal 8-16 cm, mig HPTLC
esetében 4-8 cm.

Az allofazis lehet szilikagél, aluminium-oxid, celluldéz, szénhidrogén lancokkal
kémiailag modositott szilikagél (C8, C18, stb.), poliamid, erés vagy gyenge tipusu
(funkcionalizalt polisztirol ill. celluldz alap(l) ioncseréld gyanta.

Polaritasuk alapjan két nagy csoportra oszthatjuk az alloéfazisokat: normal fazisra
(ilyen pl. a szilikagél, az aluminium-oxid), illetve forditott fazisra (ilyenek pl. a C8,
C18 rétegek).



A normal fazisra az a jellemz6, hogy erésen polaris és hidrofil az allofazis feliilete,
ezért leginkabb a polaris anyagok elvalasztasara hasznaljuk. A teljesen apolaris
oldoszerek (pl. a hexdn) nem tudjak a felilleten megkdtott anyagokat lemosni, a
polaris oldoszerek azonban a polaritasuktol fliggéen képesek az adszorbealodott
komponensek kiszoritasara (deszorpcidjara). A legpolarisabb oldészerek (pl. viz,
ecetsav) a legerdsebbek, ezek gyakorlatilag az dsszes megkotott anyagot leoldjak a
normal fazis feliiletérol.

A leggyakrabban hasznalt kromatografias normal allofazis a szilikagél, emellett
elterjedten hasznaljak az aluminium-oxidot. Mivel mindkét anyag erésen hidrofil, a
leveg6bdl a nedvességet elnyelik, a relativ paratartalom fiiggvényében folyamatosan
valtozik a feliileti aktivitasuk. Reprodukalhaté mérésekhez ki kell kiiszobdlni a
valtozd paratartalom okozta bizonytalansagot, ezért elGszor szaritoszekrényben
aktivaljak a rétegeket, majd teljesen szaraz, illetve szabalyozott paratartalmu
kamrakban taroljak azokat a felhasznalasig.

.....

miatt. Amennyiben oszlopkromatografias célra neutralis vagy bazisos szilkagél
feliiletre van sziikségiink, a szilikagélt vizes szuszpenzidban NaOH-dal vagy mas
er0s bazissal semlegesiteni kell, utana pedig a kiszlrt szilikagélt szaritdszekrényben
110 °C homérsékleten legalabb 2 oran at szaritani/aktivalni kell. Az aktivalt
szilikagélt 1égmentesen zarodd dobozban taroljuk felhasznalasig. Szilikagél réteg
esetén kisebb a mozgasteriink, a pH-t nem tudjuk mérni, de tapasztalati uton
kidolgozhatdé olyan martasos vagy szorasos eljaras, amellyel bazisos feliiletet
hozhatunk létre.

Aluminium-oxidbdl készen kaphatok a bazisos, semleges ill. savas kémhatasa
valtozatok, amelyek aktivitasa eredeti allapotban altalaban Brockmann-II, de mas
aktivitasok is beallithatdk gy, hogy a réteget ellendrzott paratartalmi szekrényben
hosszabb ideig (esetleg napokig) kondicionaljuk.

A forditott fazis feliilete apolaris, ezért az apolaris anyagokat tartja vissza a
legerésebben. A visszatartds mechanizmusa forditott fazis esetén megfelel a
komponensek két, egymassal nem elegyedé folyadék kdzotti megoszlasanak, ugyanis
a feliileten 1évé C18 lancok ugy viselkednek, mintha egy kémiailag kotott, vékony
paraffin olaj film vonna be a szemcsék feliiletét. A hasznalt eluens ezt a kémiailag
kotott, allo folyadékfilmet nem tudja leoldani, igy a minta komponensei a folyamatos
folyadék-folyadék extrakcioknal ismert modon valamilyen koncentracidaranyban,
dinamikus egyensulyban oszlanak meg az all6 €s a mozgo fazis kozott. Eluensként
az oldoszerek koziil a kis és kdzepes polaritasu szerves oldoszerek (pl. acetonitril,
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dimetil-formamid, dimetil-szulfoxid) a legnagyobb erejiiek, a viz erdsen polaris
oldoszer, ezért eluotrop ereje nagyon kicsi.

Fontos megjegyezniink, hogy a forditott fazisu rétegek esetén vizet Gnmagaban nem
hasznalhatunk eluensként, ugyanis nem nedvesiti a réteget, hanem lepereg roéla.
Forditott fazis esetén mindig egy szerves olddszer és egy vizes oldat elegyét
hasznaljuk, a viztartalmat sziikségtelentiil ne emeljiik 40% f61¢, kiilonben nedvesitési
problémak jelentkezhetnek. Altalanos tapasztalat, hogy a vizes-szerves oldatok
viszonylag nagy viszkozitasa miatt a rétegek kifejlesztése sokkal tovabb tarthat, mint
amit normal fazis esetén megszoktunk.

Kevert fazisként viselkednek azok a kémiailag kotott szorbensek, amelyek apolaris
lancot és polaris csoportokat is tartalmaz, ilyenek lehetnek pl. a ciano-propil vagy
aminopropil-csoportokat tartalmazo szilikagélek. A kevert fazisok normal és
forditott fazisként is hasznalhatok.

Mind a normal, mind a forditott fazis esetén a leggyakrabban nem egy, hanem tobb
komponensii elegyet hasznalunk eluensként, mert igy a rétegen a komponensek
szétvalasztasat finomabban szabalyozni tudjuk. Az OPLC késziilékeken, illetve a
legmodernebb automata futtatokddakon kiviil nincs mod a kifejlesztés soran
folyamatosan valtoz6 Osszetételii eluens hasznalatara, azaz gradiens eluciora.

Az UV-elnyelésre képes komponensek kimutatdsara elonydsen hasznalhatok a
fluoreszkald adalékot tartalmazo fluoreszcens rétegek, amelyek egy vagy két
hullamhosszon torténé gerjesztés hatasara halvanyzold illetve halvanykék fénnyel
fluoreszkalnak. A két leggyakoribb hullamhossz a 254 nm és a 366 nm. Ilyen réteget
hasznalva a fényelnyelésre képes anyagok vilagos alapon so6tét foltként jelennek meg
az UV-lampa alatt.

A vékonyréteg lapok jeldlésére nincs szabvany, de a gyartok tobbsége nagyjabodl
hasonlo gyakorlatot kdvet. Egy atlagos szilikagél lap példaja kapcsan nézziik, hogy
mit tiintetnek fel a rétegek dobozan.

DC-Fertioplatten TLC plates silica gel 80 Fyy,
gp pre-coated 50 plates 10x20 cm

Kieselgel 60 Fos4 layer thickness 0.25 mm

A ,,DC Fertigplatten” ill. ,,TLC pre-coated plates” a vékonyréteg kromatografiara
hasznalhato, gyari készitésii lemezeket jelzi németiil ill. angolul, a Kieselgel (Silica
gel) = szilika gél németil ill. angolul adja meg a réteg kémiai Osszetételét, a név
utani 60-as szam a szilikagél porusméretét adja meg Angstromben (1 A = 0,1 nm).
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Az F betli a réteg fluoreszkalo tulajdonsagat jelzi, a 254 pedig a fluoreszcencia
kivaltasahoz sziikséges UV-fény hullamhosszat adja meg nm-ben, ami esetiinkben
254 nm. Kovalensen modositott feliileti gél esetén az RP betiik a forditott fazisu
tulajdonsagot, a betlik utan kovetkez6 szam pedig a kovalensen kapcsolodd szénlanc
szénatomszamat (hosszisagat) adja meg. A CN betlik a cianopropil, Diol a
dihidroxi-alkil, NH2 az aminopropil oldallancokra utalnak. A kiralis elvalasztasokra
alkalmas réteget CHIR felirat jelzi. Amennyiben nem {iveglap hordozon van a réteg,
altalaban megadjak a hordozé mindségét, pl. alufolia hordozo (Alufolien ill.
Aluroll). Kiilon feltiintetik azt is, ha koncentral6 zonas a réteg.

Az elmondottak alapjan 6nalléan gyakorolhatjuk a rétegek felismerését a kovetkezd
cimkék felhasznalasaval:

Art. 13726 Art. 5547
HPTLC-Fertigplatten Hp.TLC-Alufolien Kieselgel 60

RP-2 F254 s (ohne Fluoreszenzindikator)
fiir die Nano-DC \ fiir die Nano-DC
Art. 14285 DC-Alufolien
HPTLC-Fertigplatten CHIR Aluminiumoxid 60 Fy5,4
mit Konzentrierungszone B
25 Platten 10 x10 cm neutral (Typ )
Konz.-Z.: 2,5cm x 10 cm 25 Folien 20x20 cm

Pontos és reprodukalhatd vizsgalatokat csak akkor tudunk végezni, ha az altalunk
hasznalt rétegnek minden vizsgalat megkezdésekor ugyanakkora a feliileti aktivitasa.
A feliileti aktivitas fogalmat Snyder vezette be, és a gyakorlatban Brockmann altal
kidolgozott mérési modszer terjedt el. Mind az aluminium-oxidok, mind a
szilikagélek jellemzésére hasznaljak. A Brockmann skalan az I. fokozat jelzi a
legnagyobb, V. fokozat a legkisebb aktivitast. Az 1. fokozat annyira aktiv, hogy az
ilyen aluminium-oxidot vizgéz nyomok eltavolitasara hasznaljak kiilonb6z6
gazokbol. Normal levegén néhany tiz masodperc alatt annyi vizet vesz fel, hogy
elvesziti az 1. aktivitasat. A II. aktivitds az elsd, amely mar normal koriilmények
kozott kezelhetd és még nagyon aktiv.

A relativ paratartalmat tomény sooldatokkal, illetve megadott Osszetételii tomény
kénsav-viz elegyekkel lehet beallitani. A kromatografias taroloszekrények aljaban
elhelyezhet6, perforalt lappal lezart tetejii talcaba oOntik a nedvességtartalmat
szabalyoz6 oldatot, majd ugyanabban a goztérben taroljak a rétegeket is. A
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behelyezéstl szamitva tobb oOra alatt all be a gbztéri egyensuly. A kovetkezd
tablazatban megadjuk néhany telitett sooldat folotti gdztér relativ paratartalmat.

2. tablazat Telitett sooldatok és az altaluk biztosithato relativ paratartalom értékek
25 °C homérsékleten

Telitett oldat Relativ paratartalom
(%RH) 25 °C-on
LiCl 11,30
CH;COOK 22,51
MgCl, 32,78
Ky,COs 43,16
Mg(NOs), 52,89
NaCl 75,29
KCI 84,34
KNO; 93,58
K550, 97,30

A nedvességtartalom ingadozasanak hatasat a gyakorlatban legkénnyebben ugy
tudjuk kikiisz6bdlni, ha osztott alju ikerkamrat hasznalunk és a réteget a kifejlesztés
megkezdése el6tt a kamra gdzterében legalabb 10-15 percig kondicionaljuk.

- & D -
- -
r«*,; - B o s -
®
szabalytalan felcseppentés koncentralédas kifejlesztés utani kép

a réteg hataran
1. abra Koncentral6 zonas vékonyréteg lap miitkodési elve.

A mintak minél élesebb savban torténd felvitelét, ezaltal pedig az elvalasztoképesség
novelését lehet elérni az Gn. koncentrald zonas rétegekkel. A koncentrald zona egy
olyan, kb. 2,5 cm szélességli, inaktiv porozus anyagbdl (pl. kovafoldbol) késziilt sav
a lapok also részén, amelynek az a szerepe, hogy a felcseppentett foltokat az aktiv
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réteg szélén egyetlen csikka tomoritse a futas elsé pillanataiban. Alkalmazasaval le
tudjuk csokkenteni a cseppentési hibak egy részét és a kapott kromatogram
vékonyabb, élesebb savokat tartalmaz. A koncentrald zéna miikddését az 1. abra
szemlélteti. A normal rétegek koziil a legaltalanosabban hasznalt fajtak, a HPTLC-s
rétegek koziil pedig mindegyik fajta kaphato koncentrald zonas kivitelben is.

A koncentrald zonas lapoknak csak az egyik szélén van zona, igy azok vagasa csak
egy iranyban, a zonara merdlegesen végezheto el a zona megtartasa mellett. Ha pl.
egy 20x20-as normal TLC-s lapot mindkét oldalon elfeleziink, akkor két olyan
negyediink lesz, amely koncentrald zdénas, és két olyan, amely semmiben nem
kiilonbozik a hagyomanyos lapoktol.

2.1.2. Kifejleszt6 kadak, kifejlesztési technikak

Vékonyréteg kromatografias célokra altalaban Ontott livegbOl vagy ragasztott
iiveglapokbdl késziilt, sima vagy osztott alju, csiszolt tetejii kadakakat hasznalnak,
amelyek mérete a kaphato TLC lapokéhoz igazodik. A jol zarddo teté nagyon fontos
része a kromatografias kadnak, mert ez akadalyozza meg az oldészerek elillanasat a
kadbol. A kad geometriai méretei még akkor is jelent6sen befolyasoljak a futasi
képet, ha minden egyéb paramétert allandd értéken tartunk. Laboratoriumok kozott
atvihet0, reprodukalhat6 eredményeket csak azonos tipusu kadak hasznalataval lehet
elérni, ezért a kad méretét, tipusat mindig meg kell adni.

2. abra Bal oldalon egy osztott alju, normal tipusu professzionalis kromatografias
kad lathato acél tetdvel, a kddban 10x10 cm-es rétegek futtathatok. Jobb oldalon egy
kromatografias kadként hasznalt targylemez festo kad lathatd, amiben maximum 40

mm széles, 66 mm magas lapok futtathatok. Ez utdbbi tipust csak magas
forrasponti oldészerek esetén célszerii hasznalnunk, ugyanis a tetejiikkon nincs
sikcsiszolat, ezért rosszul zarnak.
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Vizes oldatok hasznalata esetén a goztér telitettségének viszonylag kicsi a
jelent6sége, de szerves oldoszereket hasznalva a kadak gézterének az adott
oldoszerelegyre nézve telitettnek kell lenniiik. Ezt azaltal tudjuk elérni, hogy a kamra
belsé falat szlir6papirral béleljiik ki Gigy, hogy a papir beleér az eluensbe és legalabb
a réteg tetejéig felnyulik. A géztéri telitéshez normal tipusu, 10 cm magas kadak
esetén kb. 10-15 perc, a 20 cm magas kadaknal kb. 30-60 perc kell. A normal tipusu
kadak bels6 tere kb. 40-50 mm vastagsagli, mig az Un. szendvicskadaké
(amelyekben a kromatografias lap két iiveglap kozott, mintegy szendvicsként
helyezkedik el) csupan 2-4 mm. A szendvicskadakban a lokalis gdztértelitést maga a
réteg is elvégezheti, ekkor az eldéadszorpcid hattérbe szorul, aminek kovetkeztében
azonban teljesen kiilonb6z6 futasi képet kapunk, mint normal kadak esetén.

A kromatografias kadban 1évé TLC lap elhelyezkedése allo (vertikalis), illetve fekvo
(horizontalis) lehet. Fekvo réteg esetén a futasirany nyilvanvaldan csak vizszintes
lehet, az eluens elérehaladasat csak a kapillaris erék biztositjak, a gravitacid nincs
ra hatassal. Allo réteg esetén a futasirdny (az eluens aramlasanak irdnya) felszallo,
illetve leszallo is lehet.

oldoészer gézok
adszorpcidja

Uiveg v. acél tet6
sikban csiszolt
felsé perem(
Uvegkad
szlrépapir
bélés
olddszerfront

aktiv réteg
az eluens illékony
komponenseinek
a parolgasa

startpont

eluens

hordozé lap

3. abra Felszallo kromatografia telitett gdzterti normal kadban. Ures nyilak jelzik az
eluens parolgasat a folyadékfelszinen és a sziirdpapir bélésen, tele nyilak a mar
atitatott rétegen. A még szaraz rétegen megtorténik az oldoszergdézok adszorpcidja,
elotelitése. A foltok rétegen tali futtatasa nem lehetséges.
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A felszallo futasiranyt hasznaljuk a leggyakrabban, mert ennek legegyszeriibb a
megvalositasa. Az eluenst a kapillariserék szivjak fel a rétegben. Mivel a felszivodas
iranya a gravitacioval ellentétes iranyu, felszallo futtatasnal az eluens front haladasi
sebessége id6ében folyamatosan csokken. Az aramlas megsziinik, miutan a front
elérte a réteg felsé peremét. Illékony oldoszerek esetén a pordzus réteg feliiletén az
olddszerfront latszolagos megallasa utan is folytatodik a parolgas. Az elparolgott
térfogat potlasara az alsobb régiokban tovabbra is fennmarad az aramlas, ami egy
id6 utan jelentésen meg tudja valtoztatni a kromatogramot. Az olddszer aramlas
mellett masik zavard tényez0 az, hogy a diffizid idében fokozatosan szélesiti a
foltokat, ezért a felbontoképesség egy hataron til mar nem ndvelhetd a réteg
hosszusaganak a novelésével. A kivant kifejlesztési tavolsag elérése utan a
vékonyréteget minél hamarabb el kell tavolitani a kadbol.

Leszallo eluensaramlast valamivel nehezebb megvalositani, ahhoz altalaban
specialis elrendezés és egyedi készitésli kiegészitd betét sziikséges, azt kereskedelmi
forgalomban nem lehet beszerezni. Ekkor az eluens egy atnedvesitett sziirOpapir
csikbol szivodik at a rétegre, feliilrdl lefele halad a rétegben, mozgasat a gravitacio
is segiti. Ebben az esetben lehet6ség van arra, hogy a folyadékaramlast a réteg also
peremének az elérése utan is fenntartsuk, ugyanis a pordzus réteggel mint
kapillarisrendszerrel 0sszekotott alsd és felsd kamra kozlekedSedényként miikodik.
A leszallo elrendezést ritkan hasznaljuk.

T —— sikban csiszolt

Uiveg v. acél tetd

felsé perem(
Uvegkad

eluens
startpont

sz(répapir
bélés

oldészerfront
az eluens illékony

komponenseinek
a parolgasa

=l

hordozé lap

aktiv réteg

oldészer g6zdk
adszorpcidja

4. Abra Leszallo kromatografia telitett gdzterti normal kadban. Ures nyilak jelzik az
eluens parolgasat a folyadékfelszinen, tele nyilak a mar atitatott rétegen. A még
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szaraz rétegen megtorténik az oldoszergézok adszorpcidja, elételitése. A kifejlesztés
nem all meg akkor, amikor az eluens eléri a réteg aljat, hanem tovabb folytatodhat
(azaz a tulfuttatas lehetséges).

Osztott alju, un. ikerkddakkal konnyli megvalositani a goztéri telitést és a
kondicionalast, ennek modjat lathatjuk az 5. abran. A felcseppentett réteget az
ikerkad szaraz felébe helyezziik, a sziikséges ideig varunk arra, hogy a g6zok
eléadszorpcidja megtorténjen, majd a kadat dvatosan addig dontjiik oldalra, amig az
eluens atfolyik a masik térfélre. Ezutan a kadat visszaallitjuk az eredeti allasaba, és
megvarjuk a futds végét. Az atontés soran gondoskodni kell arrol, hogy a réteg ne
mozduljon el, vagy ne tapadjon fel a kamra falara. Legegyszeriibb, ha a szaraz
térfélben a réteg mogé egy kis iivegrudat fektetiink, ami tavtartoként miikodik.
(Egyes kadtipusoknal ez az att6ltés problémas Iehet, ilyenkor inkabb felnyitjuk a
kadat és kézzel athelyezziik a réteget az eluensbe.)

sz(répapir

eluens

kondicionalas kifejlesztés
5. abra Kondicionalas és kifejlesztés ikerkamraban.
A foként HPTLC rétegekhez hasznalt horizontalis futtatokadak olyan felépitésiiek,
hogy mind szendvicskadként, mind pedig normal kadként hasznalhatok. A vertikalis

kadakkal 6sszevetve ebben az esetben is mas lesz a kapott futasi kép, de a hatarozott
geometria, a jol kézben tarthato kondicionalasi koriilmények miatt az eredmények jol
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reprodukalhatdak. A kad telitett és telitetlen géztérrel torténd futtatasra egyarant
alkalmas. Egyidejlileg két kiilonbozé Osszetételli futtatdszert is hasznalhatunk,
ugyanis egymassal szemben két, teljesen azonos felépitésti eluenstartalyt és
startlapot tartalmaz. Ugyanazon a lapon egyidejlileg két fliggetlen mintasorozatot is
analizalni lehet, ilyenkor a futtatast egymassal szemben végezziik. Egy-egy
vizsgalatnak rendkiviil kicsi az oldészerigénye, egy 10 cm x 10 cm-es lap teljes
kifejlesztéséhez 3-3,5 cm’ eluens elegends.

6. abra Horizontalis futtatokad.

2.1.3. Az eluens kivalasztasa

A megfeleld eluens kivalasztasa a folyadékkromatografia egyik legnehezebb
feladata. Az analitikai elvalasztasok, vizsgalatok legnagyobb része nem végezhet6 el
csupan egyetlen oldoszernek a felhasznalasaval. Az eluens komponenseinek
egymassal elegyithetonek kell lenni. Amennyiben lehetéség van ra, toreksziink az
egymashoz kozeli forrasponti oldoszerek hasznalatara, hogy a futas kozben, illetve
a kondicionalas soran az illékonyabb komponens kiparolgasa miatt lehetdleg minél
kevésbé valtozzon meg az eluens Osszetétele. Az eluensnek oldania kell a minta
Osszes komponensét. Lehetséges ugyan olyan futtatast is végezni, amikor az eluens
egyaltalan nem oldja a minta bizonyos komponenseit, de az lényegét tekintve egy
szelektiv  kicsapassal egybekapcsolt, rosszul reprodukalhaté kromatografias
vizsgalatnak felel meg. A teljes oldhatatlansag ritka, ezért a csapadékot add anyag
Oonmaga is lassan, folyamatosan szivarog, rontja a képet. Amennyiben lehetséges,
keriiljiik az ilyen modszereket. A csapadékos foltbol nehezen oldodnak ki a bezart
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anyagok, igy el6fordulhat, hogy a korabban egy foltot addo komponensek is hosszu,
folyamatosan kioldodo csik formajaban jelennek meg. Nem tudhatjuk azt sem, hogy
a felcseppentési foltnal keletkezd csapadék nem torzitja-e a koncentraciokat.

3. tablazat Az olddszerek Snyder-féle eluotrop sorozata

£°(AL05) £°(Si0,(OH),) | £°(C18)
n-Pentan 0.00 0.00
n-Hexan 0.00-0.01 0.00-0.01
i-Oktan 0.01 0.01
Ciklohexan 0.04 0.03
Szén-tetraklorid 0.17-0.18 0.11
Xilol 0.26
Toluol 0.20-0.30 0.22
Benzol 0.32 0.25
Dietil-éter 0.38 0.38-0.43
Diklor-metan 0.36-0.42 0.32-0.32
Kloroform 0.36-0.40 0.26
1,2-Diklor-etan 0.44-0.49
Metil-etil-keton 0.51
Aceton 0.56-0.58 0.47-0.53 8.8
1,4-Dioxan 0.56-0.61 0.49-0.51 11.7
Tetrahidro-furan 0.45-0.62 0.53 3.7
Metil-t-butil-éter 0.3-0.62 0.48
Etil-acetat 0.58-0.62 0.38-0.48
Dimetil-szulfoxid 0.62-0.75
Dietil-amin 0.63
Acetonitril 0.52-0.65 0.50-0.52 3.1
1-Butanol 0.70
Piridin 0.71
2-Metoxi-etanol 0.74
n-Propanol 0.78-0.82 10.1
i-Propanol 0.78-0.82 0.60 8.3
Etanol 0.88 3.1
Metanol 0.95 0.70-0.73 1.0
Etilén-glikol 1.11
Dimetil-formamid nagy nagy 7.6
Viz nagyon nagy nagyon nagy
Ecetsav nagyon nagy nagyon nagy
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Annak elddntésére, hogy milyen oldoszerekbdl alljon az eluens, probafuttatasokat
végziink. A probafuttatisoknak nem kell teljes értékli kromatogramot
szolgalatatniuk, csak azt kell megmutatniuk, hogy mely oldészerek elualjak jol és
melyek rosszul a vizsgalati minta komponenseit. A lehetd legegyszeribb vizsgalatot
néhany perc alatt el Iehet végezni, mert mar egy-két foltnyi tavolsagra vald
elmozdulas is sok informaciot szolgaltat.

A megfeleld futtatdszer kivalasztasa torténhet tobb kis kadban torténd egyidejii
futtatassal, vagy kiilon erre a célra kidolgozott, sokcsatornas horizontalis kifejleszto
kadban (in. Vario kadban). Ha mar ismerjiik, vagy eldontottiik az eluens mindségi
Osszetételét, a mennyiségi aranyok beallitasa tovabbi vizsgalatokat igényel. (A
legkevesebb kisérletbdl a legnagyobb felbontoképesség megtalalasat a Prizma
modell segitségével végezhetjiik, aminek targyalasa meghaladja a lehetéségeinket, de
részletes leirasa a szakirodalomban kénnyen megtalalhato.)

A mindennapi gyakorlatban a legnagyobb segitséget az oldoszer kivalasztasahoz az
eluotrop sorozat jelenti. Az egyes oldoszerek egymashoz viszonyitott elticios (leoldo)
képességét, azaz az eluotrop erejét (€°) egy kisérletileg megallapitott un. eluotrop
sorozatban foglaltak Ossze. Ez a sorozat elsdként aluminium-oxid allofazisra lett
kidolgozva, de kis modositassal atvihetok az eredmények szilikagélre is a kov. képlet
alapjan:

g’ =0,77-¢&°

szilikagél aluminium —oxid

Mara mar kidolgoztak a forditott fazisra vonatkozo, részleges eluotrop sorozatot is.
Az eluotrép sorozat ismertebb tagjait a kdvetkezd tablazatban foglaltuk 6ssze.

Oldoszerelegy esetén az eredd & érték nem linearisan, hanem logaritmikusan
valtozik az elegy komponenseinek moltortjeivel.

Ha az eluens alkotoinak nagyon kiilonbozé a polaritasa (pl. kloroform—metanol
clegy), akkor a rétegen a futds kozben megtorténik az oldoészerkomponensek
szétvalasa (frontalis szeparacioja) is, ami a f6 front (in. a-front) mellett masodlagos
oldoszerfront (B-front) kialakulasat okozza. Ez szemmel gyakran nem lathato, de
megfeleld festési eljarassal kimutathat6. A masodik front helyzete a hasznalt
oldoszerelegy Osszetétele mellett még sok mas paramétertdl, igy a lemez
viztartalmatol is fiigg, teljesen reprodukalhatdé kromatogramot csak mindenben
azonos koriilmények kozott lehet kapni. Amennyiben méd van ra, érdemes az
eluensiinket olyan olddszerekbdl késziteni, amelyek polaritdsai nem allnak nagyon
messze egymastol.

20



béta +— x
oldészerfront %
alfa-front (kloroform) o

*

: o
° 1

béta-front o >
(metanol + kloroform) o ;&
.‘3 )

3 °

| ):

©

——— ) - .

B 2 -

~ ~ >

| Wi (i ‘0

\ J [ro 3

7. abra Bal oldalon a masodlagos oldoszerfront kialakulasa lathatd erdsen eltérd
polaritasu oldoszerelegye hasznalata esetén. A béta-front szabad szemmel gyakran
nem lathatd, de a kozelébe es6 foltokra jelentds hatasa lehet. Jobb oldalon egy olyan
kromatogram lathato, amelynél a metanol-viz eleggyel ételfestékeket valasztottunk
szét. A metanol alfa-frontja mogott kialakulo vizes béta front nem jol definialt,
helyzete a réteg lokalis nedvességtartalmatol fligg, ezért szabalyos aramlas helyett
kiszamithatatlan moédon fut, a kék szinezék foltjat Grvénylésszeriien Gsszezavarja.

2.1.4. Mintafelvitel

Az egyes mintakat a vékonyréteg lap megadott helyére, az Gn. startvonalra, azon
beliil a startpontokra kell minél pontosabban, minél egyenletesebben felvinniink.

A kamra tipusa, a futtatdas modja részben befolyasolhatja, hogy a startvonalat és a
startpontokat hova helyezziik. Altalanos szabaly, hogy 20 cm x 20 cm-es normal
TLC-s lapnal egyik szélen sem lehet folt a lap sz€lét6l szamitott 20 mm-en belill és a
startvonal 20 mm-re legyen a lap alsd sz€lét6l. A mintak nem lehetnek 10 mm-nél
kozelebb egymashoz, de vannak modszerek, ahol akar 20 mm tavolsagot is eldirnak.
10 cm x 10 cm-es HPTLC-s lemeznél a két sz€Itdl szamitva 10-15 mm-en beliil nem
lehet folt, és a mintidk legaldbb 6 mm-re legyenck egymastol. All kadnal a
startvonal kb. kb. 15 mm magasan legyen, de horizontalis kadnal a 10 mm is
megfeleld.

Lattuk, hogy a rétegek teljes feliiletén parolgas jatszodik le. A nem tdokéletesen
telitett goézterli kamraknal a parolgas kiilonosen jelentés a lemezek széle felé
haladva. Ennek kovetkeztében az eluens nem csak a startvonalra merdleges iranyba
mozog, hanem a lap kozepe feldl is aramlik a lap széle felé. A foltok nem
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parhuzamos egyenesek mentén fognak elhelyezkedni, hanem valamelyest
sugariranyban kifelé tartva. Ezt a jelenséget peremhatasnak nevezziik. Magas
forrasponti oldoszerek esetén a peremhatast gyakran észre sem lehet venni, de annal
erosebben jelentkezik, minél kisebb az eluens valamely komponensének a
forraspontja. Nagyon illékony eluens hasznaltakor a goéztér telitése és a lap
kondicionalasa kiilondsen fontos.

‘ '
8. abra Peremhatas jelentkezése 10 x 10 cm-es, koncentrald zénas HPTLC lapon, a
réteget 3 mm vastag, telitetlen gézter(i, szendvics elrendez6désii horizontalis kadban
futtattuk. Az eluens diklor-metan volt, aminek a forraspontja nagyon alacsony, csak
42 °C. Jol lathato, hogy az eluensfront nem egyenes, hanem félkorivben hajlott, és az
oldals6 mintak foltjai a kozépponthoz képest sugariranyban kifelé sodrodnak.

A minta felvitele torténhet egy kapillarisbol torténd felcseppentéssel, vagy szorassal.
Az automata berendezések csak nagy mintaszamnal hasznalatosak, altalaban vagy
szabadkézi felcseppentéssel, vagy mechanikus kézi felcseppentd berendezéssel
dolgozunk.

A kvalitativ analizisekhez elegendd, ha hazilag készitett kapillarist hasznalunk a
mintak felcseppentésére. A kapillarisokat egyszer hasznalatos Pasteur-pipettakbol
(szivornyakbol) készithetjiik a legkonnyebben, ugyanis azok alacsony lagyulasponti
iivegb6l vannak, egyszerii gazégbvel is konnyen olvaszthatok. A kapillarisoknak
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nem szabad sem nagyon vastagnak, sem tilsagosan vékonynak lenniiik, ezért a
kihtzott csé két széle és a kozepe sem megfeleld vastagsagi. Egy id6 utan
mindenkiben kialakul a tapasztalat és mar ranézésre meg tudja allapitani, hogy
milyen a jo méret. Olyan hosszisagn kapillarist célszeri hasznalni, amit kézzel
kényelmesen meg tudunk fogni. A felcseppentést alapvetéen befolyasolja a kapillaris
végének az alakja. Merdleges vagassal kapott sima él a megfeleld, a kicsorbult
peremii kapillarist annyira a réteghez kell nyomni, ami mar karositja a réteget.

Kapillaris vagasahoz (valojaban nem vagjuk, hanem karcoljuk) éles iivegvagd
penge, vagy éles peremii keramialap (pl. torott porcelan tal egy darabja) sziikséges.
Erdemes a vagandé kapillarist a két kormiink kozé csiptetni, majd a vagd pengét a
kormiink feliiletén cstsztatva odavezetni a kapillarishoz, ahol egyetlen mozdulattal,
finoman végighuzzuk az iivegen. Ne nyomjuk erdsen, mert eltdri a csovet!
Amennyiben jol karcoltuk meg, a karcolas oldalan finoman megnyomva a kapillarist
az minimalis erd hatasara eltorik és a vagasi él szabalyos lesz.

jo rossz
N (o
=3 @

N

9. abra Jol és roszul vagott (torott) kapillaris végek.

Kvantitativ, pontos munkahoz alapvet6 fontossagu, hogy a kalibralo térzsoldatokbol
illetve az ismeretlenekbdl pontosan ismert térfogatot cseppentsiink fel, amire nem
alkalmasak a hazi készitést kapillarisok. A legpontosabb eredményt gyari készitési,
alland6 térfogata, kalibralt mintabemérd kapillarisokkal tudjuk elérni, amelyekhez
toltdceruzaszeri befogd adaptert is vasarolhatunk. A beméré kapillarisok hegyét
addig tartjuk a mintaoldatba bemartva, amig sziniiltig megtelnek, majd utana egy
vagy tobb részletben iiritjiik ki a lemezre. A 0,5 és az 1 mikroliteres kapillarisokkal
akar egy részletben is fel lehet a rétegekre vinni a mintakat, az 1 mikroliternél
nagyobb térfogatokat azonban csak a kapillaris tobbszori, rovid ideig a réteghez
torténo érintésével tudunk felcseppenteni ugy, hogy a folt mérete ne legyen tal nagy.
Mindig tartsuk szem el6tt, hogy azért kell kicsi foltot cseppenteniink, mert a lehetd
legjobb felbontast szeretnénk elérni. A felcseppentési foltnal 1ényegesen nagyobbak
lesznek a kifejlesztett foltok, kisebbek pedig sohasem!. Figyeljiink arra is, hogy a
koncentrald zonara torténd cseppentéskor a foltok nagyon szétfutnak, tehat ilyenkor
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10 mm tavolsagra tegyiik egymastdl a foltokat még akkor is, hogy ha HPTLC-s
réteget hasznalunk.
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10. abra Egy doboznyi 1 mikroliteres bemérd kapillaris, valamint a hozzajuk tartozo
adapter. A beméro kapillarisok meglehetésen koltségesek, ami korlatozza a
hasznalatukat.

Vannak, akik 1-10 mikroliter térfogatu, lapos tlivégii Hamilton-fecskendével viszik
fel a mintakat a lapra. Megfeleld gyakorlattal ez az eljaras is ugyanolyan jol
hasznalhato, mint a bemér6 kapillaris, de gyakorlatlan kézben kisebb pontossagi és
tobb hibalehetdséget rejt. A fecskendd tokéletes elmosasardl minden minta utan
gondoskodni kell. Semmilyen médon nem javasolhatok felcseppentésre a miianyag
hegyli automata pipettak, ugyanis az azokbdl torténd folyadékkiaramlast nem lehet
finoman szabalyozni, a pipettahegy vége ritkan egyenes, a nehéz pipettaval pedig
nagyon konnyen felsérthetjiik az érzékenyebb réteget.

Preparativ rétegek hasznalatakor a mintat nem pontokban, hanem egy folytonos
vonal mentén vissziik fel. Oda kell figyelniink azonban, hogy ne tomitsiik el a réteg

pérusait, kiilonben teljesen kiszamithatatlan, orvénylésszerti képet kapunk a vart
sz€p elvalasztas helyett.

2.1.5. Lemezek szaritasa, hokezelése

A lemezek szaritasahoz csak egy hajszaritdra van sziikség.

Szinreagensek alkalmazasa esetén gyakran el6fordul, hogy a bepermetezés utan 10-
20 percig megadott hdfokon kell tartani a lemezt. A termosztalt hevit6lap
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professzionalis, mennyiségi analizishez nélkiilozhetetlen. Kvalitativ vizsgalatokhoz
egyszeribb megoldas is megfeleld lehet, amilyen példaul a szabalyozhato
homérsékleti elektromos rezso6, a flitheté magneses keverd, vagy egy holégfuvo
pisztoly. Mivel a lemez feliiletérél a hevitéskor a reagens oldoszere és maga a
reagens is parolog, szikség esetén megfeleld szellztetésrol vagy elszivasrol
gondoskodni kell.

2.1.6. Lathatova tétel

Fluoreszcens rétegen az UV elnyelésre képes foltokat UV-fénnyel besugarozva
lathatova tehetjiik. Vilagos alapon sotét szin(i foltokat lathatunk, a s6tétedés mértéke
aranyos a koncentracioval. Fluoreszcens indikator nélkiili réteget hasznalunk abban
az esetben, ha valamilyen kémiai reakcioval egyes komponensek fluoreszkalo
szarmazékka alakithatok. Ilyen esetben UV-fény hatasara sotét hattéren vilagos
foltokat latunk, a fénykibocsatas mértéke aranyos a koncentracioval.

11. abra UV-kabinet. Megfelel6 adapterrel ellatva az ablakon keresztiil le is lehet
fényképezni a réteget, vagy a redény részleges félrehiizasa utan puha ceruzaval
koriilrajzolhatjuk a foltokat.

Az UV-lampaknak van kézi valtozata, vagy vannak dobozba szerelt valtozatok, ezek
az un. UV-kabinetek. Az ilyen néz6dobozok elsdsorban szabad szemmel torténd
megtekintésre hasznalatosak. Esetenként meg lehet oldani a rétegek fényképezését is,
de a kissé oldaliranyu nézépont kovetkeztében a képen a fiiggbleges élek tavlatilag
egymas felé tartanak. Ez nem zavarja sem a mindségi, sem a félkvantitativ
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mennyiségi  kiértékelést. Professzionalis célra olyan UV-VIS-megvilagitd
dobozok/asztalok is forgalomban vannak, amelyek tobb oldali lampat és beépitett
kamerat tartalmaznak.

Az UV-VIS detektalas egy specialis késziiléke a vékonyréteg kromatografias
szkenner, az Un denzitométer. A denzitométerek olyan reflexidos fotométerek,
amelyek néhany szazad milliméter széles savokban az egész rétegrol teljes
spektrumot vesznek fel, amelyek csikonkénti szamitogépes kiértékelésével az egyes
foltokban Iévé anyagok kémiai mindsége és mennyisége is meghatarozhato.

2.1.7. El6hivas

Amennyiben egy vagy tobb komponens nem tehetdvé lathatova UV-fénnyel,
valamilyen reagens alkalmazasaval szines vegyiiletekké alakitjuk azokat. A reagenst
a legaltalanosabban pumpas hajlakkszorobol, vagy stritett gazas festékszorobol
porlasztjuk a rétegre. A porlasztds soran mindig gondoskodni kell a megfeleld
elszivasrol, szelloztetésrol! A mindenki altal belélegzett laboratoriumi levegébe nem
porlaszthatunk bele irritalo, agressziv, mard vagy toxikus anyagokat! (Alapvetd
munkavédelmi szabaly, hogy a tiszta vizen és a tiszta levegdn kiviil minden anyag
veszélyesként kezelendd.) Porlasztaskor mindig viseljiink véddszemiiveget!

A szinreagensek kozott vannak olyan altalanosan hasznalhato reagensek, amelyek
er6sen oxidalnak vagy roncsolnak, killondsen hevités hatasara. Ilyen roncsold
reagensek a foszformolibdénsav, a tomény kénsav, tomény kénsav és ecetsav-
anhidrid elegye, kénsavban oldott kalium-dikromat vagy kalium-permanganat,
tomény kénsav és salétromsav elegye, tomény kalium-hidroxid. Ezekkel kiilondsen
vigyazzunk, mert a ruhazatot, a butorokat, jegyzokonyvet, stb. is pillanatok alatt
tonkre tehetik!

Vannak olyan szerves reagensek, amelyek valamilyen funkcios csoporttal szines
vegyiiletet adnak, mig masokkal nem. Ezeket a reagenseket specifikusan, bizonyos
vegyiiletcsoportok kimutatasara tudjuk felhasznalni. Nagyon sok ilyen reagens van,
ezek felsorolasa is messze meghaladja a lehetOségeinket, ezért csak néhany jellemz6
példat adunk meg. A kovetkezd tablazatban Osszefoglaldan lathatjuk néhany
altalanosabban hasznalhatd szinképzOé reagens Osszetételét és az alkalmazasuk
koriilményeit. Gyakran nem csak egy, hanem tobb moddszert v. reagenst is
hasznalhatunk egymas utan, ezek az Un. eldhivasi protokollok. A protokollok
végrehajtasa soran kapott kromatogramokat minden lépés utan rogziteniink kell
(jegyz6konyv, fénykép, rajzolas, stb.).
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4. tablazat A legaltalanosabban hasznalt szinreagensek.

Reagens Osszetétel Hasznalat Szin Vegyiiletek kore
neve
Kénsav cc.  H,SO, | beszoras barna v. | nagyjabol
vagy hevités  110- | fekete foltok | univerzalis
50% kénsav | 120 °C-on
néhany percig
Kénsav- 3 g KyCr,O | beszoras barna v. | univerzalis
dikromat 20 ml vizben | hevités 110 °C- | fekete foltok
oldva, majd | on néhany
20 ml cc. | percig
kénsavval
higitva
Fluoreszcein | 50%-os beszoras fluoreszkald | sokféle szerves
vizes- vizsgalat 366 | foltok vegyiilet
metanolos nm uv
natrium- fényben
fluoreszcein
oldat
(50 mg/100
ml)
Jodgoz Jod a lemezt | barna foltok | sokféle szerves
kristalyok jodkristalyokat vegyiilet
tartalmazo
kadba allitani
Dragendorff- | K[Bil4], beszoras narancsbarna | aminok, amidok,
reagens ecetsavas KI- v.  voroses | nitrogéntartalmu
oldatban foltok vegyiiletek
Ninhidrin 95 tf. | beszoras sarga, aminosavak,
alkoholos hevités 110 °C- | rozsaszin v. | aminok
ninhidrin on néhany | ibolya szinii
oldat (0,2%- | percig foltok
0s), és 5 tf.
ecetsav
(10%)
Foszfor- 5% foszfor- | beszoras kék foltok nagyon  sokféle
molibdénsav | molibdénsav | hevités 120 °C, szerves vegyiilet
etanolban 10-15 perc
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12. abra Hazi készitésii reagensszoré pisztoly, amely 2-3 bar nyomasu inert gazzal
miikodtethetd. Kereskedelmileg beszerezhetok festékszoro aeroszolos flakonok,
valamint akkumulatoros, egyedi reagensszoro késziilékek is. Sziikség esetén pumpas
dezodoros flakonbdl is jol lehet porlasztani a reagenseket.

A rétegek dokumentalasanak alapvet6 feltétele, hogy mind UV-fényben, mind lathato
fényben felvételt tudjunk azokrol késziteni. A normal fénynél torténd fényképezés
nyilvanvaldéan nem jelent problémat. Az UV-fényt kézi, illetve dobozba szerelt UV-
lampaval biztositjuk. Az UV-lampat a réteg folott helyezziik el és célszerli egy
allvanyon rogziteni. Ahhoz, hogy ne hamis szinek legyenek a fényképen, a
fényképezogép optikaja elé egy vastagabb iiveglapot helyeziink, ami az UV-
sugarzast kisziiri. A fotézashoz akar a mobiltelefonunk kamerajat is hasznalhatjuk.

A Kkapott digitalis képeket egyrészt a jegyzokonyviink szamara kinyomtatjuk,

masrészt megfeleld kromatografids programmal mennyiségileg és mindségileg ki is
tudjuk értékelni. A kiértékeléssel kiilon fejezetben foglalkozunk.
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3. A VEKONYRETEG KROMATOGRAFIAS
VIZSGALATOK MENETE

Miutan megismerkedtiink a kadak és rétegek alapvetd tulajdonsagaival, nézziik,
hogy hogyan torténik egy kromatografias vizsgalat elvégzése!

1) Kalibral6 oldatok elkészitése, ismeretlenek méréshez eldkészitése.
2) Réteg levagasa, mintak felcseppentése.
3) A réteg kondicionalasa, lehetdleg a kadban.
4) A réteg kifejlesztése, majd szaritasa
5) A szemmel lathatato foltok dokumentalasa.
6) A lathatatlan foltok egy vagy tobb Iépéses lathatova tétele, lépésenkénti
dokumentalassal.
7) Mosogatas, takaritas, rendcsinalas, elokésziilés a kovetkez6 méréshez.
(Az analitikdban a tisztasag nem fél egészség, hanem alapvetd
kovetelmény!)
8) A kromatogramok kinyomtatasa, jegyzokonyvben rogzitése.
9) A kromatogramok kiértékelése, az eredmények jegyzOkonyvben rogzitése.

3.1. Oldatsorozatok, mintak elokészitése

Az altalanos kémiai gyakorlat szerint jarunk el az oldatsorozatok eléallitasanal.
Mivel a vizsgalatoknak nagyon kicsi az oldatigénye, a modszernek pedig relative
nagy a hibaja, altalaban elegendd, ha automata pipettak hasznalataval végezziik a
higitasokat.

3.2. Lapok levagasa, mintak felcseppentése

A legels6 dolog a vékonyréteg lap elokészitése a mintak felcsepentéséhez. A lapokat
lehetdleg az éliiknél fogva, illetve a hatlapot tartva kezeljiik. Az aktiv réteget ne
fogjuk meg csupasz kézzel, mert az ujjlenyomatunk rajta marad! Ha van ra
lehetdség, érdemes vékony gumikesztyiit hasznalni. Ha nem az egész lapot akarjuk
felhasznalni, ugy le kell vagni belble a sziikséges darabot. Csunya és pazarld dolog
Ossze-vissza vagdalni egy lapot. A helyes gyakorlat szerint mindig egy teljes
lapszélességii csikot vagunk le, majd abbol szabjuk le a kivant méretet.
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Amikor olléval vagjuk a lapot, figyeljiink oda arra, hogy bal keziinkben legyen a
hasznalni kivant darab, jobb keziinkben az oll6. Ez azért fontos, mert az oll6 a vagas
soran enyhén meghajlitja/megtori a réteget és a hajlasnal az allofazis levalhat a
hordoz6 lemezrdl. Az aluminium hordozojii lapokat kdnnyebb vagni, mint egyes
milanyag hordozdjuakat, amelyekrdl a réteg kifejezetten konnyen lepattan.

Barkacskéssel ugy vagunk réteget, hogy a vagasi vonalhoz illesztiink egy vonalzot
(lehetéleg fémvonalzot), stabilan ranyomjuk a rétegre, majd a kés hegyével tobbszor
is végighaladunk a vagasi vonal mentén. El0szor finoman nyomva lekaparjuk a
réteget, majd er6sebben nyomva annyiszor végighaladunk a vonalon, amig a vagasi
vonal mentén elvalik a két fél egymastol.

A legnehezebb és a legnagyobb gyakorlatot az iiveg hordozoju lapok vagasa jelenti,
amelyekbdl 20 mm-nél keskenyebb darabokat vagastechnikai problémak miatt nem
készitiink. A vagashoz sima, tiszta asztalfeliiletre, alatétnek tiszta papirlapra,
vonalzéra, jelold tollra és egy jO mindségii iivegvagéra van sziikség. Kerekes
iivegvago is hasznalhato, de nagyon finom vagast csak vidia vagy gyémant hegyii
szerszammal lehet végezni. A nagy lapot réteggel lefelé forditva letessziik az asztalra
helyezett tiszta papirlapra, bejeloljik egy-egy pontban a vagasi egyenes két végét.
(A bejeloléshez legjobb a finom hegyii tablafile, az ugyanis szarazon letérdlhetd a
vagas utan.) A vonalz6t odaillesztjiik a vonal mellé (figyelni kell, hogy az iivegvagd
fejének megfeleld vastagsaggal elcsusztassuk), majd a lap egyik szélétél a masikig
hatarozott mozdulattal végigkarcoljuk az iivegfeliiletet. (Tobb karcolas néha javit,
néha ront a helyzeten.) A megkarcolt lap ala egy hurkapalcat helyeziink ugy, hogy a
palca pontosan a karcolas alatt legyen. Egyik keziinkkel rogzitjik a lemez egyik
végét a papiron, majd a tlsé oldalon hatarozottan lefelé megnyomjuk a lap masik
felét. Ha minden rendben megy, akkor az liveg a karcolas mentén kdnnyen, egyenes
vonalban elpattan. Eléfordul, hogy bekarcolaskor vagy pattintaskor a lap nem a
kivant helyen torik, hanem valahol mashol. Ennek az oka az tivegben 1évd rejtett
fesziiltség, vagy a nem megfeleld vagas lehet.
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13. abra Minimalisan sziikséges eszkdzkészlet a TLC-hez.

A felcseppentés elott hizzuk meg a startvonalat, jeloljiik ki a startpontokat! A foltok
alatti részt felhasznaljuk a minta azonositojanak felirasara, a réteg két oldalan 1évo
csikot pedig az eluens Gsszetételének, illetve a réteg tipusanak a felirasara. Ne irjunk
semmit sem a futtatasi teriiletre. Csak nagyon puha ceruzat hasznaljunk!

A felcseppentést ugy végezziik, hogy a kapillarist belemeritjiikk az oldatba, majd
kivessziik és Ovatosan, kis mozdulatokkal, tobbszor egymas utan hozzaérintjiik a
réteghez a kivant pontban. Két részlet kozott sziikség lehet a folt megszaritasara.
Igyekezziink azonos méretli foltokat felcseppenteni! Normal rétegnél a folt atmérdje
2-4 mm legyen, HPTLC-s rétegnél a cseppek kétszer olyan kozel keriilhetnek
egymashoz, ezért a foltok csak 1-2 mm atmérdjiiek lehetnek. Mennyiségi
vizsgalatokhoz kalibralt kapillaris hasznalata sziikséges, amit a térfogatatol és a
réteg anyagatol, vastagsagatol fliggben egy vagy tobb részletben iiritiink ki.

Tipikus felcseppentési koncentracio: kb. 1-10 mg/ml, tipikus felcseppentett térfogat:
0,50-5,0 mikroliter.

3.3. Kifejlesztés, elbhivas

A kadakrol szold fejezetben mar részletesen lattuk a telitett gbztér jelentGségét.
Amennyiben ikerkaddal dolgozunk, lehet6ség van a réteg mar leirt, kadban torténd
kondicionalasara. Amennyiben egyszer{i kaddal dolgozunk, béleljiik ki a kadnak a
réteggel szemkozti falat sziirGpapirral, Ontsiik bele az eluenst, zarjuk le a kadat,
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razzuk meg, hogy a fal megnedvesedjen, majd 15 percig hagyjuk allni. Ezutan a
kadat csak annyi idére nyitjuk fel, amig a felcseppentett réteget beleallitjuk, majd
visszazarjuk. Az 1d6zitd oran beallitjuk a futas idejét. Amennyiben nem ismerjiik a
sziikséges 1d6t, id6kozonként ellendrizziik az oldoszerfront helyzetét.

Miutan elértik a kivant futasi tavolsagot, kivessziikk a réteget és hajszaritoval
megszaritjuk.

A modszerben el6irt eldhivasi/vizualizacios modot hasznalva lathatova tessziik a
foltokat és dokumentaljuk a kromatogramot.

Magat a kifejlesztett lemezt nincs értelme a jegyzOkonybe beragasztani, mert a réteg
lepereg, iiveg hordozd esetén pedig nem fér bele a fiizetbe és torékeny is.
(Papirkromatogramot be Iehet ragasztani.) A vékonyréteg lapok helyett azok
kinyomtatott képét ragasszuk be. Fényképezdgép és nyomtatdo hijan irodai
fénymasolot is hasznalhatunk, de ekkor a masolas el6tt tegyiink egy-egy atlatszo
foliat a réteg ala és folé, nehogy beszennyezziik a fénymasold belsejét a reagenssel!
Amennyiben sem nyomtatd, sem fénymasoldo nem all a rendelkezésiinkre, akkor a
legbsibb modszer szerint egy fehér papirlapot a rétegre helyeziink, és ceruzaval arra
atmasoljuk a réteg és a foltok kdrvonalait.
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4. VEKONYRETEG KROMATOGRAMOK
ELEMZESE

4.1. Alapfogalmak

A vékonyréteg kromatogramokat kifejlesztésiik utan mindségileg illetve
mennyiségileg ki kell értékelniink. A  kiértékeléshez sziikséges alapvetd

paramétereket a kovetkez6 abran lathatjuk.
szabalyos vandorlas torzult vandorlas

eluens frontvonal —

: 4

- |
\ [ |n ‘\
T e el e

hstd
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startpont —

14. abra Vékonyréteg kromatogram a legfontosabb alapfogalmak és a kozvetleniil
mérhetd paraméterek feltiintetésével.

Két folt azonossaganak vagy kiilonbségének az eldontését a retencios faktorok (Ry)
alapjan végezziik. Az Ry értéket a kovetkezo képlettel definialjuk:
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ahol h= a kivalasztott folt k6zéppontjanak tavolsaga a felcseppentés helyétdl, H= az
olddszerfront tavolsaga a startvonaltol szamitva.

Az idealis folt tokéletesen kor alakd, mig a realis foltok jelentds hanyada inkabb
ellipszis alaku. Ellipszis alaku folt esetében a mennyiség fliggvényében valtozik az
Ry érték is, tehat ilyen anyagoknal a mindségi azonositas dnmagaban az Ry alapjan
meglehetdsen bizonytalan, vagy nem is lehetséges. A kovetkezo abran a vékonyréteg
kromatogramok esetén leggyakrabban tapasztalhat6 foltalak torzulasokra lathatunk
példakat.

c D
1
—

[ ]
[ ]
[ J
[
®
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®

15. abra Jellemzo6 foltalak torzulasok a vékonyréteg kromatografiaban.

Az A és B anyagok mennyiségétol fliggden vagy a foltok alja, vagy a teteje van egy
egyenesben. Nyilvanvalo, hogy a foltok kdzéppontjara szamitott Ry értékek nem
allandoak, hanem a koncentraciotol fliggenek, igy mindségi azonositdsra nem
alkalmasak. A folttipustol fliggéen azonban a folt aljara vagy tetejére szamolt Ry
értékek nagyjabol allandok.

A C tipusu folt olyan anyagnal jelentkezik, amelynek egy vagy tobb komponense
csak nagyon gyengén oldodik az eluensben. Az ilyen kromatogramok nem
értékelhetok, meg kell valtoztatni az eluens Osszetételét. A D tipusu folt akkor
jelentkezik, ha nagyon erds az adszorpcio az allofazison (pl. szilikagélen az aminok),
vagy ha a rétegen folyamatosan bomlik az anyag.
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Az el6z6 részekben lattuk, hogy milyen sok kérnyezeti tényezére lehet érzékeny egy
vékonyréteg kromatografias elvalasztas- Az Ry értékek szigortian véve csak az
azonos lapon, azonos koriilmények kozott futtatott mintak esetében hasonlithatok
Ossze! Az R; érték bizonytalansagat tigy lehet csokkenteni, ha a foltok futasat egy a
vizsgalt mintdhoz hasonldé kromatografias tulajdonsagi belsé standard futdsaval
hasonlitjuk Ossze. A bels6 standard retencids faktordra (Rgsa) vonatkoztatjuk a
vizsgalt folt Ry értékét, igy kapjuk az R, relativ futasi index értékét, ami stabilabb és
reprodukalhatobb, mint az Ry dnmagéban.

hS
Rf(std) = th
R, = Ry
R

f(std)

4.2. Mennyiségi meghatarozas a foltterulet alapjan

Mennyiségi meghatarozast legegyszertibben a foltteriilet kézi mérésével (kor vagy
ellipszis teriiletének szamitasaval), tobb ponthoz tartozoé kalibralo gorbe felvételével,
majd abbdl visszakereséssel végezhetiink.

A foltok teriiletét idealis esetben mint egy kor teriiletét szamitjuk ki, a jol ismert
képlet felhasznalasaval:

Ellipszis esetén a kis és a nagytengely hosszabol szamitjuk ki a teriiletet:

m-n-mw
4

T

crer

fliggvényében abrazoljuk az adott koncentraciokhoz tartozo foltteriiletet.
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4.3. Mennyiségi meghatarozas miiszeres
denzitometrias médszerrel

A foltteriilet helyett koncentraciomeghatarozasra sokkal nagyobb pontossaggal lehet
alkalmazni a denzitometrias eljarast. Professzionalis célokra mennyiségi méréseket
csak denzitométeres kiértékeléssel végeznek. Fontos tudnunk, hogy rossz
felcseppentési technika, pontatlan oldatok, torzult aramlasi viszonyok, nem kelléen
kontrollalt kromatografias koriilmények esetén a denzitométerrel kapott eredmények
az elkovetett kisérleti hibak miatt nem lesznek 1ényegesen jobbak, mint a szimpla
kézi kiértékelés eredményei.

4.4. Minbségi és mennyiségi kiértékelés digitalis
fényképek alapjan

A vékonyréteg kromatogramok koltséghatékonyabb, de miiszeres jellegi mennyiségi
kiértékelésre nagyon sok laboratoriumban igény van. A digitalis fényképezés
elterjedésével ma mar nem jelent problémat a jo mindségii képek készitése. A
kiértékeléshez pedig ingyenesen hozzaférheto egy olyan szamitogépes program, ami
nem csak szilirke arnyalatos modban képes a fényképek elemzésére, hanem az alap
szincsatornak felbontasaval olyan képeket is fel tud dolgozni, amelyek mas
programok esetén értékelhetetlenek (pl. halvanyzold hattéren halvany rozsaszinii
foltok). A tovabbiakban ennek a programnak a hasznalataval ismerkediink meg.

4.4.1. A CP-Atlas program hasznalata

A CP-Atlas programot mindenki ingyenesen letdltheti (http://lazarsoftware.com) és
szabadon feltelepitheti a sajat gépére, illetve megtalalhato a k6zos szamitastechnikai
teremben, ahol a gyakorlatokon készitett fényképek kiértékelését el lehet végezni. A
program barmilyen operacios rendszeren fut (Windows, Linux, stb.), csak a Java
futtatokornyezetet igényli, az pedig a legtobb gépen mar megtalalhaté. Mindig a
legfrissebb Java futtatd kdrnyezetet célszerli hasznalnunk, amit a Java honlapjarol
ingyenesen le lehet tolteni.

Telepités: nem kell telepiteni. A tomdritett fajlt ki kell csomagolni egy konyvtarba,
ahonnan a CpAtlas.exe fajl, vagy a CpAtlas.jar fajl kdzvetleniil futtathato. Az elsé
hasznalatkor el kell fogadni a licensz feltételeket az OK megnyomasaval. Innentdl a
program hasznalatra kész.
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Nyelv bedllitdsa: Ha a magyar nyelvii valtozatot toltottiik le az internetrél, akkor
eleve magyarul mikodik. Hiba esetén a program visszatér az angol
alapértelmezéshez. A language.txt fajlt at Iehet irni, igy a programot minden nemzet
anyanyelvére, illetve az egyes laboratériumok hazi hasznalatara is konnyen
honositani lehet!

A program hasznalata

A program nagyon egyszerii felépitésii, harom f6 ablakban talalhatdé meg az Gsszes
eredmény.

Az ablakok alapértelmezésben egymas alatt talalhatok és a bal fels6 sarokban, a
mentisor alatt 1év6 ikonokra kattintva lehet azokat az elétérbe hozni. A tovabbiakban
mindenki szabadon athelyezheti az ablakokat, ahogy az alabbi abran is lathatok.

Az analizishez el0szor be kell olvasnunk a kivant kromatogramot tartalmazo fajlt
(csak jpg, png és gif hasznalhatd). Nyomjuk meg az Uj analizis gombot, majd
keressilk meg és nyissuk meg a kivant fajlt. Ha sziikséges, kicsinyitsiik vagy
nagyitsuk a képet annyira, hogy jol kezelheto legyen.

Fifi Bullitiseh Swgisiy

T o vt 15 Mk WISnRs 4 Eqysteml egyoet e TLE akaniot .. 0 O | | 2] Grafion soiak i R Ly
2o T sesmeesee ] - ] e i | e ] Y2 ]

bl 0% =

%

o

csaniena | Cales warimal
: £

16. abra A CP-Atlas program képernycképe.
Kovetkezo 1épésben ki kell jeldlniink a képen a startvonalat, utana pedig az

olddszerfrontot. A Kép ablakban nyomjuk meg Startvonal/Frontvonal gombot. A
legordiilé meniibol valasszuk ki a Startvonal megaddasa pontot, majd kattintsunk a
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kivant startvonal egyik végére, utdna a masik végére. Megjelenik a startvonal a
képen. Amennyiben modositani szeretnénk a startvonalat, kattintsunk valamelyik
végpontjara és az egérgombot lenyomva tartva hiizzuk a végpontot az uj helyzetébe.
Hasonloképpen eljarva hozzuk 1étre az oldoszerfront jeldlésére szolgald frontvonalat,
ami a startvonalhoz hasonld6 médon modosithatd. (Csak akkor lehet a startvonalat és
a frontvonalat mozgatni, amikor még nincsenek kijelolve a savok. Ha mar
létrehoztunk legalabb egy savot, onnantdl kezdve csak a savok pontjai mozgathatok.
A startvonal vagy frontvonal kés6ébbi modositasahoz ki kell térdlni a savokat,
amelyekkel egyidejiileg az Osszes addigi eredmény is torlésre kertil.)

Hozzuk létre azokat a savokat, amelyek mentén fel szeretnénk venni a
denzitogramokat! Ezt ugy tudjuk megtenni, hogy a Letapogatds meniibol
kivalasztjuk az Uj sdv létrehozdsa pontot, majd a kivant startponthoz, utana pedig a
kivant végponthoz kattintunk. A klikkelés utan a végpontok automatikusan a
startvonalhoz illetve a frontvonalhoz ugranak. A sav végpontjai az egérrel megfogva
a kivant helyre huzhatok. A két ponttal jellemzett sav mellett hasznalhatjuk az Uj
tortvonal hozzaaddasa pontot is olyan esetben, amikor rossz mindségii, torzult
nyomvonalil foltsorozatot kell kiértékelniink. Ekkor a kivant pontokba kell
kattintani, majd a tortvonalat a jobb oldali egérgombbal vald kattintassal zarjuk le.
(Altalaban a tobb pontos/vonalas objektumok lezarasa a jobb oldali egérgombbal
valo Kkattintassal torténik.) Ne feledjiik: a jo eredmény alapvetd feltétele a jo
kromatogram! A tobb pontos tortvonallal megadott sav csak a kis futasi
egyenetlenség korrekcidjara szolgal! Ha nagy a torzulas, inkabb ismételjiik meg a
futtatast!) A mar létrehozott savok a végpontjuk kijelolése utan a meniin keresztiil
torolhetok. Torléskor az Osszes ahhoz a savhoz tartozo adat is torlodik. Savot
létrehozni a késdbbiekben is lehet.

A savok szélessége alapértelmezésben 1 képpont, de ettl szélesebb savot is
beallithatunk ugy, hogy a sav végpontjara kattintunk, majd a Sdv szélesssége
legordiild listabol kivalasztjuk a kivant szélességet. Tobb pontos savszélesség esetén
a parhuzamos kisérleti adatokat atlagoljuk, igy a zajszintet csokkenteni tudjuk ugy,
hogy megtartjuk a valodi kisérleti adatokat. (Ez nem azonos a gdrbe simitasaval,
amire a Grafikon ablakban, a Grafikon meniipont alatt van lehetéség. A simitasnal
az adott denzitogram szomszédos pontjai keriilnek bizonyos tartomanyon beliil,
Iépteté modban atlagolasra, ami optikailag simabba teszi a gorbét, de a nagyon kis
méretli képfajlok esetén modosithatja az integral értékeket.)
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E Kép ablak (G:\Munka'Munka-4 Egyetemi jeqyzetek\TLC gyakorlat ... o =
Kép Startvonal / Frontvonal Letapogatas...

Zoom: % Savszélessége:
w0 [-] [+ 1=

4] i ] ]
17. abra A Grafikon ablak. A képen lathato a startvonal, a frontvonal, valamint két
darab Iétrehozott sav.

Miutan kijeloltik a savokat, a Grafikon ablakban megjelenik a legutoljara
létrehozott savhoz tartozd denzitogram. A denzitogramon még nem szerepel az
alapvonal, sem pedig a csucsok, ezeket kézzel kell kijelolniink. A denzitogramok
kozott a Sav... legordiild listaval valaszthatunk.

Az Alapvonal meniipontban az Alapvonal hozzaaddsa pontot valasszuk ki
alapvonal kijeldléséhez. Kattintsunk a denzitogram bal sz¢élén a gorbére, majd még
annyi helyre, amennyit sziikségesnek latunk. Haladjunk a gorbe jobb széle felé, majd
a jobb szélén jeloljiik ki az utolsd pontot. Jobb oldali klikkeléssel zarjuk le az
alapvonal gorbét. Az egyes pontok huzasaval finoman allitsuk pontos helyére az
alapvonalat!

Az Integrdlas meniipontban valasszuk ki az Integral hozzaaddsa meniipontot, majd
kattintsunk a kivant csucs bal, utana pedig a jobb szélére! A denzitogramon szines,
arnyékolt teriiletként megjelenik a létrehozott csucs. A csucs folott olvashatd a
maximalis intenzitashoz tartozo Ry érték (ez lapos teteji, telitésben 1évd csucsoknal
nem mindig hasznalhato, de az esetek tobbségében jol miikddik), valamint a cstcsa
alatti teriilet, ami a foltban 1évé anyagmennyiséggel aranyos. A cstcsot hatarolo
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egyenesek az egérrel mozgathatdk, igy a cstucs kezdete és vége tetszés szerint
modosithato.

[/A] Grafikon ablak :
Grafikon Alapvonal... Integralas...

Sav...: Bﬂ Szincsatorna: |Szirkeskala |V| X Zoom: |mn|v| % ¥ Zoom: %

Terdlet#1: 7841
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18. abra A 2. sav mentén felvett denzitogram, a kijeldlt csticcsal.

A Szincsatorna listabol kivalaszthatjuk, hogy sziirkeskalas, vagy valamelyik
szincsatornas kiértékelést valasztjuk. A program kiilon-kiilon kezeli minden sav
minden szincsatornajat, igy akar csiicsonként is mas kiértékelést valaszthatunk!

EH Csucslista o J
Csiicslista

Sav sorszama Szincsatorna | Cslcs sorszama| Kezdd pixel sz3.. |[Zard pixel szama. Terilet Cslcs mawmin ...
1. Sziirkeskala 1 230 (0.48) 413 (0.87) 8568|309 (0.65)
7 Szirkeskala 1 54(0.11) 216 (0.46) 7241180 (0.38)

19. abra a denzitogramokban kijelolt csucsokrol késziilt cstcslista
Minden savhoz, minden szincsatorndhoz, minden csucshoz tartozoé adat

automatikusan atkeriil a Csucslista ablakba, ahol folyamatosan megtekinthetd. Az
egérrel kijelolve a csucslista sorait a Ctrl+C masolas utasitassal a vagolapra
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masolhatjuk az ablak kijelolt tartalmat, majd azt az Excel-ben a Ctrl+V utasitassal
beilleszthetjiik. Az Osszes tovabbi kiértékelést, abrazolast az Excel-ben végezziik.
Az adatok atvitele az OpenOffice tablazatkezel6jébe ugyanezen a modon lehetséges.

Fontos megjegyezniink, hogy mind a Kép ablak tartalma, mind pedig a Grafikon
ablakok tartalma jpg vagy png formatumu képként elmenthetd, és mentés soran még
tovabbi, itt nem targyalt grafikus opciok (pl. feliratozas, vonalvastagsag valasztasa,
stb.) is a rendelkezésiinkre allnak. Az elmentett képeket fel tudjuk hasznalni a
jegyzOkonyviinkben a csucsok, a denzitogramok dokumentalasara, vagy akar
tudomanyos kozlemények illusztralasara is. A kép felbontasat ugy tudjuk novelni,
hogy eldszor beallitjuk az X és Y zoom értékét 400 %-ra, majd utdna exportaljuk a
képet.
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5. MERESI FELADATOK

A gyakorlaton arra toreksziink, hogy minél tobb minta felhasznalasaval, minél
rovidebb 1id6 alatt tanulmanyozhassuk a rétegkromatografiakkal kapcsolatos
alapjelenségeket néhany érdekes és latvanyos kisérleten keresztiil. Ahhoz, hogy a
céljainkat egyetlen laborgyakorlat id6tartama alatt el tudjuk érni, szamos
kompromisszumos megoldast hasznalunk, amelyek az elméleti részben megadott
adatoktol eltérnek. Az eltérés szandékos, igy tudjuk biztositani azt, hogy lehetbleg
mindenki sajat keziileg tudjon kisérleteket végezni.

Az alapvetd eltérések a kdvetkezok: Nagyon kis lemezeket hasznalunk, nagyon rovid
tavon futtatunk. Kis kadban dolgozunk és a kad gbzterét altalaban nem telitjik. A
lap széléhez kozel is cseppentiink, és a cseppeket nagyon kozel tessziik egymashoz.

Ugyanazt a kapillarist hasznaljuk a mintak felcseppentéséhez, igy a cseppek mérete
remélhetdleg nagyjabol azonos lesz. A kapillarist a mintak cseppentése utan teljesen
ki kell {iriteni, majd négyszer ki kell mosni. Ezt ugy végezziik, hogy vizzel
teleszivatjuk, utana a végét egy sziirGpapir csikhoz hozzaérintjiik és teljesen
leiiritjiik. Két kis vizes mosoedényt hasznalunk, az elsé durva mosobol is kétszer,
majd a masodik tiszta mosobol is kétszer szivunk fel vizet. (A nem megfeleld
mosogatas a kromatogrambodl nagyon hamar kidertil...!)

Az elvégzendd feladatok ugy vannak bedllitva, hogy a tavolrol sem idealis
kromatografias koriilmények ellenére is jol lathato, jol értékelhetd eredményeket
adnak.

5.1. Kokamidopropil-betain kimutatasa

A kokamidopropil-betain zwitterionos feliiletaktiv anyag, amelyet altalaban 1-2 %-
os mennyiségben hasznalnak tusfiirdékben, folyékony szappanokban.

A gyakorlat célja az, hogy lassuk, vékonyréteg kromatografias modszerrel gyorsan
azonositani lehet aktiv fokomponenseket kereskedelmi haztartasvegyipari
termékekben. Az eljards megfelelé kalibralo oldatsorozat felhasznalasaval
mennyiségi meghatarozasra is alkalmas.
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A feliiletaktiv anyagok legnagyobb része nem tartalmaz kromofor csoportot,
szintelenek és az UV-elnyelésiik is nagyon kicsi, vagy nincs is. Nehéz az el6hivasuk,
mert kémiailag nagyon stabilis anyagok, csak nagyon agressziv reagensekkel lehet a
tulnyomo résziiket lathatova tenni.

Minta:

Réteg:
Eluens:

El6hivas:

kokamidopropil-betain (CAPB) standard (5 mg/ml)
ismeretlenek (6tszorosére higitott tusfiirdd és krémszappan)
o)

/\/\/\/\/\)LN/\/\N* o

i /\ s
szilikagél 60 F254,
50% kloroform, 50% metanol

1) UV 254 nm

2) jodgoz

3) 5% foszformolibdénsav, hevités
4) 50% H,SOs, hevités

Silicagel 60
R
5 kloroform - 5 metc_:nol

1 2 3
ismeretlen

CAPB

20. abra CAPB tartalmt anyagok mintakromatogramja

Készitsiik el6 a kadat és egy 4 cm széles sziirGpapir csikkal boritsuk be a belsd
feliiletét. Az eluensbdl 4-5 ml-t ontsiink a kadba, razzuk meg korkordsen az iiveget,
hogy minél jobban nedvesitse meg a papirt az eluens, majd tegyiik ra a kadra a

tetejét.
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Vagjuk le a megadott méretli réteget. Ceruzaval jeloljik meg a startvonalat és az
egyes mintak startpontjat. A réteg szélére aprd betiikkel felirhatjuk a futtatasi
koriilményeket. A kiadott standard oldatbdl ugyanazzal a kapillarissal 1 és 2 cseppet
cseppentsiik fel, majd az ismeretlenekbdl cseppentsiink fel 3-5 cseppet. Vigyazzunk
arra, hogy lehetdleg egyforma méretli cseppeket tegyiink, mert ettdl fiigg a felvitt
anyag mennyisége. Fejlessziik ki a réteget!

Vizsgaljuk meg a réteget UV 254 nm-es fényben! Latunk-e valamilyen komponenst?
Latjuk-e a CAPB standardot? Fényképezziik le a réteget UV fényben!

Allitsuk a réteget jodg6zzel teli edénybe néhany percre! Figyeljiik meg, hogy mely
foltok hivodnak el6!

Fiilke alatt szorjuk be a réteget foszformolibdénsavval! Hajszaritd legmagasabb
vagy holégpisztoly legalsé fokozataval melegitve hivjuk el6 a foltokat! Amikor mar
nem valtozik a szin és 0j foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a melegitést.
Fényképezziik le a réteget!

Fiilke alatt szorjuk be a réteget 50 %-os kénsavval! (Vigyazat, nagyon agressziv ¢s
mar6!) Holégpisztollyal vagy rezsoval hevitve hivjuk eld az eddig lathatatlan
foltokat! Ha nem vigyazunk, nagyon konnyen talszalad a folyamat, az egész réteg
bekékiil, majd kifakul. Esetenként csak néhany tiz masodperces hevités sziikséges!
Fényképezziik le az elhivott réteget!

A jegyz6konyvbe keriiljenek be a kifejlesztett lap képei minden egyes eldhivasi
fazisban!

Szoftveresen a denzitometrias integralok alapjan, vagy kézzel a foltteriiletek alapjan
értékeljiik ki a kromatogramokat! Két pontos kalibracié alapjan hatarozzuk meg,
hogy hozzavetblegesen mennyi lehet a CAPB koncentracioé az eredeti termékekben!
(Ne felejtsiik el a higitasokat és a cseppek szamat is figyelembe venni a szamitasok
soran!)

Ha csak egyetlen el6hivasi modot hasznalhatna, melyiket valasztanda a CAPB
tartalom kimutatasahoz?
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5.2. Edeskéményolaj vizsgalata

A gyakorlat célja az UV-detektalas és a mennyiségi kiértékelés alapjainak az
elsajatitasa, valamint szinreagensek szelektivitdsanak vizsgalata

Az édeskdmény olajban sok komponenst lehet kimutatni, ezek konkrét kémiai
azonositdsa nem célja a gyakorlatnak. A legnagyobb mennyiségben 1évo
komponensek novekvo Ry érték szerint az anizsaldehid, fenchon és anetol.

Réteg: szilikagél 60 F254, 40 mm x 50 mm

Kad: szlrdpapirral kibélelt vérlemezfestd kad

Minta: kereskedelmi édeskomény illoolaj oldata
Eluens: CH,Cl,

GOoztér telités: 10 perc (a réteget ezutan helyezziik bele)
El6hivas: 1) UV-254 nm (s6tét foltok fényes vilagoszold hattéren)

2) 5% foszformolibdénsav, hevités110 °C-on a 1-5 percig
(sotétkék foltok halvany zoldessarga hattéren)

3) 50% H,SO4, hevités 110 °C-on a sziikséges ideig (1-8 perc)
(tovabbi sotétkek, illetve szenesedd foltok)

21- abra Edeskéményolaj TLC mintakromatogramja UV 254 nm fényben.
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Készitsiik el6 a kadat és egy 4 cm széles sziirGpapir csikkal boritsuk be a belsd
feliiletét. Az eluensbdl 4-5 ml-t ontsiink a kadba, razzuk meg korkordsen az iiveget,
hogy minél jobban nedvesitse meg a papirt az eluens, majd tegyiik ra a kadra a
tetejét.

Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljilk meg a startvonalat és az
egyes mintak startpontjat. A réteg szélére aprd betiikkel felirhatjuk a futtatasi
koriilményeket. A kiadott oldatbdl ugyanazzal a kapillarissal a pontokba 1, 2, 3, 4,
ill. 5 cseppet cseppentsiik fel, vigyazzunk arra, hogy lehetéleg egyforma méretii
cseppeket tegylink, mert ett6l fiigg a felvitt anyag mennyisége. Fejlessziik ki a
réteget!

Kifejlédés utan szaritsuk meg hajszaritoval, majd 254 nm-es UV lampa alatt nézziik
meg a réteget! UV-fény alatt fényképezziik le a réteget!

Fiilke alatt szorjuk be a réteget foszformolibdénsavval! Hajszarité legmagasabb
vagy holégpisztoly legalsé fokozataval melegitve hivjuk el6 a foltokat! Amikor mar
nem valtozik a szin, és 0j foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a melegitést.
Fényképezziik le a réteget!

Fiilke alatt szorjuk be a réteget 50 %-os kénsavval! (Vigyazat, nagyon agressziv ¢s
mar6!) Holégpisztollyal vagy rezsoéval hevitve hivjuk eld az eddig lathatatlan
foltokat! Ha nem vigyazunk, nagyon konnyen talszalad a folyamat, az egész réteg
bekékiil, majd kifakul. Esetenként csak néhany masodperc hevités sziikséges!
Fényképezziik le az elhivott réteget!

A jegyzOkonyvbe keriiljenek be a kifejlesztett lap képei minden egyes el6hivasi
fazisban!

Az UV-fényben késziilt képet szoftveresen értékeljiik ki. Minden egyes mintara
hozzuk 1étre a sziirke szincsatornaban a denzitogramot! Jeldljik ki a harom
legintenzivebb csucsot! A csucstablazatban jeloljik ki az Osszes sort, majd
exportaljuk az adatokat az Excel-be (vagy mas tablazatkezelGbe)!

Minden egyes cstcsra hozzuk 1étre a kalibrald gorbét!

Vizsgaljuk meg, hogy linearis-e a kapott cstcsteriilet-cseppszam gorbe! Ha nem,
értelmezziik, hogy mi lehet az eltérés oka!

47



Nyomtassuk ki a kapott grafikonokat mindhdrom komponensre (lehet kdzosen
abrazolva is) és ragasszuk be a jegyzOkonyvbe! Milyen hibalehetdségeket lat a
szoftveres kiértékelés esetén?

Manualisan is hatarozzuk meg az Ry értékeket, valamint a csucsteriileteket!
Az el6z6vel azonos modon Excel-ben hozzuk Iétre a kalibralo gorbéket!
Nyomtassuk ki ezeket a gorbéket is! Melyik esetben jobb a linearitas?

Melyik médszer szerinti kiértékelés igényelt tobb id6t? Milyen hibalehetdségeket lat
a manualis kiértékelés esetén?

5.3. Aminosavak hidrofob kolcsonhatas
kromatografiaja

Az aminosavak izoelektromos pontja az a pH érték, amelyen az adott aminosav
pontosan a zwittrionos szerkezetben talalhato, és kifelé elektromosan semleges. Az
attol kisebb pH-n kationos, az attél nagyobb pH-n anionos tulajdonsagii. A pH
megfelelé megvalasztasa lehetOséget teremt arra, hogy az aminosavakat jol
megvalasztott pH-n mutatott toltésiik alapjan ioncseréld fazisokon szétvalasszuk

egymastol.

Amikor polisztirol (vagy mas hidrofob polimer) vazat tartalmazé ioncseréld rétegen
torténik az aminosavak elvalasztasa, nem csak a toltés mennyisége az, ami az
elvalasztasi folyamatot iranyitja. Megjelenik az aminosav molekulak apolaris részei
¢s maga a polimer matrix nem to6lt6tt részei kozott egy nem ionos jellegii, Van der
Waals-féle kolcsonhatas, amit hidrofob kolcsonhatasnak neveziink.

Azt a kromatografias eljarast, amely az apolaris molekularészek és az allofazis
hasonld jellegii molekularészletei kozotti kdlcsonhatast hasznalja fel a komponensek
szétvalasztasara, hidrofob kolcsonhatas kromatografianak nevezziik, és nagy a
jelentdsége a toltéssel rendelkezé biomolekulak vises oldatokban torténd
elvalasztasaban.

A hidrofob kolcsonhatasok rendkiviili szerepet jatszanak a biomolekulak kozotti
kolcsonhatasokban. A nagyon polaris vizben az apolaris molekularészletek kozott
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fellépé vonzoéerének az entropia ndvekedése a 6 hajtoereje. Azzal, hogy két
molekula hidrofob része egymashoz kozelit, vizmolekulak szorulnak ki a hidratacios
szférabdl, igy az asszociatum Iétrejottét entropianovekedés kiséri. A hidrofob
kolcsonhatasok a hidrogénkotések mellett a legjelentdsebb iranyitd erét képviselik,
amelyek meghatarozzak egy fehérje molekula térszerkezetét, pl. a hajtogatottsagat.

Ahhoz, hogy dnmagaban a hidrofob kdlcsonhatas szerepét lassuk, olyan ioncseréld
réteget hasznalunk, amelyen az ioncserélé csoportok mar nem aktivak, igy
zavartalanul lathatjuk a matrix szerepét. A vizsgalatokhoz nagyon régen (mintegy
30 évvel ezelott) gyartott, Fixion 50x2 réteget hasznalunk, ami valamikor
kationcseréld tulajdonsagl volt, de mara mar elvesztette az ioncseréld aktivitasat.

Vizsgalati anyag: A) sorozat:
alanin (0,66%), leucin (0,66%), triptofan(0,66%), lizin (0,66%)
ismeretlen oldat

B) sorozat:
glutaminsav (0,66%), prolin (0,66%), szerin (0,66%),
triptofan(0,66%), lizin (0,66%)
ismeretlen oldat

Réteg: régi Fixion 50x2 réteg, 40 mm x 50 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap alsé sz€1étol, egyenletes tavolsagokban, 1-1 csepp

Eluens: H,O
Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gozteri, sziir6papir bélés nem kell
El6hivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-8 perc)

Készitsiik el6 a kadat, az eluensb6l 3 ml-t ontsiink a kadba és tegyiik ra a kadra a
tetejét. Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljiik meg a startvonalat
és az egyes mintak startpontjat. A startpontok ala irjuk fel valamilyen roviditett
formaban, hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére apro betiikkel
felirhatjuk a futtatadsi koriilményeket. Cseppentsiik fel a standardokat és az
ismeretlent, majd fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan szaritsuk meg hajszaritoval,
majd flilke alatt a megadott szinreagenssel szorjuk be! Hajszaritoval erdsen
melegitve hivjuk el6 a foltokat. Amikor mar nem valtozik a szin, és 1 foltok sem
jelennek meg, abbahagyhatjuk a melegitést.
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Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évé komponensek
R értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponens(ek)et tartalmazott az
ismeretleniink! A kiértékelést végezhetjiik kézzel, illetve szoftveres segitséggel. A
jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe kinyomtatva, vagy kézzel
atrajzolva!

22. abra Aminosavak mintakromatogramja Fixion 50x2 rétegen.

A 22. éabra alapjan adjuk meg, hogy mely aminosavakat nem tudnank egymastol
megkiilonboztetni ezzel az eljarassal!

5.4. Aminosavak elvalasztasa papirkromatografiaval

A papirkromatografia felbontoképessége rosszabb, mint a vékonyréteg
kromatografiaé, ezért kozel azonos futasi tavolsagon nem varhatjuk a foltok olyan
szétvalasat, mint a rétegen. A papir rostszerkezetébdl kovetkezoleg a foltok széle
sem olyan éles, mint a rétegen. Mindenképpen érdekes azonban latnunk a futasi
képet, kiilonosen a vékonyrétegen kapott képpel dsszehasonlitva.

Vizsgalati anyag: alanin (0,66%), leucin (0,66%), triptofan(0,66%), lizin (0,66%)
prolin (0,66%), glutaminsav (0,66%), szerin (0,66%)

ismeretlen oldat

Réteg: Whatman 3MM vagy 2CHR kromatografias papir
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40 mm x 50 mm, vagy 40 mm x 66 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap als6 sz€Iétdl, egyenletes tavolsagokban,
1-1 nagyon kicsi(!) csepp

Eluens: 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH - 5 ml H,0O,

vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH — 3 ml H,O elegye
Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gézterti, szlirGpapir bélés nem kell
El6hivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-8 perc)

23. abra Aminosava mintakromatogramja papiron.

Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljiik meg a startvonalat és az
egyes mintak startpontjat. A startpontok ala irjuk fel valamilyen réviditett formaban,
hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére apro betiikkel felirhatjuk a
futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a standardokat és az ismeretlent. Készitsiik
el a kadat, az eluensb6l 3 ml-t ontsiink a kadba, majd fejlessziik ki a réteget.
Kifejlodés utan szaritsuk meg hajszaritoval, majd fiilke alatt a megadott
szinreagenssel szorjuk be! Hajszaritoval erésen melegitve hivjuk eld a foltokat.
Amikor mar nem valtozik a szin, és 0j foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a
melegitést.

Tablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évé komponensek

Rf értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket tartalmazott az
ismeretleniink! A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve a szoftveres segitséggel. A
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jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe kinyomtatva, vagy kézzel

atrajzolva!

5.5. Aminosavak elvalasztasa celluléz rétegen

Vizsgalati anyag: alanin (0,66%), leucin (0,66%), triptofan(0,66%), lizin (0,66%)

Réteg:

Felcseppentés:

Eluens:
Kad:

El6hivas:

prolin (0,66%), glutaminsav (0,66%), szerin (0,66%)
ismeretlen oldat

Merck Cellulose 0,1 mm vastag vékonyréteg lap

40 mm x 50 mm

10 mm-re a lap also szEIétdl, egyenletes tavolsagokban,
1-1 nagyon kicsi(!) csepp

10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH — 5 ml H,O
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH - 3 ml H,O elegye
vérlemezfestd kad, telitetlen gozter(i, szlirGpapir bélés nem kell

0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-8 perc)
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24. abra Aminosavak mintakromatogramj_ei cellulozon. F?gyeljﬁk meg, hogy minden
aminosav ibolyaskék foltot ad, kivéve a prolint, ami sargat.
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Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljilk meg a startvonalat és az
egyes mintak startpontjat. A startpontok ala irjuk fel valamilyen réviditett formaban,
hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére apro betiikkel felirhatjuk a
futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a standardokat és az ismeretlent! Készitsiik
eld a kadat, az eluensb6l 3 ml-t ontsiink a kadba. Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés
utan szaritsuk meg hajszaritéval, majd fiilke alatt a megadott szinreagenssel szorjuk
be! Hajszaritoval er6sen melegitve hivjuk el6 a foltokat. Amikor mar nem valtozik a
szin, és 0j foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a melegitést.

Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évé komponensek
Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket tartalmazott az
ismeretleniink! A kiértékelést végezhetjiik kézzel, illetve szoftveres segitséggel. A
jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe kinyomtatva, vagy kézzel
atrajzolva!

5.6. Aminosavak elvalasztasa szilikagél rétegen

Vizsgalati anyag: alanin (0,66%), leucin (0,66%), triptofan(0,66%), lizin (0,66%)
prolin (0,66%), glutaminsav (0,66%), szerin (0,66%)
ismeretlen oldat

Réteg: Merck Kieselgel 60, 0,25 mm vastag vékonyréteg lap

40 mm x 50 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap also sz€EIétdl, egyenletes tdvolsagokban,

1-1 csepp
Eluens: 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH - 5 ml H,O

vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH - 3 ml H,O elegye

Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gozterti, sziir6papir bélés nem kell
El6hivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-8 perc)

53



25. abra Aminosavak mintakromatogramja szilikagélen.

Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljiik meg a startvonalat és az
egyes mintak startpontjat. A startpontok ala irjuk fel valamilyen réviditett formaban,
hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére apro betiikkel felirhatjuk a
futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a standardokat és az ismeretlent! Készitsiik
eld a kadat, az eluensb6l 3 ml-t ontsiink a kadba. Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés
utan szaritsuk meg hajszaritéval, majd fiilke alatt a megadott szinreagenssel szorjuk
be! Hajszaritoval er6sen melegitve hivjuk el6 a foltokat. Amikor mar nem valtozik a
szin, és 0j foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a melegitést.

Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évé komponensek
Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket tartalmazott az
ismeretleniink! A kiértékelést végezhetjiik kézzel, illetve szoftveres segitséggel. A
jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe kinyomtatva, vagy kézzel
atrajzolva!

5.7. Emberi bor feliiletén lévo aminosavak azonositasa

Az emberi bér feliiletét hiitd és a kiszaradastol 6vo izzadtsag f6 komponensei a viz,
tejsav, karbamid, asvanyi anyagok, nyomelemek, valamint szerves vegyiiletek,
tobbek kozott aminosavak. Célunk az, hogy azonositsuk a bor feliiletérdl vizzel
leoldhatd6 aminosavakat a standardokkal Osszehasonlitva. Bar az aminosavak
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koncentracidja nagyon kicsi a boérfeliileten, a ninhidrines el6hivas mar nagyon kis
mennyiséget is lathatova tesz. (Ne fogjuk meg a réteg feliiletét csupasz kézzel, mert
kiilonben el6hivaskor az ujjlenyomatunk is lathatd lesz!)

Mintak: alanin (Ala, 0,66%), leucin (Leu, 0,66%), triptofan(Trp,
0,66%)

lizin (Lys, 0,66%), prolin (Pro, 0,66%),

glutaminsav (Glu, 0,66%), szerin (Ser, 0,66%)

borfeliilet lemosasabol szarmazo ismeretlen oldat

Réteg: Merck Cellulose 0,1 mm vastag vékonyréteg lap
40 mm x 50 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap also széEIétdl, egyenletes tdvolsagokban,

1-1 nagyon kicsi(!) csepp

Eluens: 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH — 5 ml H,O
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH - 3 ml H,O elegye
Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gozter(i, szlirGpapir bélés nem kell
El6hivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-8 perc)
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26. abra Human bérfeliilet aminosavjainak meghatarozasa

Ontsiink 0,5-1 ml vizet a tenyeriinkbe és alaposan dorzséljiik szét! Hajlitsuk be a
tenyeriinket, hogy kb. 50-100 mikroliter viz Gsszegyiiljon, majd egy pipettaval
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szivjuk fel és vigylik at egy mintas {ivegbe! Ez az oldat lesz a vizsgalati mintank.
Mivel az oldat nagyon hig, legalabb 10-15 cseppet fel kell cseppenteniink ahhoz,
hogy lathatd eredményt kapjunk. Az oldatban nagyon sok natrium-klorid és egyéb
anyagok vannak, a kifejlesztés soran altalaban nem kapunk idealis foltokat, a
sotartalom miatt a foltok kdzepe esetleg vilagos lesz.

Miutan készen van a minta, vagjuk le a megadott méretli réteget. Ceruzaval jeloljiik
meg a startvonalat és az egyes mintak startpontjat. A startpontok ald irjuk fel
roviditett formaban, hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére aprod
betiikkel felirhatjuk a futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a standardokat és az
ismeretlent! Készitsiik elé a kadat, az eluensbdl 3-4 ml-t Ontsiink a kadba.
Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan szaritsuk meg hajszaritoval, majd fiilke alatt
a megadott szinreagenssel szorjuk be! Hajszaritoval erésen melegitve hivjuk el6 a
foltokat. Amikor mar nem valtozik a szin, és 10j foltok sem jelennek meg,
abbahagyhatjuk a melegitést.

Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évé komponensek
Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen aminosavak voltak a vizsgalt borfeliileten!
A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve szoftveres segitséggel. A jegyzOkonyvbe
keriiljon be a kifejlesztett lap képe kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolva!

5.8. Etelfestékek elvalasztasa papirkromatografiaval

Réteg: Whatman 3MM vagy 2CHR kromatografias papir
40 mm x 50 mm vagy 40 mm x 66 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap alsé sz€EIétdl, egyenletes tdvolsagokban,

1-1 nagyon kicsi(!) csepp

Mintak: E102, E122, E131 ételfestékek oldatai
ismeretlen (kereskedelmi, ételfestéket tartalmazo oldatok)

Eluens: pH 7 foszfat puffer
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH - 3 ml H,O elegye
vagy 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH - 5 ml H,O elegye

Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gozterii, szlirGpapir bélés nem kell
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27. abra Etelfestékek mintakromatogramja kétfajta tipust kromatogréafias papiron.

Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljilk meg a startvonalat és az
egyes mintak startpontjat. A startpontok ala irjuk fel, hogy milyen anyag keriil abba
a pontba. A réteg szélére aprd betlikkel felirhatjuk a futtatasi koriilményeket.
Cseppentsiik fel a standardokat és az ismeretlent! Készitsiik el6 a kadat, az
eluensbél 3 ml-t ontsiink a kadba. Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan szaritsuk
meg hajszaritoval!

Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évé komponensek
Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket tartalmazott az
ismeretleniink! A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve szoftveres segitséggel. A
jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe kinyomtatva, vagy kézzel
atrajzolva!

Hasonlitsuk Gssze a rétegen és a papiron kapott foltokat sajat méréseink, vagy azok
hianyaban a mintakromatogramok segitségével!

5.9. Etelfestékek elvalasztasa cellul6z vékonyrétegen

Réteg: Merck Cellulose réteg, 0,1 mm vastag
40 mm x 50 mm vagy 40 mm x 66 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap also sz€Iétdl, egyenletes tavolsagokban,

1-1 nagyon kicsi(!) csepp
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Mintak: E102, E122, E131 ételfestékek oldatai
ismeretlen (kereskedelmi, ételfestéket tartalmazo oldatok)

Eluens: pH7 foszfat puffer
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH - 3 ml H,O elegye
vagy 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH - 5 ml H,O elegye

Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gozter(i, szlirGpapir bélés nem kell

28. dbra Etelfestékek mintakromatogramja celluloz rétegen.

Vagjunk le a megadott méretli réteget. Ceruzaval jeloljiilk meg a startvonalat és az
egyes mintak startpontjat. A startpontok ala irjuk fel, hogy milyen anyag keriil abba
a pontba. A réteg szélére aprd betlikkel felirhatjuk a futtatasi koriilményeket.
Cseppentsiik fel a standardokat és az ismeretlent! Készitsiik elé a kadat, az
eluensbél 3 ml-t ontsiink a kadba. Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan szaritsuk
meg a réteget hajszaritoval!

Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évé komponensek
Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket tartalmazott az
ismeretleniink! A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve szoftveres segitséggel. A
jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe kinyomtatva, vagy kézzel
atrajzolva!
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5.10. Etelfestékek elvalasztasa forditott fazisu rétegen

Réteg: Merck Silica RP-18, 0,25 mm vastag (TLC-s réteg)
40 mm x 50 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap also sz€EIétdl, egyenletes tdvolsagokban,

1-1 nagyon kicsi(!) csepp (metanolos oldat)

Mintak: E102, E104, E122, E129, E131, E133 ételfestékek metanolos
oldatai
ismeretlenek (rum, kesertimandula, bonbon meggy aroma oldatok)

Eluens: 5 MeCN- 5 MeOH- 5 pH7 foszfat puffer (0,15 M)- 3 viz,
vagy 5 MeCN- 5 MeOH- 5 pH7 foszfat puffer (0,15 M)- 2 viz,
Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gozterti, sziir6papir bélés nem kell
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29. 4bra Etelfestékek elvalasztasa forditott fazison

Készitsiik eld a kadat, a belsejét béleljiik ki 4 cm széles sziirGpapir csikkal. Az
eluensbél 4 ml-t ontsiink a kadba, majd tegyiir ra a kadra a tetejét. Vagjunk le a
megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljik meg a startvonalat és az egyes mintak
startpontjat. A startpontok ala irjuk fel, hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A
réteg szélére apro betiikkel felirhatjuk a futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a
metanolos standardokat és az ismeretleneket! A standard oldatokbol és az

59



ismeretlenekbdl is legalabb 5 cseppet kell hasznalni! Minden csepp utan szaritsuk
meg a foltokat! Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan szaritsuk meg a réteget
hajszaritoval.

Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évé komponensek
Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket tartalmazott az
ismeretleniink! A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve szoftveres segitséggel. A
jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe kinyomtatva, vagy kézzel
atrajzolva!
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