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Jako$ciowa analiza chemiczna przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej
znalazla powszechne zastosowanie przede wszystkim w réznego rodzaju badaniach
naukowych. W porédwnaniu z chromatografia bibulowa, chromatografia cienko-
warstwowa jest metoda szybsza i tansza. Obszerne oméwienie zagadnien, zwigza-
nych z chromatografia cienkowarstwowa, znaleZ¢ mozna w ksiazce Opienskiej-
Blauth i in. (1967).

Sposrod licznych wersji chromatografii cienkowarstwowej, najbardziej znanymi
sa opracowane przez Stahla oraz przez Shandona. Natomiast w Katedrze Gene-
tyki SGGW stosowana jest z powodzeniem uoroszczona wersja chromatografii
cienkowarstwowej, opracowana w Instytucie Hodowli Roélin Sadowniczych
w Balsgard (Szwecja) przez profesora Nilsa Nyboma (Nybom 1964, Muszyn-
ski 1964, 1968, Muszynski, Nybom 1968).

Wielka zaleta omawianej wersji jest wyjatkowo proste oprzyrzadowanie, jakie
moze by¢ wykonane w kazdym chyba laboratorium.

Najwazniejszym elementem chromatografii cienkowarstwowej sa plytki szklane,
ktére sa nastepnie powlekane cienka warstwa adsorbenta. Szklo to winno charak-
teryzowac si¢ wyré6wnana gruboécia i wyr6wnana powierzchnia. Zazwyczaj stosuje
si¢ szklo odpowiednio szlifowane, jednakze szklo takie jest stosunkowo drogie.
Mozna tez stosowac szklo z plyt fotograficznych, ktére jest o wicle tarisze. Plytki
fotograficzne otrzymaé¢ mozna w niektérych pracowniach fotograficznych. Emulsje
fotograficzng usuwa si¢ latwo przy uzyciu mocnego lugu, najlepiej po uprzednim
zamoczeniu przez okres jednej nocy.

Umyte plytki suszy si¢ w odpowiednich podstawkach (ryc. 1). Podstawki te moga
réwniez stuzy¢ do przechowywania plytek juz powleczonych adsorbentem, po
uprzednim zlozeniu dwu plytek warstwa adsorbenta do $rodka.

Zmywanie adsorbenta dokonywane jest atwo przy pomocy wody z dodatkiem
detergentéw, np. pltynu ,,FF“. Szczegdlna uwage nalezy przy tym zwréci¢ na to,
by plytki nie ulegly zatluszczeniu.

Najwazniejszym elementem omawianej wersji jest uproszczenie procesu powle-
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Ryc. 1. Podstawki na plytki

kania plytek. Plytki ukladane sa w szeregu na podstawie wykonanej z drewna, za-
opatrzonej na rogach i po$rodku w urzadzenia do regulacji poziomu, kontrolo-
wanego poziomicg murarska. Powierzchnia tej podstawy winna by¢ bardzo gltadka
i pokryta tworzywem sztucznym (np. gumoleum), na ktérym przed ufozeniem piytek
rozprowadzamy niewielka ilo§¢ wody, co zapewnia dobre przyleganie plytek do
powierzchni (ryc. 2). Utozone w ten sposéb plytki nie ulegaja przesunigciom podczas
powlekania. Réwny szereg plytek otrzymuje si¢ przy pomocy odpowiedniej linii,
wykonanej badZ ze szkla organicznego, badZ z innego materialu, odpornego na
dziatanie wody.

Powlekanie plytek adsorbentem dokonywane jest przy pomocy specjalnego
powlekacza, wykonanego ze szkla organicznego (por. ryc. 2). Wymiary powlekacza
musza odpowiadaé wielkoéci powlekanych plytek. Obie $cianki boczne powlekacza
sa podwojne, przy czym wewngtrzne sa nieco nizsze. Powlekacz spoczywa na piyt-
kach swymi $ciankami wewnetrznymi, natomiast $cianki zewnetrzne unosza si¢
nieco nad powierzchnig stotu na zewnatrz od plytek. Przednia Scianka powlekacza
jest nieco zaokraglona, co ulatwia $lizganie si¢ po plytkach przy przesuwaniu z jednej
plytki na druga. Tylna $cianka jest przymocowana na stale do $cianek bocznych
w ich tylnej czeéci, przy czym tuz za miejscami polgczenia przymocowane sa do
§cianek bocznych dwa §lizgacze, ktoérych polozenie moze by¢ zmieniane w kierunku
pionowym. Poprzez odpowiednie ustawienie tych $lizgaczy reguluje si¢ wielkos¢
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Ryc. 2. Powlekacz plytek

szczeliny, jaka powstaje migdzy tylna $Scianka powlekacza a powierzchmig plytek.
Wielkos¢ szczeliny decyduje o gruboéci warstwy adsorbenta.

W celu wykonania powlekania, powlekacz ustawia si¢ na pierwszej plytce
w rzedzie. Odpowiednio przygotowana zawiesing adsorbenta wlewa si¢ do powle-
kacza, a nastepnie przesuwa si¢' powlekacz wzdtuz szeregu plytek. Tak pokryte
plytki pozostawia si¢ na stole przez pewien czas celem przeschnigcia. Wysychanie
plytek moze zosta¢ przy$pieszone przez umieszczanie ich w suszarce.

Trzeba zaznaczy¢, ze czg$é plytek bedzie wykazywaé nieréwnomierno$ci w po-
kryciu, jakie powstaja na skutek wstrzaséw powlekacza przy przechodzeniu z jednej
ptytki na druga. Nalezy jednak podkresli¢, ze jako$¢ pokrycia zalezna jest od wprawy
powlekajacego, stad tez wskazane jest, by powlekanie wykonywane bylo przez ta
samg osob¢, co zapewni dobra jako$¢ plytek.
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Ryc. 4. Suszenie probek
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Ryc. 5. Rozwijanie chromatogramow

Ryc. 6. Kamery
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Ryc. 7. Kosze do zrOwnowazenia par

Dalszym usprawnieniem, zastosowanym w omawianej wersji, jest uzycie specjal-
nych szablonéw do zaznaczania zaréwno miejsca startu, jak i marginesu, do ktorego
dochodzi linia frontu. Dzigki temu na wszystkich plytkach odlegto$¢ od startu do
frontu jest taka sama, wskutek czego réwniez wartoéci R, odczyta¢ mozna przy
pomocy odpowiednich szablonéw. Punkt startowy zaznacza si¢ lekko otowkiem,
za$ margines powstaje przez przerwanie warstwy adsorbenta przy pomocy odpo-
wiedniego rylca, wykonanego takze ze szkla organicznego. Ten sam szablon, dzigki
naniesionej skali, stuzy do odczytywania wartoéci R; (ryc. 3).

Nanoszenie badanej substancji w punkcie startowym dokonywane jest przy po-
mocy skalowanych mikropipet, najczgéciej o pojemno$ci 1 mikrolitra. Niektore
spotdzielnie szklarskie wykonuja takie pipety na zamowienie. Do suszenia nanoszo-
nych probek stuzy zwykla suszarka do wloséw (ryc. 4).

Rozwijanie chromatograméw zostato zmodyfikowane w ten sposob, ze w jedne)
kamerze rozwija si¢ kilka do kilkunastu chromatograméw jednocze$nie. Jest to
mozliwe, gdy plytki uklada si¢ w stosy, przy czym sasiednie plytki oddzielone sa
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Ryc. 8. Homogenizator

specjalnymi separatorami, wykonanymi najczesciej z polietylenu. Doskonale nadaja
sie do tego celu zuzyte wktady do dtugopisow, pocig¢te na dwumilimetrowe odcinki.
Kazdy stos jest nastgpnie zwigzany ni¢mi polietylenowymi (ryc. 5).

Jako kamery wykorzystywane sa akwaria o odpowiednich rozmiarach (ryc. 6).
Przykrywane sa one plytami z grubego szkla. Uszczelnianie uzyskuje si¢ przez uzycie
gabki z tworzywa sztucznego, umieszczonej w kopercie z folii polietylenowe;.
Plyte szklang mozna nastgpnie obcigzyé, co zapewnia dostateczng szczelno$¢ kamery.

Niektore solwenty wymagaja, by w kamerze nastapito zrownowazenie par przed
rozpoczeciem wilasciwego rozwijania chromatogramow. Osiaga si¢ je przez .zawie-
szenie chromatograméw nad solwentem w odpowiednich koszach ze stali kwaso-
odpornej (ryc. 7). Wymiary koszy zalezne sa od wielko$ci kamer oraz od rozmiaréw
ptytek. Trzeba jednak zwrdci¢ uwage, by umozliwialy one rozwijanie chromato-
gramow w obydwu kierunkach.

W Katedrze Genetyki stosuje si¢ chromatografi¢ cienkowarstwowa do oznaczania
barwnikow antocyjanowych w kwiatach roslin wyzszych oraz do oznaczania fenoli
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ro$linnych dla celéw chemotaksonomicznych. W obu przypadkach stosuje si¢ ptytki
powleczone zawiesing proszku celulozowego w wodzie. Celuloza tworzy wyjatkowo
trwalg warstwe i jest szczegdlnie dogodna do tego rodzaju badan, jakie sa prowadzone
w Katedrze Genetyki. Jedyna trudno$cia jest uzyskanie wlasciwej zawiesiny celulozy
w wodzie, co mozliwe jest jedynie przy zastosowaniu wysokiej klasy homogeniza-
tora (ryc. 8). Wydaje si¢, ze produkowany w kraju homogenizator ,,Unipan* bedzie
spelnial wymagania, stawiane przez chromatografi¢ cienkowarstwowa.
(Wszystkie zdjecia wykonat W. Guzewski).

Katedra Genetyki SGGW Warszawa 25, Ursynow
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