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EESSONA

LOputdd teema ,Ohukese kihi kromatograafia meetodi kasutamine 2-metiitilresortsinooli
karboksuulimisproduktide anallitisimiseks™ oli valitud koost66s TalTech Virumaa kolledzi
Pdlevkivi Kompetentsikeskuse kituste tehnoloogia teadus-ja katselaboratooriumi
teaduri Larisa Grigorievaga. Kdik pohiandmed koguti TalTech Virumaa kolledzi Pdlevkivi

Kompetentsikeskuses.

Autor soovib avaldada tanu Idputédjuhendajale teaduri (PhD) Larisa Grigorievale

osutatud abi eest.

Votmesonad: Ohukese kihi kromatograafia, 2-metidlresortsinool, 2,4-dihlidroksi-3-
metlllbensoehape, 2-metldlresortsinooli karboksuulimisproduktide anallus,

diplomit6o.



LUHENDITE JA TAHISTE LOETELU

2,4-DH-3-MBA - 2,4-dihidroksi-3-metlidlbensoehape (ingl.k 2,4-dihydroxy-3-
methylbenzoic acid)

2-MR - 2-metiullresortsinool

5-MR - 5-metidlresortsinool

CAS - keemiline abstraktne teenus (ingl. k Chemical Abstracts Service)

GC - gaasikromatograafia (ingl. k Gas chromatography)

EOLSS - elu toetavate slisteemide entsliklopeedia (ingl. k Encyclopedia of Life Support
Systems)

p.a — analltisiks puhas (ingl.k pure for analysis)
pH - vesiniku potentsiaal (ingl.k Potential of hudrogen)
R - resortsinool

TLC - dhukese kihi kromatograafia (ingl. k Thin Layer Chromatography)



SISSEJUHATUS

Pdlevkivi peetakse peamiseks maavaraks, mis on Eesti keemiatodstuse tooraine.
Pdlevkividli on juhtivate pdlevkivitddtlemisettevotete: Viru Keemia Grupp AS (VKG AS),
Enefit Power AS, Kividli Keemiatédstuse OU (KKT OU) - pdhitoode. Pd&levkividlist
eraldatakse alkiUlresortsinoolide segu, mille vaartuslikud komponendid on resortsiin,
5-MR ja 2-MR. Need (alkidil)resortsinoolid saadakse polevkividli fraktsioonidest
kristalliseerimise meetodiga. Need voivad olla erinevate ainete, naditeks fenoolhapete
siinteesi toorained. Tuntud on fenoolhapete kasutamine aerogeelide, ravimite,

adhesiivide tootmiseks.

Praegu on alklilresortsinoolide ja nendel pdhinevate hapete maaramiseks erinevaid
meetodeid. Nende anallisi (kvalitatiivse ja kvantitatiivse) probleem on asjakohane ja
oluline. Selles t66s valiti 2-MR karbokstillimisproduktide anallilsimiseks dhukese kihi
kromatograafia (TLC). Teema aktuaalsus seisneb selles, et tana puudub ekspressne,
soodne, lldkattesaadav ja tapne meetod 2-MR ja  2,4-dihidroksi-3-
metulltlbensoehappe (2,4-DH-3-MBA) sisalduse maaramiseks 2-MR

karbokstuillimisproduktides.

TLC on lihtne, kiire ja odav meetod tundmatu koostisega U(hendite segu
kromatograafiliseks anallilisiks. See sobib suureparaselt nii ekspressanallilisiks kui ka

reaktsiooni kulgemise kontrollimiseks.

LOputoo eesmark on naidata TLC kasutamise vOimalust 2-MR karbokstilimissaaduste
kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks analilisiks. Selle eesmaéargi saavutamiseks maaratleti
jargmised Ulesanded: omandada TLC meetodi, kasutades arvutiprogramme plaatide
tdéotlemiseks SORBFIL TLC Videodensitometr ja Just TLC; valida ilmuti ja eluent 2-MR ja
2,4-DH-3-MBA eraldamiseks; analllsida 2-MR karboksitlimisprodukte.

Too uudsus seisneb selles, et hetkel puuduvad igasugused kirjanduslikud andmed voi

metoodikad 2-MR karboksutlimistoodete eraldamiseks ja anallitsimiseks TLC meetodil.

Uurimistdd kaigus maadrati 2-MR karboksiulimise produktides kvalitatiivselt 2-MR ja
2,4-DH-3-MBA. Eespool nimetatud ainete kvantitatiivseks maaramiseks on koostatud
kalibreerimisgraafikud. Vorreldi 2-MR karbokstlimisproduktide kvantitatiivset analidsi

TLC ja gaasikromatograafia meetodiga.

Uuringu kaigus saadud andmeid vOib kasutada 2-MR karboksuiilimisreaktsiooni

kulgemise kontrollimiseks nii uurimistdédde tegemisel kui ka tédstuspraktikas.



1. POLEVKIVIFENOOLID, NENDEL POHINEV HAPETE
SUNTEES JA ANALUUS TLC ABIL

1.1 Polevkivifenoolid

Fenoolid on aromaatsete sisivesinike derivaadid, milles ks voi mitu benseenitsiikli
vesinikuaatomit on  asendatud hidroksuttlrithmaga [1]. Vottes arvesse
hidrokstulrihmade arvu, jagatakse fenoolid (ihe- ja mitmeaatomilisteks.
Uheaatomiliste hulka kuuluvad fenool ja selle homoloogid - kresool, ksiilenool;

kaheaatomiliste hulka - resortsinool, alktdlresortsinool. [2]

Pdlevkivifenoolid saadakse pdlevkivi termilisel tootlemisel tekkinud vaigust.
Pdlevkivivaiku toddeldakse naatriumhtidroksiidi vesilahusega. Saadud fenolaatide lahus
puhastatakse neutraalsetest Olidest benseeni vdi kerge bensiiniga pesemise teel.
Fenoolid eraldatakse fenolaatide lagunemisel mineraalhappega. Koik saadud ehk

Uldfenoolid destilleeritakse vaakumis erinevateks fraktsioonideks. [2]

Pdlevkivivaigu fenoolid keemilise koostise jargi on keeruline segu erinevatest ainetest:
fenool, kresool, ksllenool ja nende derivaadid, samuti resortsinooli ja naftaleeni
derivaadid. [2]

Polevkivi-kukersiidi  termilisel téoétlemisel tekkinud pdlevkivifenoolid jaotuvad
kondensatsioonisiisteemis kahe segunematu vedeliku - vaigu ja vaiguvee - vahel.
Seetottu tuleks podlevkivi Uldfenoolide all mdista koéiki nii vees (vesilahustuv) kui ka
vaigus (0Olis lahustuvad, vaigused) lahustuvad fenoole. Suurem osa fenoolveest
eraldatud vees Ilahustuvatest fenoolidest on resortsinooli alkidlderivaadid

(alklGulresortsinoolid). [3:219]
Vees lahustuvate Uldfenoolide koostis on toodud tabelis 1.1.

Tabel 1.1 Vees lahustuvad pdlevkividli fenoolid EOLSS andmete jargi [4]

Komponent Pdlevkividli fenoolide sisaldus,

% mass.

Uhealuselised (kaasarvatud ksiilenoolid) 5,0-10,0
Resortsinool 0,5-2,0
2-metillresortsinool 0,5-1,5
4-metiulresortsinool 1,5-2,5

5-metiillresortsinool 25,0 - 35,0
2,5-dimetiulresortsinool 8,0-12,0
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Tabel 1.1 (Jatk)

Komponent Polevkividli fenoolide sisaldus,
% mass.
4,5-dimetlillresortsinool 8,0 -10,0
5-etlilresortsinool 9,0-11,0
Muud tuvastatud resortsinooli derivaadid 15,0 - 28,0
Identifitseerimata resortsinooli 3,0-7,0
derivaadid

Fenoolhapete (hidroksialkillbensoehapete) siinteesiks kasutatakse kdige sagedamini
resortsinooli, 2-MR ja 5-MR. Need resortsinoolid eraldatakse kristalliseerimise teel
VKG AS-i pdlevkividli fraktsioonidest. Teistes riikides (v.a Eesti) kasutatakse hapete
slinteesiks slinteetilist resortsinooli ja alklllresortsinooli. VKG AS toodab pdlevkividlist

Honeyol ja Rezol fraktsioonid. [5]

Honeyol fraktsiooni keemistemperatuur on 270-320°C. Antud fraktsioon koosneb
resortsinooli derivaatidest. Sisaldab véhemalt 48% 5-MR. Honeyol voib tdhusalt

asendada resortsinooli erinevates tootmisprotsessides. [5]

Rezol on alklilresortsinoolide fraktsioon, mille keemistemperatuur on lle 270°C. Antud
fraktsioon sisaldab umbes 40% 5-MR. Rezoli saab kasutada vaikude tootmise

toorainena. [5]

R (resortsinool). Molekulaarne valem on C4H,(OH),, resortsinooli molekulaarne mass
on 110,1 g/mol. Struktuurne valem on naidatud joonisel 1.1.

OH

Joonis 1.1 Resortsinool

Resortsinool on varvitu voi kergelt varvunud aine kerge I8hnaga. Puhas ja kuiv
resortsinool sulab 118°C juures, keeb 276,5°C juures, lahustub kergesti vees
(140g/100ml), alkoholis, kuid lahustub vdhe bensoolis. Uhend on kantud CAS-i
registrisse numbriga 108-46-3. Alustega moodustab resortsinool soolasid

(resortsinaate), kergesti mojustab formaldehildiga, moodustades kleepuvaid vaike. [2]
Resortsinool on kasutuses:

o keemiatddstuses kunstlike varvainete loomiseks;
e kolorimeetrilistes uuringutes raskmetallide sisalduse maaramiseks;

e varvainena karusnahatoodete valmistamisel;
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¢ meditsiinis; osa desinfitseerivatest ja haavade paranemist soodustavatest salvidest.

Kasutatakse seen- ja nahahaiguste raviks. [6]

2-MR (2-metiiiilresortsinool). Molekulaarne valem on C,Hg0,, molekulaarne mass on

124,14 g/mol. Struktuurne valem on naidatud joonisel 1.2

CH,

Joonis 1.2 2-MR

Antud (ihend on valge kristallaine. Siinteetiline 2-MR on saadud resortsinoolist. Uhend
on kantud CAS-i registrisse numbriga 608-25-3. Keemistemperatuur 264°C,
sulamistemperatuur 118-121°C. Slinontimideks on 2,6-dioks(itolueen, 2-mettil-1,3-

benseendiool. [7]
2-MR on kasutuses:

o kolorimeetrilistes koostistes ja ka antiokstidandina;
¢ karusnaha- ja juuksevarvide varvainena, sealhulgas ka keratiinlisandiga toodetes;

¢ farmakoloogias, ka kosmeetika vahendite ja parfliimide koostises. [7]

5-MR (5-metiililresortsinool). Molekulaarne valem on C,Hg0, , molekulaarne mass

on 124,14 g/mol. Struktuurne valem on naidatud joonisel 1.3

Joonis 1.3 5-MR

Antud Uhend on varvitu kristall, mis dhuga kokkupuutel muutub punakasroosaks.
Slnteetiline 5-MR on saadud resortsinoolist. CAS number on 504-15-4.
Keemistemperatuuriks on 280°C, sulamistemperatuuriks on 107-108°C.
Sltnondumideks on 3,5-dihtidroksitolueen, ortsiin, orsinool. Veega kristalliseerimise
teel moodustub orsiinmonohtidraat valemiga C,Hg0, - H,0, mis lahustub hasti vees,

alkoholis ja eetris. [8]

5-MR on kasutuses:
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e analldtilises keemias;
e ravimpreparaatide koostises;
e kosmeetikatoodete tootmises;

e karusnaha varvide koostises. [5]

5-MR ja 2-MR ks tahelepanuvaarsemaid kasutusviise on fenoolhapete siintees.

1.2 Fenoolhapped

Fenoolhapped (hlidroksiibensoehapped, aromaatsed hidroksikarboksiilhapped) on
aromaatsed hidroksihapped, mis sisaldavad (hte voi mitu hidroksttlrihma, mis on
otseselt seotud aromaatse tuumaga. Fenoolhapped on varvitu kristallained, mis
lahustuvad halvasti kiilmas ja kergesti kuumas vees, lahustuvad alkoholis ja eetris. Uhe
hidrokstulrihmaga (-OH) fenoolhapped lahustuvad vees halvasti. Fenoolsete -OH
rihmade arvu suurenemisega suureneb ka nende lahustuvus. [9] Fenoolhapped on
looduses levinud. Seetdttu saab neid leida ka looduslikust toorainest: veripunasest
viirpuust, arooniast, taruvaigust. Hlidroksiibensoehapped moodustavad olulise (ihendite
rithma, mida iseloomustab laiaulatuslik farmakoloogiline toime. Nendel Ghenditel on
viirusevastane, poletikuvastane, diureetiline, allergiavastane ja sapinoristi toime. Nad
osalevad inimese taastumis- ja kohanemisprotsessides ning aitavad ara hoida ka
erinevaid haigusi. [10] Aromaatseid hldroksukarboksullhappeid kasutatakse
farmaatsia- ja kosmeetikatdéostuses, asovarvide, fungitsiidide, aerogeelide ja plastiku
tootmises. Samuti antud Uhendid on antiseptikumid, on ka osa nahahaiguste raviks
moeldud salvidest, pastadest, pulbritest ja lahustest. Lisaks kasutatakse neid monedes

toiduainetes sailitusainetena. [11]

Fenoolhapete saamiseks kasutatakse sageli slnteetilisi meetodeid. Sulnteetilised
meetodid fenoolhapete tootmiseks algavad tavaliselt fenoolidest (nende derivaatidest)
ja aromaatsetest hapetest. Karboksulllrihma viiakse fenooli molekuli sisse ja fenoolne

hidroksaulrihm viiakse omakorda aromaatse happe molekuli sisse. [9]

Aromaatseid hldroksikarbokstllhappeid valmistatakse sageli fenoolide otsese
karboksuilimise teel. Antud Uhendite klassi peamiseks esindajaks on salitsitlhape.
Molekulaarvalemiks on C,H,(OH)COOH. Antud aine on varvitu, lahustub hasti etanoolis,
dietlitileetris. [9] Kui naatriumfenolaadi kuiva pulbrit CO;.ga kuumutatakse rohu all
temperatuuril 120-140 °C, viiakse CO, molekul fenolaadimolekuli fenoolrihma suhtes
orto-asendis. Moodustub salitsiitilhappe fenolaat. Seejérel isomeriseeritakse saadud
Uhend salitstiilhappe naatriumsoolaks. Salitsiltlhappe fenolaadi vaba karboksutlrGihm
mojutab asendatud fenoolriihma. Selle tulemusena moodustub salitslitilhappe sool.

Seda lagundatakse vaavelhappega ja saadakse salitstiilhape. [9]
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Joonisel 1.4 on naidatud salitstitilhappe moodustumise skeem.

o | o |
| A
S 0ONa S oNa
C =0 .~°
g AN c ~
N ONa  +HsS0, (7 OH _ \.Hso
I\ Rl T
~ T OH ~ TOH

Joonis 1.4 Naatriumfenolaadi karbokstidlimine [9]

Pdlevkivi alkillresortsinoole saab kasutada ka hiidrokslibensoehapete, naiteks 2,4-DH-

3-MBA ja 4,6-dihidroksii-2-metillbensoehappe tootmiseks.

2,4-DH-3-MBA (2,4-dihiidroksii-3-metiiiilbensoehape). Molekulaarne valem on
CgHg0,, molekulaarne mass on 168,15 g/mol, CAS numbriks on 4707-49-7. [12]
2,4-DH-3-MBA struktuurne valem on naidatud joonisel 1.5.

COOH

CH,

Joonis 1.5 2,4-DH-3-MBA [12]

See on valge kristallaine. Seda saadakse 2-MR karboksiilimisel, 3-metaul-B-
resortstiilhappe sitnontldmi. [13] 2,4-DH-3-MBA kasutatakse averufiini sltnteesil,

mis on kasulik vahelihend aflatoksiini B1 biosiinteesisis. [14]

4,6-dihiidroksii-2-metiiiilbensoehape. Molekulaarne valem CgHg0,,
molekulaarne mass on 168,15 g/mol, CAS numbriks on 480-64-8. 4,6-dihidroksi-

2-metlllbensoehappe struktuurne valem on naidatud joonisel 1.6.

COOCH

OH
Joonis 1.6 4,6-dihtdroksii-2-metiltilbensoehape.

Antud Uhendi saadakse 5-MR karboksuilimisel. Sinonliimiks on orseliinhape
(o-orselic acid). [16] Sulamistemperatuuriks on 173-174 °C,

keemistemperatuuriks: 257,07 °C (ligikaudne hinnang).
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1.3 Resortsinoolide karboksiiulimise meetodid

Karboksulitlimine on slsihappegaasi lisamise reaktsioon orgaanilistele ainetele

karboksullrihma moodustamisega. [17]

Resortsinool ja selle derivaadid karbokslilitakse slsinikdioksiidi ja leeliseliste
komponentide juuresolekul, moodustades karboksillhappelihendeid. Resortsinooli
monokarboksudlimise  korral  Ulekaalus olevateks  produktideks on  2,4-
dihtdroksiibensoehape (B-resorcylic acid ehk BRA) ning 2,6-dihlidroksiibensoehape (y-
resorcylic acid ehk GRA). [18]

Joonis 1.7 naitab reaktsiooni B-resortsiililhappe saamiseks resortsinooli reageerimisel

leelismetalli karbonaadiga.

KHEO/€0:

> ‘J: COOH

Joonis 1.7 Resortsinooli reaktsioon leelismetallkarbonaadiga [18]

Resortsinooli karboksililimiseks on mitmeid meetodeid, mida kasitletakse allpool.
Hiidroksiiareenide karboksiiiilimine metallalkiiiillkarbonaatidega. Resortsinooli
ja m-kresooli karboksilllimise reaktsioonis kasutatakse karbokstllimisreagendina

etldlstsihappe naatriumsoola. Joonis 1.8 naitab resortsinooli

karboksullimisreaktsiooni, kasutades etlillsisihappe naatriumsoola.

o

@ OH OH
NaQOC HOOC.
NaOC(O)OE— OH h HCI S
' T -EWOH TNaCT |
~0H A 0H

Joonis 1.8 Resortsinooli karboksuilimisreaktsioon [19]

Resortsinooli karboksutdllimine erinevatel temperatuuridel toob kaasa isomeersed
resortstllhapped: B-resortsiitlhape ja y-resortstilhape. Temperatuuril 120°C tekib B-

resortstllhape 59,7%, aga temperatuuril 160°C tekib y-resortsillhape 23,4%. [19]

Slntees viiakse |abi roostevabast terasest autoklaavi tiitpi aparaadis ilma lahusteid
kasutamata. Arvutatud kogused algreaktiive laaditakse klaasreaktorisse, mis on
asetatud terasest autoklaavi, millel on segisti, elektrikiite ja gaasilise stsinikdioksiidi
sisend/valjund. Autoklaavi suletakse, 6hu eemaldamiseks puhastatakse kaks korda
susinikdioksiidiga. Seejarel taidetakse slisihappegaasiga kuni 10 atm. Lllitatakse sisse

segamine ja kuumutamine. Reaktsioonisegu hoitakse teatud aja jooksul
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katsetemperatuuril. Parast seda IOpetatakse segamine ja kuumutamine. Autoklaav
jahutatakse toatemperatuurini. Reaktsioonisegu tdddeldakse veega. Veefaasi
ekstraheeritakse eetriga, et eemaldada lahteainet - hidrokstareeni.
Reaktsiooniprodukti eraldatakse veefaasi hapestamisel vesinikkloriidhappega ja

puhastatakse imberkristalliseerimisega. [19]

Erinevate protsessitingimuste mdju tulemused resortsinooli karboksuilimisreaktsiooni

kulgemisele naatriumetidllkarbonaadiga on toodud tabelis 1.2. [19]

Tabel 1.2 Resortsinooli karboksuililimine naatriumetttlkarbonaadiga [19]

Reaktsiooni labiviimise tingimused
" . ~ B-
Lahteainete Temperatuur, | Rohk | Kestus katse | regortsiiiilhappe
[resortsinool]: °oC CO,, | temperatuuril, saagis, %
[naatriumetiiiilkarbonaat] atm tund
molaarsuhe
2:1 120 10 4* 84,5
2:1 120 10 1* 71,6
2:1 120 10 6* 84,4
3:1 120 10 1* 66,1
2:1 160 10 4* 48,6
2:1 120 7 4* 81,7
2:1 120 12 4* 84,5
* Reaktsioonisegu temperatuuri tdstmise aeg katse temperatuurini 4 tundi

Kolbe-Schmitt' i reaktsioon. Fenoolist karboksUllilhapete saamiseks kasutatakse
traditsiooniliselt Kolbe-Schmitt®'i meetodit. Sel juhul Kolbe-Schmitt™i reaktsioon on
protsess B-resortstulhappe (2,4-dihtidroksiibensoehappe) slinteesimiseks

resortsinoolist kaaliumhudroksiidi vesilahuses koos gaasilise C0,. [20]

Joonisel 1.9 on toodud Kolbe-Schmitt" i reaktsioon.

OH
. _{*OH KOH =
& + CO, »  HO— ,—COOH
OH
Resortsinool Resortsiitlhape

Joonis 1.9 Kolbe-Schmitt' i reaktsioon [20]
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Slintees viiakse labi rohu all roostevabast terasest Parra reaktoris, millel on manomeeter
ja termopaar. Reaktorisse juhitakse kuni 0,100 dm?3 vett, mille kaudu mullitatakse
[dmmastikku hapniku eemaldamiseks. Lisaks lahustatakse selles resortsinool ja KOH.
Seejarel tostetakse temperatuuri etteantud vaartuseni 80 °C kuni 120 °C. Lahusesse
sisestatakse pidevalt 95% gaasilist CO, , mis sattub N, sisse. Osardohk on 1,0-3,0 baari
voolukiirusel 0,200 dm?® min. Parast CO, iga absorptsiooni I8ppemist (30-140 min),
parast tootlemist vesinikkloriidhappe vesilahusega saadakse reaktsiooniprodukti
sademena. Edasi  eraldatakse lahusest filtreerimisega ja puhastatakse
Umberkristalliseerimisega. Resortsinooli poolt neelatud €O, kogust hinnatakse
gravimeetriliselt karboniseeritud Ghendi massi jargi. IR-spektroskoopiat kasutatakse

reaktsioonisegust eraldatud 2,4-dihidroksiibensoehappe tuvastamiseks. [21]

Resortsinooli karboksiiiilimine ultraheli abil. Sellel B-resortsililhappe slnteesi
meetodil on tadiesti uus ldhenemine resortsinooli karbokstllimisele Kolbe-Schmitt
reaktsiooni abil. Meetod pdhineb Kolbe-Schmitt reaktsioonil, kasutades slsinikdioksiidi

kergetes ultraheli tingimustes. [20]

Ultraheli kasutamine suurendab reaktsioonikiirust, produkti saagist ilma kdrgeid

temperatuure ja rohku kasutamata. [20]

Joonisel 1.10 on toodud resortsinooli karboksutulimise reaktsioon ultraheli abil.

OH
-t KOH
& ) + CO, »  HO— ,—COOH
{ ), -

OH
Resortsinool Resortstllhape

Joonis 1.10 Resortsinooli karboksullimise reaktsioon [20]

Siintees viiakse |abi kahe avaga Uimarapodhjalises kolvis mahuga 250 ml. Kolbi laaditakse
resortsinool ja kaaliumhidroksiid. Reaktori Uhte avasse sisestatakse jahuti-
kondensaator. Gaasiline CO; juhitakse teatud kiirusega Iabi teise ava. Parast reaktsiooni
Idppemist eemaldatakse kolvi sisu. Produkti eraldatakse esmasest lahusest eetriga
ekstraheerimisel, millele jargneb loksutamine naatriumvesinikkarbonaadi veelahusega.
Veekiht hapestatakse vesinikkloriidhappega. Reaktsiooniprodukt ekstraheeritakse
seejdrel eetriga. Parast seda eeter aurustatakse. Identifitseeritakse tGhendid TLC abil.

Kasutatakse fikseeritud silikageeli voi alumiiniumoksiidi kihiga TLC plaate. [20]

Ultraheli voimalusega vanni tilpi aparaadis karboksillimise eksperimentaalne skeem

on naidatud joonisel 1.11
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Joonis 1.11 Ultraheli vdimalusega vanni tiilpi aparaadis karboksiillimise eksperimentaalne skeem
[20]

Alkiiiilresortsinoolide biokataliiiitiline karboksiiiilimine. Kolbe-Schmitt
reaktsiooni biokatalliltiline alternatiiv on mitteokslidatiivsete (de)karboksillaaside
kasutamine. Need katallisivad karboksillrihma poodrduvat sisseviimist/eemaldamist
orgaanilistest Uhenditest. Seda saab kasutada CO, allikana fenooli derivaatide

regioselektiivseks orto- ja parakarbokstitlimiseks bikarbonaadiga. [22]

Biokatalltiline karboksiilimine nduab palju véahem rangeid tingimusi kui klassikaline
Kolbe-Schmitt reaktsioon. Slintees toimub temperatuuril 30°C, atmosfaéari rohul voi
sellele ldhedal. CO, allikana kasutatakse kaaliumvesinikkarbonaati vOi
naatriumvesinikkarbonaati. Reaktsiooni tasakaal nihkub fenoolsete Uhendite suunas.
Tasakaalu nihutamiseks karboksuulimisproduktide moodustumise suunas on vaja erilisi

tingimusi. [22]

Alklulresortsinoolide biokatalltilise karboksuilimise skeem on naidatud joonisel 1.12

\ oM o
) S S

puhas hape
>99%

taaskasutamine

Joonis 1.12 Biokatalltiline karboksutilimine [22]

Orsiini  (3,5-dihtdroksitolueeni) regioselektiivsel enstimaatilisel karboksutdlimisel
kasutatakse Aspergillus oryzae mitteoksitdatiivset 2,3-dihtidroksibensoehappe
dekarboksiilaasi. Reaktsiooni produkt 2,6-dihtdrokst-4-metillbensoehape
puhastatakse adsorptsiooni-desorptsiooni teel. Saadud happe puhastusaste on ile 99%.
[22]
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1.4 Alkiiulresortsinoolide maaramismeetodid

2-MR ja 5-MR karboksillimiseks on lisna palju erinevaid meetodeid. Ainuke oluline
aspekt on see, et karboksuillimise produktid sisaldavad alati I1ahteaineid (2-MR ja 5-MR)
ja neile vastavaid happeid. Just seetdttu eraldunud ainete (hapete) voi nende segude

kvalitatiivne ja kvantitatiivne analliiis on vaga oluline.

Alkudlresortsinoolide maaramiseks on mitu meetodit: kromatograafiline, fotomeetriline,

fluorimeetriline.

Kromatograafilised analiilisi meetodid. Antud rihm on pidevalt kasutusel
keemialaborites. Nende hulka kuuluvad lai valik erinevaid kromatograafiatehnikaid,

naiteks:

e gaasikromatograafia,

e korgefektiivne vedelikkromatograafia,
e geelist labitungiv kromatograafia,

e Ohukese kihi kromatograafia,

e gaas-vedelikkromatograafia. [23]

Koik tlalmainitud on fiilisikalis-keemilised meetodid ainete eraldamiseks, mis pohinevad
komponentide jaotusel kahe faasi - liikuva ja statsionaarse - vahel. Statsionaarse
faasina on tavaliselt tahke aine (sorbent) voéi tahkele ainele sadestunud vedel kile.

Liikuva faasina on vedelik vdi gaas, mis voolab labi statsionaarse faasi. [24]

Anallilsitava segu komponendid liiguvad koos liikuva faasiga modda statsionaarset
faasi, mida tavaliselt asetatakse kolonni (klaas- vdi metalltoru sisse). Kui eraldatava
segu komponentide molekulidel on erinev adsorbeeruvus voi lahustuvus, siis nende
statsionaarses faasis viibimise aeg ja kolonni 1dbimise keskmine kiirus on erinevad. Uhed
komponendid jaavad sorbendi Ulemisse kihti, teised, mille adsorbeeruvus on vaiksem,
satuvad kolonni alumisse kihti. Moned lahkuvad kolonnist koos liikuva faasiga. Sellisel
moel saavutatakse komponentide eraldamine. Kromatograafia on diinaamiline meetod,
mis on seotud sorptsiooni- ja desorptsiooniprotsesside korduva kordamisega, kuna
eraldumine toimub liikuva faasi ajal. Nii tagatakse kromatograafilise meetodi efektiivsus

vorreldes staatilistes tingimustes sorptsioonimeetoditega. [24]

Pdlevkivifenoolide ja nendel podhinevate toodete analllsimiseks kasutatakse
kdrgefektiivset vedelikkromatograafiat, gaas-vedelikkromatograafiat ja ohukese kihi

kromatograafiat.

Gaas-vedelikkromatograafia (GLC) on gaasikromatograafia tliip, mis on ette
nahtud selliste Ghendite eraldamiseks ja analllsimiseks, mida saab muuta gaasilisteks

ilma neid lagundamata. GLC-s liikuvaks faasiks on gaas: 0Ohk, inertgaas (heelium,
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argoon) voi mittereaktiivne gaas (lammastik, slsinikdioksiid). Statsionaarseks faasiks
on tahkele kandjale dhukese kihina sadestunud vedelik. Kandja asetatakse klaasist vOi
metallist kolonni. Segu Ghendid gaasilises olekus kontakteeruvad kolonni pinnaga, mis
on kaetud statsionaarse faasiga. Iga segu (ihend hakkab kolonnis liikuma erineva aja
jooksul, seda nimetatakse retentsiooniajaks. Antud anallidsimeetod pdhineb
retentsiooniaegade vdrdlusel. Uhendid véljuvad kolonnist kindlas jarjestuses. Nii on
voimalik neid kromatograafiliste detektorite abil elektrooniliselt eraldada ja
identifitseerida [25]. Kasutades piigi pindalat on vdimalik maarata fenoolide

massikontsentratsiooni anallilisitavas proovis.

Joonisel 1.13 on nadidatud gaasikromatograafia jaoks seadise skeem.

voolu madtur
réhuregulaator voolu jagaja mﬁ andmeteko
. gumiseks
slsteem
wooluregu 2 injektor
laator
t P
kandegaasi allikas kalonni

kolann |~—__termostaat

Joonis 1.13 Gaasikromatograafia seadise skeem [26]

Korgefektiivne vedelikkromatograafia. Uldfenoolide eraldamiseks, tuvastamiseks ja
kvantifitseerimiseks kasutatakse sageli korgefektiivset kromatograafiat. Meetod
pohineb proovide segu sisaldava réhu all oleva vedela lahusti juhtimisel pumpade
kasutamise abil Iabi tahke adsorbentmaterjaliga taidetud kolonni. Iga proovi komponent
reageerib adsorbendiga erinevalt, seetdttu tulemuseks on erinevate komponentide

voolukiirused ja komponentide eraldumine kolonnist valjumisel. [27]

Korgefektiivse vedelikkromatograafia skeem on naidatud joonisel 1.14.

[ éna‘idis [ ' ]
HPLC o
o ol oo o fie] oo
HPLC kolonn ’
HPLC

lahusti Andmeto6tlus

Jaatmed

Joonis 1.14 Kdrgefektiivse vedelikkromatograafia skeem [28]

TLC on (ks olulisi meetodeid alktlilresortsinoolide ja nendel pohinevate hapete
kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks anallitisiks. TLC meetod on kiire ja lihtne. Antud
meetod pdhineb komponentide segu erineval liikumiskiirusel ohukeses sorbendikihis,
kasutades liikuva faasi voolu. [29]

TLC analltsi skeem on naidatud joonisel 1.15
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TLC analaus
TLC plaat
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Fotomeetriline meetod. Meetodi pohimote seisneb kaaliumheksatstianoferraadi (III)

( Elueerimine

Joonis 1.15 TLC analiis [30]

juuresolekul destilleeritud fenoolide kontakteerumisel 4-aminoantiplriiniga. Antud
reaktsiooni kaigus moodustuvad varvilised Uhendid, mida seejarel ekstraheeritakse.
Nende optilist tihedust moddetakse spektrofotomeetriga lainepikkusel A = 470 nm vaoi
valgusfiltriga fotomeetriga 460-490 nm. Spektrofotomeetri skeem on naidatud joonisel
1.16

Joonis 1.16 Spektrofotomeetri skeem: 1) valgusallikas 2) ldaats 3) monokromaator 4)
difraktsioonivlre 5) varvilise lahusega klivett 6) fotoelement 7) detektor 8) optilise tiheduse
naitajatega displei [31]

Anutud tehnika nduab suure hulga abilahuseid ettevalmistamist ning ka laborandi teatud
padevust. Meetod on aga leidnud laialt rakendust reovee tdo6stuslikul kontrollimisel

Uldfenoolide sisalduse osas. [23]

Kemoluminestsentsmeetod. Mitte vaga tdapne ja raskelt teostatav veeanallisi
meetod. PShineb kemoluminestsentsi intensiivsuse moodtmisel. Selle pdhjuseks on
Fentoni reaktsioonide [abimine uuritavas proovis vorreldes fenooli
standardvesilahusega. Vesifaasis on voimalik m&aéarata fenooli kontsentratsiooni kuni
1pkg/dm?3. Antud meetod ei ole alati piisav fenooliga reostuse kohta pdhjaliku teabe

saamiseks. [23]

Lisaks meetod nduab luminofooride ja fenooli standardlahuse kasutamist. See vahendab
veelgi selle tapsuse, kuna fenooli standardlahus ei saa sisaldada koiki voimalikke
reovees leiduvaid fenoole. Lisaks mangib kemoluminestsentsmeetodi puhul olulist rolli

kasutatud luminofooride puhtus. [23]

Voltampermeetriline meetod fenoolide madramiseks. Meetod on seotud
elektrokeemiliste protsesside kasutamisega, et saada teavet fenoolide sisalduse kohta
vees. Voltampermeetrilise analtlsi kaigus toimub uuritava aine esialgne sadestumine
kdrge selektiivsele elektroodile. Seejdrel lahustatakse sade elektrokeemiliste

protsesside abil. Elektroodile ladestunud aine lahustumise tagajarjel ilmneb
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indikaatorelektroodi potentsiaali muutus, mida registreeritakse ja tdlgendatakse volt-
amper kdvera kujul. Antud kdvera jargi uurija saaks hinnata fenoolide kontsentratsiooni
uuritavas proovis. Meetod on (sna kiire ja tdpne ning ei ndua proovide eelnevat

kontsentreerimist. Seetdttu kasutatakse seda sageli reovee kvaliteedi jalgimiseks. [23]
Joonisel 1.17 on toodud voltampermeetriline elektrokeemiline kolonn mo&otmiste
teostamiseks.

potentsiostaat

kontrollitav
potentsiaal (E)

|
a
~
—

moddetav I(t)

‘

m | abistav elektrood

analuasitav lahus

tooelektrood

vordluselektrood

Joonis 1.17 Elektrokeemiline kolonn [32]

Fluorimeetriline meetod. Meetod pohineb (ldfenoolide ekstraheerimisel veest
butlililatsetaadiga, nende reekstraheerimisel naatriumhidroksiidi vesilahusesse ja
sisalduse mo&otmisel fenooli fluorestsentsi intensiivsuse jargi parast reekstrakti

hapestamist. Fluorimeetri skemaatiline toimemehhanism on toodud joonisel 1.18.

E*::; i? x peegel

g fotokordisti
esmane  teisene
monokromaator, mis monokromaator, mis
laseb UV kiirguse |3bijzseb nihtava
HG-lamp voi valguse I3bi
laser

tulemusi registreeriv
seade

Joonis 1.18 Fluorimeetri skemaatiline toimemehhanism [34]

Mootmise kadigus toimub fenoolide fluorestsentsi erutus, seejarel andmete
registreerimine ja kogu ehk (ldfenoolide massikontsentratsiooni arvutamine
automaatselt vedelikuanallsaatori malus salvestatud kalibreerimiskarakteristiku abil.
[33]
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1.5 TLC teoreetilised alused

Alkildlresortsinoolide ja nendel pohinevate hapete kvalitatiivse ja kvantitatiivse anallisi
Uheks oluliseks meetodiks on TLC. Tuleb mainida, et antud meetod on eriti kiire ja

suhtelise tapsusega.

TLC on (ks kromatograafilisi meetodeid orgaaniliste ja anorgaaniliste (hendite
kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks mdaramiseks mitmekomponendilises ainete segus.
TLC meetodit nimetatakse tasapinnaliseks kromatograafia tliibiks, kuna sorbendi kiht
kinnitatakse tasasele pinnale. Seda tlilpi kromatograafiat nimetatakse tasapinnaliseks
kromatograafiaks. Kromatograafiline eraldamine on tingitud liikuva faasi komponentide
Ulekandmisest modda statsionaarse faasi kihti erinevatel kiirustel vastavalt kahe faasi
vahel eraldatavate ainete jaotuskoefitsientidele. Liikuva faasi rolli taidab lahusti,
statsionaarset faasi - plaadil olev sorbent. Ainete segu komponentide tuvastamiseks

kromatogrammil kasutatakse keemilisi reaktiive (ilmuti) ja ultraviolettvalgust. [35]
TLC meetod hdlmab jargmisi toiminguid:

e analllsitava proovi kandmine sorbendi kihile;

e proovi komponentide eraldamine liikuva faasi voolus eraldi tsoonideks;

e tsoonide tuvastamine sorbendi kihil;

e tekkinud eraldumise kvantitatiivne hindamine, sealhulgas retentsiooniaja ja aine

sisalduse maaramine kromatogrammi tsoonides. [36]

Slisteemi sorptsiooni omadusi TLC-s iseloomustab retentsioonikoefitsient R.
Retentsioonikoefitsiendiks R, nimetatakse komponentide suhtelist liikumiskiirust

dhukeses kihis. R, vadrtused arvutatakse katsete ajal saadud andmete pdhjal. [37]

TLC kromatogramm on ndidatud joonisel 1.19.

Joonis 1.19 Kromatogramm [38]

Ry = g ) (1.1) [37]
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a — vahemaa algjoonest uuritavale ainele vastava punkti keskpunktini;

b - vahemaa algjoonest lahusti rindeni.
1.5.1 TLC sorbendid

TLC meetodil eraldatakse komponentide segu sorbendikihti Iabiva eluendi abil. TLC

sorbentidena kasutatakse materjale, mis vastavad jargmistele nduetele:

e moodustavad keemiliselt ja flUsikaliselt stabiilseid kihte;

e ei moodusta kovalentseid sidemeid eraldatud ainetega;

e eilahustu liikuvas faasis ega liigu sellega médda plaati;

e ei sisalda komponente, mis segavad eraldamist voi detekteerimist;
e ei oma mingit varvi;

e ei paisu ega muutu kuju liikuva faasi mojul. [36]

Edukas eraldamine sdltub kromatograafilise plaadi sorptsiooni omadustest. TLC plaat
koosneb inertsest substraadist (klaas, metall, polimeer), sorptsioonikihist, inertsest
sideainest ja ilmutusainetest (enamasti luminofoorid, harvem indikaatorid, mis
moodustavad analltdiga varvilisi UGhendeid) (vt Joonis 1.20). Plaatide
kromatograafilised omadused sodltuvad peamiselt kasutatavast sorbendist. Tavaliselt
kasutatakse plaatide valmistamisel sorbentidena silikageeli, alumiiniumoksiidi,
tselluloosi, magneesiumsilikaati, ioonivahetusvaikusid, poliamiidi, samuti ka nende ja

teiste sorbentide segusid. [39]

e o m

R TR NS T

Joonis 1.20 TLC plaadid

Eraldamise efektiivsust mdjutavad jargmised sorbentide omadused:

e osakeste labimoot,
e osakeste keskmine suuruste jargi jaotus,

e pooride suurus. [36]
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Sorbentidena kasutatakse jargmisi aineid:

o Silikageel (Si0, - nH,0) - universaalne ja laialt levinud polaarne adsorbent TLC-s.
Silikageelil on olemas hidroksudlitud pind. Kergesti imab vett. Seda kasutatakse
erineva polaarsusega Uhendite eraldamiseks. [40]

e Alumiiniumoksiid (4l,0;) - amfoteerne adsorbent. Selle adsorbendi pinnal on mitu
tllpi adsorptsiooni keskust. Mdned neist adsorbeerivad valikuliselt happeid, teised
- aluseid ja teised on neutraalsed. On voimalik eraldada erinevaid segusid nii
polaarsetes kui ka mittepolaarsetes lahustites. [41]

e Kobediatomiitmuld (5i0,) — see on looduslik diatomiit, mida saab kasutada
polaarsete ja moddukalt polaarsete ihendite eraldamiseks. [42]

e Poliiamiidid - segatud eraldusmehhanismiga polaarsete sorbentide rihm:
karboksamiidrihm vastutab adsorptsiooni mehhanismi eest, metileeni osa

jaotusmehhanismi eest. [43]
1.5.2 TLC liikuvad faasid

Segu komponendid saab eraldada TLC abil, kasutades Uhte lahustit vdi nende segu.

Tavaliselt koosneb segu kahest, kolmest vdi isegi neljast komponendist. Nende valik

pohineb:

e elueerimisvdoimsusel, mis soltub lahusti polaarsusest, prootoni doonori ja prootoni
aktseptori joududest;

e sorbendi olemusel;

e analllsitavate komponentide omadustel. [36]

Iga uue plaadi jaoks tuleb lahusti slisteem uuesti ette valmistada, kuna komponentide

vahekord parast kromatograafiat koguaeg muutub. [36]

Elueerimisel mangib olulist rolli analGlsitava proovi kogus. See mdjutab R, vaartust ja

laikude mahtu. [36]
Soltuvalt sellest, millises suunas lahusti TLC plaadile siseneb, eristatakse meetodeid:

e touseyv,
e kahaney,

e horisontaalne kromatograafia. [36]

Joonis. 1.21 naitab komponentide elueerimisvdimalusi TLC-s.
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Joonis 1.21 Komponentide elueerimise variandid dhukese kihi kromatograafias [36]

Liikuva faasina valitakse selline lahustite slisteem, mille sees eraldatud komponendid
lahustuvad kodige paremini. Oluline on valida liikuva faasi koostise, mis on Uhtlane ja
kergesti reprodutseeritav. Lahusti ei tohi olla mirgine ega raskesti katte saadav. Eluent
peab eraldama sarnase struktuuriga aineid, samuti ei tohi eraldatud komponentides
pohjustada keemilisi muutusi. Mobiilse faasi lGlesandeks on tagada ainete eraldumine
kogu R;vahemikus. [44]

1.5.3 Komponentide identifitseerimine

Parast ainete eraldamist on vajalik nende tuvastamine kromatogrammil. Varvitute
ainete tuvastamiseks kasutatakse fiilisikalisi meetodeid. Antud meetodid pdhinevad
valguse ja fluorestsentsi neeldumisel. Ainete tuvastamiseks kasutatakse
fluorestseeruvat ainet sisaldava sorbendi kihiga plaate voi pihustatakse kromatogrammi
parast segu eraldamist fluorestseeruva aine lahusega. Plaati kiiritamisel UV-kiirgusega,
tuvastatakse aineid tumedate tsoonide (ehk laikude) kujul. Markimisvaarne hulk aineid
on voOimeline ultraviolettvalguses fluorestseeruma. Saadud laigud on erineva varviga.
[36]

Lisaks optilistele meetoditele ainete tuvastamiseks kasutatakse keemilised meetodid
kromatogrammide ilmutamiseks. Keemilised meetodid hélmavad reaktiivide kasutamist,

mis annavad anallusitavate ainetega kokkupuutel varvilised laigud. [36]

26



Aine identifitseerimist vOib [dbi viia, kui maarataval ainel on iseloomulik varv.
Ndhtamatud kromatogrammid ilmutatakse sobivate reagentide abil. Anallilsitud proovi
koostist hinnatakse moodustunud tsoonide iseloomuliku varvuse jargi. Plaadi
toodtlemisel, naiteks joodiauruga, ilmnevad selgelt killastumata Ghendid; kui plaati
pihustada koobaltiotsianaadiga, moodustuvad amiinid ehk roosakasvalgele taustale
sinised laigud. Fllsikalistes meetodites ilmutamiseks kasutatakse teatud ainete voimet

ultraviolettkiirguse toimel fluorestseeruda. [37]
Universaalsed ilmutid on oksilideerivad ained:

e 10-25% vaavelhappe vesilahus. Lahus ilmutab orgaanilisi aineid pruunide vdi hallide
laikude kujul, on madal selektiivne okslideerija. [45]

e 10% kaaliumpermanganaadi lahus vees ilmutab ilma kuumutamata tumepruunide
laikudena mitmeid sidemeid sisaldavaid aineid. [45]

e 5-10% fosfomolliibdeenhappe lahus etanoolis. Plaati kuumutatakse, mille jarel
muutuvad maédratavate ainete tsoonid rohelisteks voi sinisteks. Mitteoksiideerivad

ained jatavad heledad laigud. [45]

KarboksUitlhappe laikude ilmutamiseks kasutatakse indikaatorvarvide vesi- voi vesi-
alkoholilahuseid. Laikude piiri paremaks maadramiseks kergelt leelistatakse

indikaatorlahus. Parast tdédtlemist ilmuvad varvilisele taustale varvilised laigud. [45]
1.5.4 Kvalitatiivne ja kvantitatiivhe analiilis TLC abil

Segus sisalduvaid aineid on vdimalik kvalitatiivselt maarata retentsioonikoefitsiendi R,
abil. Standardtingimustes saadakse R, reprodutseeritavad vaartused. Neid saab

vorrelda tabelite vaartustega. Kuna standardtingimusi on erinevate katsete puhul raske
jargida, usaldusvadrsem on kasutada R, suhtelist vaartust. Standardaine kantakse

analtdsitud proovi korval olevale algjoonele ja kromatografeeritakse samadel
tingimustel. Seejarel vorreldakse R, vaartusi. [37]

Aine sisalduse kvantitatiivseks hindamiseks kromatograafilistes tsoonides kasutatakse

erinevaid meetodeid:

o Kromatograafilise tsooni plaadilt eemaldamise meetod. Seda viiakse labi kahel viisil:
kromatograafilise tsooni Ulekandmine koos sorbendiga; kromatograafilise tsooni

eraldamine sorbendikihist. [41]

e Meetod laikude pindalate suuruse ja varvi visuaalseks vordlemiseks standardproovide

laikude vastavate parameetritega. [41]

e Densitomeetria. Antud meetod pdhineb kromatogrammide skaneerimisel ndhtavas ja

ultraviolettvalguses kromatograafiliste densitomeetrite abil. [41]
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e Videodensitomeetria on suhteliselt uus meetod kromatogrammide kvantitatiivseks
tootlemiseks. Meetodi pohimdte seisneb kromatogrammi kujutise sisestamises arvutisse
videokaamera voOi digikaamera abil. Seejarel vorreldakse standardsete ja maaratud
Uhendite laikude intensiivsust. Videodensitomeeter sisaldab: 1) valgustusseadet, 2)
videokaamerat koos skanneriga, 3) personaalarvutit, millel on Windows
operatsioonististeem ja laaditud vastav tarkvara. Videodensitomeetri ndide on naidatud

joonisel 1.22

=4
skanner/ \ | 1/ =
s

JustTLC

arvuti

Joonis 1.22 Videodensitomeeter [46]

Kromatograafiliste andmete to6tlemise programm vdimaldab taita jargmisi funktsioone:

e vdimaldab sisestada kromatogrammi kujutisi ning salvestada neid kdrge kvaliteediga
ja resolutsiooniga;

e teostada laikude tootlemist,

¢ muuta neid kromatograafiliste piikide kujuks,

e arvutada R, ja piikide pindalade vaartus;

¢ moOota ainete sisaldust (suhtelistes Ghikutes);

e gradueeritud sdltuvuste loomiseks sisestada kontsentratsioonivaartused;

e arvutada automaatselt aine sisaldust analtulsitud laikudes vastavalt sisestatud
kalibreerimisvaartustele;

e esitada tulemused trikitud dokumentide kujul. [36]

Laigu kvantitatiivhe tdédtlemine videodensitomeetria abil viiakse |abi vastavalt kahele
tunnusele: laigu pindala ja selle "maht" ruumi sees. Kolmanda tunnusena kasutatakse
kirkust (ehk plekivarvi intensiivsust). Kirkuse ruumilise vaade jaotus laigu piirkonnas on
naidatud joonisel 1.23. [36]
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Joonis 1.23 Kirkuse ruumilise vaade jaotus laigu piirkonnas [36]

e Densitomeetria tahvelarvuti skanneriga. Meetod ei erine praktiliselt
videodensitomeetriast. Kromatogrammi kujutis sisestatakse tahvelarvuti skanneri
abil arvutisse. Meetod annab kromatograafilistest tsoonidest selgema pildi kui

digitaalne videokaamera pilt. Sellel meetodil on oluliselt madalamad kulud. [36]
TLC meetodi eelised ja puudused.
TLC meetodil on teiste kromatograafiliste meetoditega vorreldes mitmeid eeliseid:

e TLC-s kasutatakse lihtsamaid ja odavamaid seadmeid,

e meetod vdimaldab tundmatu segu taielikku analilsi, kuna alguses on vdimalik
kontrollida elueerimata komponentide olemasolu;

e (hel plaadil on véimalik paralleelselt maéarata proove ja standardlahuseid,

e nduab minimaalset proovi ettevalmistamist,

e TLC meetod kuulub ekspressmeetodite hulka, sest sel moel saab koostist lihtsalt ja
kiiresti maarata. [47]

Kuid antud meetodil on ka puudusi:

e anallUsi tulemuste sdltuvus keskkonnast: suhteline dhuniiskus, temperatuur, samuti
saasteainete olemasolu ohus;

e raskused té6tamisel vaga lenduvate proovidega, samuti ainetega, mis on tundlikud
Ohuhapniku voi valguse toimele;

¢ madalam tundlikkus kui kdrgefektiivsel vedelikkromatograafial. [46]

Antud 10putéds toimub TLC plaatide tootlemine tahvelarvuti skanneri ja erinevate

arvutiprogrammide abil, naiteks Sorbfil TLC Videodensitometer ja Just TLC.

1.6 TLC tarkvara

1.6.1 Just TLC

Just TLC on uue pdlvkonna tarkvara TLC-plaatide kujutise anallilisimiseks. Programmi

tootas valja Rootsi ettevote Sweday. [47]
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Just TLC abil on voimalik:

e teostada tdpsemalt analiiltiliste uuringute moodtmisi,

e saada usaldusvaarseid tulemusi minutites,

e teostada kvantitatiivset analtilsi TLC abil,

e automaatselt tuvastada ja vOrrelda kolmemddtmelisi kromatogramme,
e kuvada graafikuid ja salvestada neid,

e andmete eksportimine Excelisse ja muusse tarkvarasse

e valja printida andmeid ja andmetabeleid. [46]

TLC-plaatide analllisimiseks peab olemas olema nende digitaalne pilt, naditeks jpg-kujul.
Pilte saab hankida tavalise skanneri, digikaamera voi tdiustatud spetsiaalse TLC-

skanneriga. [46]

Just TLC anallils algab programmi kéaivitamisega. Programmis on saadaval kaks reziimi:
lainete anallitis ja laikude anallilis (punktanallitis). Iga anallUsi reziim algab uue faili
loomisega. Seejarel analiilsitakse plaate ja vOrreldakse saadud andmeid. [46]

Just TLC anallUsi reziimid on naidatud joonisel 1.24.

Lained Laigud

standard negatiivne standard negatiivne

Joonis 1.24 Just TLC anallusi reziimid [46]

Faili loomiseks sisestatakse programmi dialoogi akna nimetust. Edasi tuleb laadida pilt
Ulesse ja viia loomise 10pule. Kdik failis olevad plaadid on esitatud pisipiltidena. Seejarel
jatkatakse lainete voi laikude analililisiga. Tuleb minna jaotisse nimetusega "Anallis".
Lainete voi laikude automaatseks tuvastamiseks tehakse vajalikud satted. Laikude teave
eraldatakse TLC plaatidelt graafikute ja tabelite kujul. Programm annab andmeid
retentsioonikoefitsiendi R, vaartuse kohta. Seejarel viiakse labi kvantitatiivne laikude
tdéotlemine Just TLC-s vastavalt kahele tunnusele: laikude pindala ja selle "maht" ruumi
sees. [46]

Joonisel 1.25 on toodud naide infost, mis on saadud TLC plaadilt kasutades Just TLC.
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Joonis 1.25 Just TLC tarkvara dialoogi aken [46]

Just TLC tarkvara on toodud lisa 1.
1.6.2 SORBFIL Videodensitometer TLC Quantitative Evaluation

Antud tarkvara on moeldud kvantitatiivseks hindamiseks.
Sorbfil TLC Videodensitometer tarkvara abil on voimalik:

e sisse viia kromatogrammide pilte ja salvestada neid hea kvaliteediga,
e maarata toodala, millel kromatogrammi kujutist tuleb edasi tdédelda,
e teostada kvantitatiivset anallisi TLC abil,

e saada tapseid tulemusi,

e kuvada graafikuid,

e eksportida andmeid Excelisse. [48]

Ilmutatud ja kuivatatud TLC plaat asetatakse skannerisse. Analils Sorbfil TLC
Videodensitomeetris algab programmi kaivitamisest. Seejarel pilt skannitakse. Seejarel
tuleb méarkida pildile algus- ja |6ppjooned. Edasi valitakse dialoogi aknast lainete arvu,
mis vastab analldsitud laikude arvule. Jargmisena mé&aratakse kohapeal laine piirid:
punane on vasak piir, sinine on parem piir. Kui vajutada mentds arvutamise nuppu,
kuvatakse tulemuse kromatogrammi kujul, samuti ilmub ka andmetega tabel.
Tabeliandmed sisaldavad retentsioonikoefitsiendi R, vaartust ja piigi pindalat.

Joonisel 1.26 on naiteks toodud TLC plaadilt saadud informatsioon.
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Joonis 1.26 Sorbfil TLC Videodensitometer tarkvara dialoogi aken

Sorbfil Videodensitometer TLC tarkvara abil on vdoimalik saada laikude alade vaartused,
komponentide sisu ja koostada kromatogrammi. Analoogkdver moodustatakse laine
intensiivsuse kdrvalekaldest tausta intensiivsusest. Seejarel program arvutab valja piigi

pindalat. Seega saadakse TLC abil kvantitatiivse analllsi tulemused. [48]
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

Uuringu peamisteks eesmarkideks olid:

e tingimuste (eluent, ilmuti ja muud) valik kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks

maaramiseks 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA

e kahe arvutiprogrammi Sorbfil TLC Videodensitometr ja Just TLC valjatdétamine TLC

plaatide tootlemiseks.

Kéesolevas [0putdds 2-MR ja sellel pohineva happe kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks

anallilsiks ilmuti ja eluent said valitud TLC abil. 2-MR ja

kontsentratsioonide maaramiseks koostati kalibreerimisgraafikud.
Eluentide valmistamisel kasutuses olid jargmised reaktiivid:

e heksaan (p.a)

e etlililatsetaat (p.a)

¢ butiitlatsetaat (p.a)

e tolueen (p.a)

e petrooleeter (p.a)

aadikhape (p.a)

sipelghape ehk metaanhape (p.a)

puridiin (p.a)

atsetoon (p.a)

atsetonitriil (p.a)

e benseen (p.a)

Ilmuti ettevalmistamisel kasutati:

e ammooniumpersulfaat (p.a)

¢ naatriumi heksanitrokobaltaat (III) (p.a)
Klaasndud ja seadmed anallitside teostamiseks:

e keemiline keeduklaas 250 ml - 4 tk;

e Petri tass - 4 tk;

o elektripliit;

e TLC plaadid DC-Fertigfolien ALUGRAM SIL G/ UV2s4;

¢ jahvatatud korgiga kolvid 250 ml - 4 tk;
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e mikrosistal TLC jaoks 10 pul;

e katseklaasid 5 ml - 10 tk;

e anallltilised kaalud (tdpsusega kuni 0,0001 g)
e tahvelarvuti - skanner

e automaatpipett Sartorius, 5 ml

e printer

e Sorbfil TLC Videodensitometer tarkvara

e Just TLC tarkvara

Reaktiivid (standardained):

e 2-MR (99,9 %)
e 2,4-DH-3-MBA (p.a)

Kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks anallilisiks kasutati lisaks standardainetele katseliselt

saadud 2-MR karboksullimisprodukte.

2.1 Ilmuti valik

Parast elueerimist jaavad alklulresortsinoolid ja fenoolhapped TLC plaadil varvituks.
Nende visuaalseks tuvastamiseks tuleb plaati téddelda ilmutiga labi, mis varvib

nahtamatud laigud.

Ilmutina number 1 uuriti ammooniumpersulfaati. Uurimiseks valmistati 5% (NH,),S,04
lahust destilleeritud vees. Seejarel TLC plaat oli saanud ilmuti lahusesse. Parast seda
kuivatati elektripliidil temperatuuril 130°C kuni taieliku kuivamiseni. Valgele taustale
ilmusid helepruunid laigud. Plaatide tdéétlemine 5% ammooniumpersulfaadi lahusega

annab hea tulemuse, kuna on naha laikude helepruuni varvi.

Ilmutina number 2 sai testitud naatriumi heksanitrokobaltaati (III) ehk Na;[Co(NO,)¢]
1% lahus 5% aadikhappes. Selleks pandi 5g kristallilist Na;[Co(NO,),] 500 ml kolbi,
lahjendati 495g 5% aadikhappega. 5% a&adikhappe lahus valmistati 23,9 ml jaa-
dadikhappe (tihedus 1,048 g/cm? [49]) lahjendamisega 475 ml deioniseeritud vees.
Parast elueerimist TLC plaati asetati lahusesse, seejarel kuivatati elektripliidil
temperatuuril 130°C. Alkillresortsinooli ja fenoolhappe laigud muutusid pruuniks.
Saadud kromatogrammid tuvastati Sorbfil TLC Videodensitometer ja Just TLC

tarkvarade abil.

Vorreldes 5% ammooniumpersulfaadi lahusega annab plaatide to6tlemine 1% naatriumi
heksanitrokobaltaadi (III) Na;[Co(NO,).] lahusega 5% &adikhappes parema tulemuse,
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kuna ilmunud laigud on intensiivsemalt varvunud tumepruunideks. Edaspidiselt kasutati

katsetes just antud lahust.

2.2 Elunedi valik

Loputdd pohililesanne oli eraldada TLC abil 2-MR karboksulimisprodukti, mis sisaldab
ldhteainet (2-MR) ja 2,4-DH-3-MBA.

Katse sai labi viidud kasutades puhaste ainetega lahust: 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA. Uuriti
jargmised lahustid: etanool, atsetonitriil ja deioniseeritud vesi. 2-MR lahustub nende
sees hasti. 2,4-DH-3-MBA lahustus etanoolis ja vees ainult kuumutamisel, atsetonitriilis
aga lahustus toatemperatuuril. Seetdttu valiti lahustiteks atsetonitriil ja vesi.
Atsetonitriili kasutamine lahustina ei ole majanduslikult otstarbekas.
Karboksutulimisproduktide anallilsimiseks asendati 2-MR atsetonitriil deioniseeritud

veega.

Uuringu esimeseks etapiks sai eluendi valik. 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA eraldamiseks uuriti
olulist arvu eluente TLC abil (Lisa 2). Tabelis 2.1 on loetletud neli eluenti, millel on parim

eraldusvoime.

Tabel 2.1 Uuritud eluentide koostis

Eluent pH Ry A Ry
A/B/C mahuosa
2-MR 2,4-DH-3-MBA
1. heksaan/butlllatsetaat/puridiin 7 0,73 0,45 0,28
(5:5:1)
2. tolueen/atsetonitriil/ammoniaak 7 0,44 0,03 0,41
25% (7:3:1)
3. heksaan/etlulatsetaat/puridiin 7 0,95 0,42 0,53
(5:5:1)
4. heksaan/butlilatsetaat/puridiin 7 0,76 0,13 0,63
(6:4:1)

Eluentide eraldusvdime tulemused on naidatud joonisel 2.1
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Eluent 1 | Eluent 2 | Eluent3 | Eluent 4

Joonis 2.1 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA eraldamise tulemused

Tulemustest on naha, et parim komponentide eraldumine toimub eluendi number 4

kasutamisel. Seda eluenti kasutati edasistes katsetes.

2.3 2-MR karboksiillimisprodukti eraldamine

TLC abil saab nadidata reageerimata 2-MR ja saadud 2,4-DH-3-MBA olemasolu 2-MR
karboksutdlimisproduktis. Selleks on vaja labi viia karboksutilimisprodukti eraldamine
eluendi abil. Eluent koosnes heksaanist, butlilatsetaadist ja puridiinist mahuosas
6:4:1. Eluendi eraldusvdimet uuriti DC-Fertigfolien ALUGRAM SIL G/UV3s4 plaatidel.

Enne TLC eraldamise alustamist valmistati 5cm x 10cm plaadid. Selleks tombati
stardijoone 2 cm kaugusele alumisest servast ja I6ppjoone - 1,5 cm plaadi lGlemisest
servast. Stardijoonele joonistati kolm punkti (iga 1,5 cm jarel), astudes plaadi servadest
(paremale ja vasakule) tagasi lihe sentimeetri vorra. TLC plaadi stardijoonele maarati

sistlaga kolm proovi mahuga 1 pl:

e 2-MR 1% lahus
e 2,4-DH-3-MBA 0,5% lahus
e 2-MR karboksudlimisprodukti 1% lahus

Ainete kromatograafiline eraldamine sai labi viidud kromatograafilises kambris, suletud
sisteemis, mis oli kiillastunud eluendiauruga. Kromatograafilise kambrina kasutati 250
ml keeduklaasi, mida omakorda kaeti Petri tassiga. Sellele lisati enne ettevalmistatud
eluent kihi kdrgusega umbes (ks sentimeeter. Standardainete (2-MR ja 2,4-DH-3-MBA)
lahused ja karboksuilimisprodukt 2-MR kanti sistlaga TLC-plaadile, millel oli margistus
peal. Seejarel asetati eluendiga keeduklaasi, mida kaeti Petri tassiga. Liikuva faasi tase

peab olema stardijoonest allpool. Elueeriti, kuni liikuva faasi esiosa sai eelnevalt
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margitud 10ppjoonel nahtavaks. Seejarel voeti plaat vélja ja kuivatati 6hu kdes kuni
lahusti aurustumiseni. Parast seda langetati vanni, kus oli ilmuti sees, seejarel eemaldati
ja kuivatati 6hu kaes. Jargmisena plaat oli 5 minutit elektripliidi peal temperatuuril

130°C. Katse tulemused on naidatud joonisel 2.2.

/-.3\

a. 6.2

B. N B E =i Y E—y

Joonis 2.2 a) 2,4-DH-3-MBA b) 2-MR c¢) 2-MR karboksulimisprodukt

Nii sai eraldamine teostatud. Andmed R, on esitatud tabelis 2.2.

Tabel 2.2 2-MR R ja 2,4-DH-3-MBA vaartused

2-MR karboksiiiilimisprodukt Ry TLC plaat
2-MR 0,14
2,4-DH-3-MBA 0,78

Ulaltoodud komponentide TLC kromatogrammid ja R, vaartused on esitatud lisa osas

number 3.
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2.4 Kalibreerimisgraafiku koostamine 2-MR

kontsentratsiooni maaramiseks

2.4.1 Kalibreerimisgraafiku koostamine 2-MR kontsentratsiooni
madramiseks segus, kasutades SORBFIL TLC Videodensitometer
tarkvara

2-MR sisalduse kvantitatiivseks madramiseks segudes on vaja koostada

kalibreerimisgraafiku y = f(x), kus y on piigi pindala (tingmootihikutes) ja x on

kontsentratsioon, massiprotsentides.

Graafiku koostamiseks valmistati 2-MR lahuste seeria erinevate kontsentratsioonidega,
massiprotsentides: 0,5, 0,75, 1,0, 1,5, 2,0. Lahustina kasutati deioniseeritud vett.

Lahused valmistati mddtekolbide mahuga 25 ml ja 50 ml ja pipettide abil.
2% massiprotsenti: 0,5g 2-MR— kuni 25ml H,0

1,5% massiprotsenti: 18,75ml 2% massiprotsenti 2-MR +6,25 ml H,0
1,0% massiprotsenti: 25ml 2% massiprotsenti 2-MR + 25 ml H,0

0,75% massiprotsenti: 18,75 ml 1,5% massiprotsenti 2-MR + 6,25 ml H,0
0,5% massiprotsenti: 12,5 ml 1% massiprotsenti 2-MR + 12,5 ml H,0

Lahused kanti plaatide peale ja elueeriti heksaani-butillatsetaadi-puridiini seguga
(6:4:1). Kui eluent joudis 10ppjooneni, eemaldati plaat kambrist, kuivatati dhu kaes ja
asutati ilmutisse - 1% naatriumi heksanitrokobaltaadi (III) lahusesse 5% aadikhappes.
Seejarel kuivatati elektripliidil 5 minutit temperatuuril 130°C. Saadud kujutised (Joonis
2.3) téddeldi SORBFIL TLC Videodensitometer tarkvara abil. Iga lahuse puhul analtls

oli Iabi viidud 3 korda. Tulemused on esitatud tabelis 2.3.

0,50% 0,75% 1,00% 1,50 % 2,00 %
% A | S 3 TLC plaat

massi massi massi massi

Joonis 2.3 Erinevate massikontsentratsioonidega 2-MR vesilahuste TLC plaat
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Tabel 2.3 Piigi pindala vaartus sdltuvalt 2-MR kontsentratsioonist

2-MR Piigi pindala, tingmaaotiihikutes Piigi pindala
konsentratsioon, keskvaartus,
%0 mass. tingmootiihikutes
1 2 3

0,5 207819 243501 161109 204143

0,75 291982 347507 366944 335478

1,0 407531 453280 506555 455789

1,5 643725 393539 786751 608005

2,0 1011472 823354 836072 890299

Nende andmete pohjal koostati kalibreerimisgraafiku y = f(x), kus y on piigi pindala
(tingmo&otihikutes) ja x on 2-MR kontsentratsioon, massiprotsentides. Graafik on

ndidatud joonisel 2.4.

Piigi pindala vaartus soltuvalt 2-MR
kontsentratsioonist vees

(%]

Y 1.E+06

=

< B8.E+05 y = 452242 - 9080.1
;% R?=0.9986

0

2 6.E+05

2

£ 4.E+05

i)

g 2.E+05

£

o

2 0.E+00

;%D 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

2-MR kontsentratsioon, % mass.

Joonis 2.4 Piigi pindala vaartuste graafik sOltuvalt 2-MR kontsentratsioonist vees

Koostatud graafiku jargi on vdimalik maarata kvantitatiivselt puhta 2-MR sisaldust

segus.

Kromatograafia tulemused on toodud lisa osas number 4.

2.4.2 Kalibreerimisgraafiku koostamine 2-MR kontsentratsiooni

maaramiseks segus, kasutades Just TLC tarkvara

2-MR sisalduse kvantitatiivseks madramiseks segudes on vaja koostada
kalibreerimisgraafikut y=f(x), kus y on laigu maht (tingmootihikutes) ja x on

kontsentratsioon, massiprotsentides.
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Graafiku koostamiseks valmistati 2-MR lahuste seeria erinevate kontsentratsioonidega,
massiprotsentides: 0,5, 0,75, 1,0, 1,5, 2,0. Lahustina kasutati deioniseeritud vett.
Lahuste seeria valmistamist saab néha 2.4.1 osas. Lahused kanti plaatidele ja elueeriti
heksaani-butlilatsetaadi-puiridiini seguga (6:4:1). Kui eluent joudis Idppjooneni,
eemaldati plaat kambrist, kuivatati 6hu kdes ja asetati ilmutisse - 1% naatriumi
heksanitrokobaltaadi (III) lahusesse 5% dadikhappes. Seejarel kuivatati elektripliidil 5
minutit temperatuuril 130°C. Saadud pilte té6deldi Just TLC tarkvara abil. Iga lahuse

puhul analliUs sai labi viidud 3 korda. Tulemused on esitatud tabelis 2.4.

Tabel 2.4 Laigu mahu vaartus sdltuvalt 2-MR kontsentratsioonist

2-MR Laigu math, tingmaotiihikutes Laigu mahu
konsentratsioon, keskvaartus,
% mass. tingmootiihikutes
1 2 3

0,5 62,91 62,08 54,48 59,82

0,75 67,51 78,83 100,88 82,41

1,0 90,94 119,4 141,34 117,23

1,5 117,79 156,62 181,35 151,92

2,0 193,09 194,86 181,42 189,79

Antud andmete pdhjal koostati kalibreerimisgraafik y=f(x), kus y on laigu maht,
tigmoaotihikutes, x on 2-MR kontsentratsioon, massiprotsentides. Graafik on naidatud

joonisel 2.5.

Laigu mahu vaartus séltuvalt 2-MR
kontsentratsioonist vees

250.00

200.00
y = 87.56x + 17.008

R?=0.9982

Laigu maht, tingmdotihikutes

150.00
100.00
50.00

0.00
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

2-MR kontsentratsioon, % mass.

Joonis 2.5 Laigu mahu vaartuste graafik séltuvalt 2-MR kontsentratsioonist vees
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2.5 Kalibreerimisgraafiku koostamine 2,4-DH-3-MBA

kontsentratsiooni maaramiseks

2.5.1 Kalibreerimisgraafiku koostamine 2,4-DH-3-MBA
kontsentratsiooni maaramiseks SORBFIL TLC Videodensitometer

tarkvara abil

Segudes sisalduva 2,4-DH-3-MBA kvantitatiivseks maaramiseks on vaja koostada
kalibreerimisgraafikut y = f(x), kus y on piigi pindala, tingmo0otihikutes, aga x on 2,4-

dihtidroksii-3-metillbensoehappe kontsentratsioon, massiprotsentides.

Valmistati erineva kontsentratsiooniga 2,4-DH-3-MBA lahused, massiprotsentides: 0,5,
0,25, 0,125 0,0625. Lahustina kasutati deioniseeritud vett. Lahused valmistati
modtekolbide mahuga 25 ml ja 50 ml ja pipettide abil.

0,5% massiprotsenti: 0,25 g 2,4-DH-3-MBA + 50ml| H,0

0,25% massiprotsenti: 25 ml 0,5% massiprotsenti 2,4-dihidroksi-3-

metultlbensoehapet + 25 ml H,0

0,125%  massiprotsenti: 25 ml 0,25%  massiprotsenti  2,4-dihtdroksi-3-

metlllbensoehapet + 25 ml H,0

0,0625% massiprotsenti: 12,5 ml 1,5% massiprotsenti 2,4-dihidroksi-3-
metlutlbensoehapet + 12,5 ml H,0

Lahused kanti plaatidele ja elueeriti heksaani-buttllatsetaadi-puridiini seguga (6:4:1).
Kui eluent joudis I0ppjooneni, eemaldati plaat kambrist, kuivatati 6hu k&es ja asetati
ilmutisse - 1% naatriumi heksanitrokobaltaadi (III) lahusesse 5% aadikhappes. Seejarel
kuivatati elektripliidil 5 minutit temperatuuril 130°C. Saadud pilte (Joonis 2.6) tdéddeldi
SORBFIL TLC Videodensitometer tarkvara abil. Iga lahuse puhul analls sai Iabi viidud

3 korda. Tulemused on esitatud tabelis 2.5.
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0,0625
Ofpmassi

0,1250
%% massi

0,2500

%% massi

0,5000

% massi

TLC plaat

Joonis 2.6 Erinevate massikontsentratsioonidega 2,4-DH-3-MBA vesilahuste TLC plaat

Tabel 2.5 2,4-DH-3-MBA kontsentratsioonist séltuv piigi pindala vaartus

2,4-DH-3-MBA Piigi pindala, tingmaoaotiihikutes Piigi pindala
kontsentratsioon, keskvaartus,
% mass. tingmootiihikutes
1 2 3
0,0625 19700 7874 19271 15615
0,1250 45119 28611 48697 40809
0,2500 87561 84219 92110 87963
0,5000 108548 217090 209985 178541

Antud andmete pohjal koostati graafik y = f(x), kus y on piigi pindala, tingmd&odtihikutes,

x -2,4-DH-3-MBA, massiprotsentides. Graafik on toodud joonisel 2.7.
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Piigi pindala sdltuvus 2,4-DH-3-MBA kontsentratsioonist
vees

2.0E+05
1.8E+05
1.6E+05
1.4E+05
1.2E+05
1.0E+05
8.0E+04
6.0E+04
4.0E+04
2.0E+04
0.0E+00

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

2,4-DH-3-MBA konsentratsioon, % mass.

y = 370884x - 6194
R?=0.9997

Piigi pindala, tingmdatiihikutes

Joonis 2.7 Graafik, mis naitab piigi pindala sdltuvust 2,4-DH-3-MBA kontsentratsioonist vees

Tehtud graafiku jargi on vdimalik maarata kvantitatiivselt, néiteks puhta 2,4-DH-3-MBA

sisaldust 2-MR karboksulimisproduktis.

Kromatograafia tulemused on leitavad lisa osas number 5.

2.5.2 Kalibreerimisgraafiku koostamine 2,4-DH-3-MBA

kontsentratsiooni maaramiseks, kasutades JusT TLC tarkvara

Segudes sisalduva 2,4-DH-3-MBA kvantitatiivseks maaramiseks on vaja koostada
kalibreerimisgraafikut y = f(x), kus y on laigu maht, tingmddtihikutes, x on 2,4-DH-3-

MBA kontsentratsioon, massiprotsentides.

Valmistati erineva kontsentratsiooniga 2,4-DH-3-MBA lahused, massiprotsentides: 0,5,
0,25, 0,125 0,0625. Lahustina kasutati deioniseeritud vett. Lahused valmistati
moodtekolbide mahuga 25 ml ja 50 ml ja pipettide abil. Lahuste seeria valmistamine on
naidatud jaotises 2.5.1. Lahused kanti plaatide peale ja elueeriti heksaani-
buttidlatsetaadi-piridiini seguga (6/4/1). Kui eluent joudis I0ppjooneni, eemaldati plaat
kambrist, kuivatati ohu kaes ja asetati ilmutisse - 1% naatriumi heksanitrokobaltaadi
(II1) lahusesse 5% aadikhappes. Seejarel kuivatati elektripliidil 5 minutit temperatuuril
130°C. Saadud pilte tdéddeldi Just TLC tarkvara abil. Iga lahuse puhul analliis sai labi

viidud 3 korda. Tulemused on esitatud tabelis 2.6.
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Tabel 2.6 Laigu mahu vaartus soltuvalt 2,4-DH-3-MBA kontsentratsioonis

2,4-DH-3-MBA, Laigu maht, tingmootiihikutes Laigu mahu keskmine
% mass. vaartus,
tingmootiihikutes
1 2 3
0,5000 5,35 6,62 6,39 6,12
0,2500 12,73 12,19 8,83 11,25
0,1250 18,09 27,37 14,1 19,85
0,0625 36,71 46,87 36,82 36,82

Antud andmete pdhjal koostati graafik y = f(x), kusy on laigu maht, tingmd&dtihikutes,
x - 2,4-DH-3-MBA kontsentratsioon, massiprotsentides. Graafik on naidatud joonisel
2.8.

Laigu mahu soltuvus 2,4-DH-3-MBA
kontsentratsioonist vees

40

35 y=69.526x + 2.2148
R?=0.9993
30

25

Laigu maht, tingm&6tihikutes

20
15

10

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
2,4-DH-3-MBA konsentratsioon, % mass.

Joonis 2.8 Graafik, mis nditab laigu mahu sdltuvust 2,4-DH-3-MBA kontsentratsioonist vees
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2.6 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kvantitatiivne analiils

Kalibreerimisgraafikute naitude korrektsuse kinnitamiseks valmistati 2-MR ja 2,4-DH-3-
MBA segust vesilahused. Antud lahus koosnes 2-MR-st (1,25 g), 2,4-DH-3-MBA (0,25
g) ja 100 ml deioniseeritud veest. Proovid asetati 1 ul mikrosistlaga DC-Fertigfolien
ALUGRAM SIL G/UVass TLC plaatidele ja elueeriti heksaani-butillatsetaadi-puridiini
seguga (6:4:1). Plaat ilmutati 1% naatriumi heksanitrokobaltaadi (III) lahuses 5%
addikhappes. Parast ilmutiga téotlemist kuivatati plaadid elektripliidil. Segu TLC plaat
on naidatud joonisel 2.9.

2 4-dihiidroksii- 3metiiiilbensoehape +
2MR

Joonis 2.9 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA segude TLC plaat

Sorbfil TLC Videodensitometer tarkvara ja Just TLC laigu mahude abil saadud piikide
pindalad asendati vastava graafiku lineaarvorrandiga ja leiti soovitud aine
kontsentratsioon. Iga anallils sai labi viidud 3 korda. Tulemused on esitatud Sorbfil TLC
Videodensitometer tarkvara jaoks tabelis numbriga 2.7 ja Just TLC tarkvara kasutades

tabelis 2.8, samuti lisa osas 6-7.
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Tabel 2.7 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kalibreerimisgraafikute kontrollimise tulemused Sorbfil

TLC Videodensitometer tarkvara kasutades

Komponent Piigi pindala, Keskmine piigi Konsentratsioon,
tingmootiihikutes pindala, C, mg/ml
tingmootiihikutes
1 2 3 Saadud | Sisestatud
2-MR 587298 | 533494 | 460940 527244 1,19 1,25
2,4-DH-3-MBA 90349 | 57645 | 108115 85370 0,25 0,25

Absoluutne viga:

1.(1,25-1,19) - 100% = 0,06%

2. (0,25 —-10,25) - 100% = 0,00%

Suhteline viga:

1. (0,06:1,25) - 100% = 0,048%

2. (0,00:0,25) - 100% = 0,00%

Saadud andmetest tuleb jareldus, et esitatud kalibreerimisgraafikuid saab kasutada

2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kvantitatiivseks maaramiseks erinevates segudes, eeldusel, et

need on segu teistest komponentidest taielikult eraldatud. Absoluutne viga ei lleta 2%.

Tabel 2.8 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kalibreerimisgraafikute tulemused Just TLC tarkvara kasutades

Komponent Laigu maht, Keskmine laigu | Konsentratsioon, C,
tingmootiihikutes maht, mg/ml
tingmootiihiku
1 2 3 tes Saadud | Sisestatud
2-MR 103,83 | 139,12 113,92 118,96 1,17 1,25
2,4-DH-3-MBA 23,66 18,28 16,15 19,36 0,25 0,25

Absoluutne viga:

1. (1,25 —1,17) - 100% = 0,08%

2. (0,25 —-10,25) - 100% = 0,00%

Suhteline viga:

1. (0,08:1,25) - 100% = 0,064%

2. (0,00:0,25) - 100% = 0,00%
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Saadud andmetest tuleb jareldus, et esitatud kalibreerimisgraafikuid saab kasutada 2-
MR ja 2,4-DH-3-MBA kvantitatiivseks maaramiseks erinevates segudes, eeldusel, et

need on segu teistest komponentidest taielikult eraldatud. Absoluutne viga ei Uleta 2%.

2.7 2-MR karboksillimisproduktide kvantitatiivne
analluus

On teada, et 2-MR karboksuilimisproduktides on alati sees ka 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA.
Segu komponentide kvantitatiivne maaramine TLC abil sai labi viidud
kalibreerimisgraafikute abil. Uuringu kaigus kasutati Uhte ekstraheerimise jargne
filtraadi (vee) proov ja neli tahket proovi, mis saadi parast dietlilleetri aurustamist: 1)
2-MR/KHCOs=1/3, 2) 2-MR/KHCO3=1/4, 3) 2-MR/KHCO3=1/5, 4) 2-MR/KHCO3=1/6.
Proovidest said valmistatud 1% lahused. Selleks said vOetud neli erineva kaaluga
eeterlikku ekstrakti massiga 0,5000 grammi ja lahustatud 50 ml moodtekolbidesse
deioniseeritud veega. Lahuseid kuumutati pliidil temperatuuril 40 °C, kuni proov oli

taielikult lahustunud.

¢ 2-MR/KHCO3=1/3 1% 0,5000g — 50 ml deioniseeritud vesi
e 2-MR/KHCO3=1/4 1% 0,5000g — 50 ml deioniseeritud vesi
¢ 2-MR/KHCO3=1/5 1% 0,5000g — 50 ml deioniseeritud vesi
¢ 2-MR/KHCO3=1/6 1% 0,5000g — 50 ml deioniseeritud vesi

Seejarel kanti proovid 1 ul mikrosistlaga TLC plaatidele DC-Fertigfolien ALUGRAM SIL
G/ UVazss ja elueeriti heksaani-butillatsetaadi-piridiini seguga (6:4:1). Plaat ilmutati
1% naatriumi heksanitrokobaltaadi (III) lahuses 5% aadikhappes. Parast seda kuivatati
plaadid elektripliidil. Saadud pilte téodeldi Sorbfil TLC Videodensitometer tarkvara abil
piigi pindala vaartuste saamiseks, samuti Just TLC tarkvara abil, et saada laigumahu
vaartusi. Iga anallls sai labi viidud kolm korda. Saadud piigi pindala ja laigu maht
sisestati kalibreerimisgraafikute peale lineaarseteks vorranditeks ja leiti soovitud aine
kontsentratsioon. Iga anallids viidi |abi 3 korda. Tulemused on esitatud Sorbfil TLC
Videodensitometer tarkvara kasutades tabelis 2.9 ja Just TLC kasutades tabelis 2.12,

samuti lisa osas 8-10.
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Tabel 2.9 2-MR karboksuilimisproduktide analiidside tulemused Sorbfil TLC Videodensitometer
tarkvara kasutades

2MR/KHCOs3, Komponent Piigi pindala, Keskmine C,
mol/mol tingmootiihikutes piigi %
pindala mass.
1 2 3
1/3 2-MR 696274 | 295071 | 890518 810347 1,40
83771 67515 74083 75123 0,21
2,4-DH-3-MBA
1/4 2-MR 677834 | 786170 872260 778755 1,74
74849 99479 104955 93094 0,26
2,4-DH-3-MBA
1/5 2-MR 580438 | 639300 | 779540 666426 1.49
96464 96493 85715 92891 0.26
2,4-DH-3-MBA
1/6 2-MR 507572 | 721998 | 610910 613493 1,38
113913 72998 93721 93544 0,27
2,4-DH-3-MBA
134160 | 135024 | 162008 143731 0,33
Filtraat 2-MR
(H,0) 2,4-DH-3-MBA - - - - -

2-MR karboksuilimisproduktide vesilahuste kromatograafia tulemusi vorreldi samade

produktide anallisi tulemustega gaasikromatograafia kasutades (tabel 2.10).
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Tabel 2.10 TLC ja GC anallitside vordlustulemused 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA sisalduse kohta 2-MR
karbokstillimisproduktides

Proovi TLC abil saadud GC meetodil saadud
nimetus kontsentratsioon, % mass. kontsentratsioon, % mass.
2-MR 2,4-DH-3-MBA 2-MR 2,4-DH-3-MBA
1/3 86,96 13,04 88,71 11,05
1/4 87,00 13,00 85,51 14,25
1/5 85,14 14,86 82,13 17,44
1/6 83,64 16,36 79,97 19,07

TLC ja GC meetodite absoluutsete ja suhteliste vigade arvutuste tulemused on toodud
tabelis 2.11.

Tabel 2.11 Absoluutsete ja suhteliste vigade arvutuste tulemused

Absoluutne viga
Proov 2-MR 2,4-DH-3-MBA
1/3 (0,8871 — 0,8696) - 100% = 0,0175% (0,1304 — 0,1105) - 100% = 0,0199%
1/4 (0,8700 — 0,8551) - 100% = 0,0149% (0,1425 —0,1300) - 100% = 0,0125%
1/5 (0,8514 — 0,8213) - 100% = 0,0301% (0,1744 — 0,1486) - 100% = 0,0258%
1/6 (0,8364 — 0,7997) - 100% = 0,0367% (0,1907 — 0,1636) - 100% = 0,0271%
Suhteline viga
1/3 (0,0175/0,8871) - 100% = 0,0197% (0,0199/0,1105) - 100% = 0,1800%
1/4 (0,0149/0,8551) - 100% = 0,0174% (0,0125/0,1425) - 100% = 0,0877%
1/5 (0,0301/0,8213) - 100% = 0,0366% (0,0258/0,1744) - 100% = 0,1479%
1/6 (0,0367/0,7997) - 100% = 0,0458% (0,0271/0,1907) - 100% = 0,1421%

lahedased GC
tulemustele. Maaramise absoluutne viga on vahemikus 0,0149% kuni 0,0367%.

Esitatud andmetest tuleb jareldus, et saadud TLC tulemused on
Graafikuid kasutades on vdimalik maarata 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kontsentratsiooni

eeldusel, et need on kromatograafilistel plaatidel teistest komponentidest taielikult

eraldatud.
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Tabel 2.12 2-MR karbokstilimisproduktide anallilside tulemused Just TLC Videodensitometer
tarkvara kasutades

2MR/KHCO3, Komponent Laigu maht, Keskmine C,
tingmootiihikutes laigu maht
mol/mol % mass
1 2 3
1/3 2-MR 117,72 | 145,16 | 145,81 136,23 1,36
2 4-DH-3-Ma | 17/99 | 12,28 | 10,68 13,65 0,17
1/4 >-MR 125,96 | 123,98 | 122,91 124,28 1,23
2 4-DH-3-Mpa | 2319 | 1518 | 1871 19,03 0,24
1/5 2-MR 88,07 | 106,5 | 115,13 103,23 0,99
2 4-DH-3-MBa | 11/06 | 1564 | 15,32 14,01 0,17
1/6 2-MR 80,54 95,9 | 109,79 95,4 0,90
2,4-DH-3-MBA 17,28 | 12,31 15,6 15,06 0,18
. >-MR 31,77 | 34,63 | 31,01 32,47 0,18
Filtraat
(H,0)
2,4-DH-3-MBA ) ) ) ) )

2-MR karboksutlimisproduktide vesilahuste kromatograafia tulemusi vorreldi samade

saaduste GC anallsi tulemustega (tabel 2.12).
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Tabel 2.13 TLC ja GC anallitside vordlustulemused 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA sisalduse kohta 2-MR

karbokstillimisproduktides

Proovi TLC abil saadud GC meetodil saadud
nimetus kontsentratsioon, % mass. kontsentratsioon, % mass.
2-MR 2,4-DH-3-MBA 2-MR 2,4-DH-3-MBA
1/3 88,89 11,11 88,71 11,05
1/4 83,68 16,32 85,51 14,25
1/5 85,34 14,66 82,13 17,44
1/6 83,34 16,66 79,97 19,07

TLC ja GC meetodite absoluutsete ja suhteliste vigade arvutuste tulemused on esitatud

tabelis 2.14

Tabel 2.14 Absoluutsete ja suhteliste vigade arvutuste tulemused

Absoluutne viga
Proov 2-MR 2,4-DH-3-MBA
1/3 (0,8889 — 0,8871) - 100% = 0,0018% (0,1111 — 0,1105) - 100% = 0,0006%
1/4 (0,8551 — 0,8368) - 100% = 0,0183% (0,1632 — 0,1425) - 100% = 0,0207%
1/5 (0,8534 — 0,8213) - 100% = 0,0321% (0,1744 — 0,1466) - 100% = 0,0278%
1/6 (0,8334 —0,7997) - 100% = 0,0337% (0,1907 — 0,1666) - 100% = 0,0241%
Suhteline viga
1/3 (0,0018/0,8871) - 100% = 0,0020% (0,0006/0,1105) - 100% = 0,0054%
1/4 (0,0183/0,8551) - 100% = 0,0214% (0,0207/0,1425) - 100% = 0,1453%
1/5 (0,0321/0,8213) - 100% = 0,0391% (0,0278/0,1744) - 100% = 0,1594%
1/6 (0,0337/0,7997) - 100% = 0,0463% (0,0241/0,1907) - 100% = 0,1264%

Esitatud andmetest tuleb jareldus, et saadud TLC tulemused on lahedased GC
tulemustele. Maaramise absoluutne viga on vahemikus 0,0006% kuni 0,0337%.
Graafikuid kasutades on vdimalik maarata 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kontsentratsiooni
eeldusel, et need on kromatograafilistel plaatidel teistest komponentidest taielikult

eraldatud.
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JARELDUSED

1. TLC abil on nii kvalitatiivselt kui ka kvantitatiivselt vOimalik kiiresti ja odavalt

anallisida erinevate Uhendite segusid (2-MR karboksuulimisproduktide segud).

2. Kromatograafia andmete saamiseks sai uuritud videodensitomeetria meetod
tahvelarvuti-skanneri abil, samuti ka kaasaegne tarkvara abil. Tahvelarvuti-skanneri
ja  tarkvara kasutamine vOimaldavad saada ja toddelda andmeid
alkllresortsinoolide ja nendel pdhinevate hapete eraldamise kohta ilma selliseid

meetodeid nagu spektrofotomeetria ja GC kasutamata.

3. TLC plaatidelt saadud tulemused said té6deldud arvutiprogrammide ehk tarkvara
abil: 1) Sorbfil TLC Videodensitometer, mis arvutab laikude pindalasid, 2) Just TLC,

mis arvutab laikude mahud.

4. Laikude tuvastamiseks sai valitud ilmuti: 1% naatriumi heksanitrokobaltaadi (III)
Na3[Co(NO,).] lahus 5% aadikhappes, mida saab kasutada 2-MR identifitseerimisel ja
2,4-DH-3-MBA 2-MR karboksuulimisproduktides.

5. Sai valitud eluent 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks
hindamiseks 2-MR karboksuullimise produktides: heksaan-butillatsetaat-piridiin
(6:4:1). Reaktiivide suhe voeti mahuosades. Analliisid said |&bi viidud DC-
Fertigfolien ALUGRAM SIL G/UV2s4 kromatograafiliste plaatide peal.

6. Kvantitatiivse analllsi labiviimiseks said koostatud kalibreerimisgraafikud
kontsentratsioonide vahemikutes: 1) 2-MR alates 0,5 % massiprotsendist kuni 2 %
massiprotsendini, 2) 2,4-DH-3-MBA alates 0,0625 % massiprotsendist kuni 0,5 %

massiprotsendini. Kromatograafia sai labi viidud ALUGRAM firma plaatide peal.

7. 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA segu analllsi tapsust sai kontrollitud kalibreerimisgraafikute
abil, kasutades kunstlikku segu (1,25g:0,25g). Saadud andmetest tuleb jareldus, et
neid graafikuid saab kasutada 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA sisalduse kvantifitseerimiseks
2-MR karboksuudlimisproduktides. Absoluutne maaramisviga: 1) Sorbfil TLC
videodensitomeeter tarkvara kasutades 0,06% 2-MR ja 0,00% 2,4-DH-3-MBA puhul,
2) Just TLC kasutades 0,08% 2-MR ja 0,00% 2,4-DH-3-MBA puhul.

8. 2-MR karboksullimisproduktide  kvantitatiivne anallls sai labi  viidud
kalibreerimisgraafikute abil. TLC kromatograafia tulemused said vorreldud samade
2-MR karboksiuilimise produktide GC analilsi tulemustega. TLC abil saadud andmed
on ldhedased GC tulemustele. Maaramise absoluutne viga on vahemikus: 1) Sorbfil
TLC Videodensitomeeter tarkvara kasutades 0,0149% kuni 0,0367% 2-MR puhul ja
0,0006% kuni 0,0278% 2,4-DH-3-MBA puhul, 2) Just TLC tarkvara kasutades alates
0,0018 % kuni 0,0337% 2-MR ja 0,0006% kuni 0,0278% 2,4-DH-3-MBA puhul.
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Tulemustest tuleb jareldus, et 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA sisalduse muutumise

jalgimiseks slinteesi kdigus saab kasutada kallima GC meetodi asemel TLC-d.
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KOKKUVOTE

Pdlevkivikeemiatoostus on Ida-Virumaa (ks olulisi majandussektoreid. Noudlus
peenkeemiatoodete jdrele kasvab igal aastal. Kvaliteetsete saaduste tootmiseks on
vajalik nende omaduste range jdlgimine. Toodete kvaliteediomaduste kontrollimiseks on
palju vbimalusi, nditeks kuluka gaasi- v0i vedelikkromatograafia kasutamisega. Esitatud
uurimistoos valiti 2-MR karboksttlimissaaduste anallitisiks 0hukese kihi kromatograafia
(TLC).

Selle t66 eesmark on nédidata TLC kasutamise voimalust 2-MR karboksiillimissaaduste

kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks analtlsiks.

Uurimustdd kaigus analllsiti 2-MR karboksillimisprodukte erinevate lahteainete
suhetega: 2-MR ja kaaliumvesinikkarbonaat. On tOestatud, et 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA
esinemist 2-MR karboksullimisproduktides saab maarata téanu valitud eluendi ja ilmuti
kasutamisele. 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kunstsegu kvalitatiivhe ja kvantitatiivne anallls
viidi 18bi TLC meetodiga. Ulaltoodud Uhendite sisalduse kvantitatiivseks hindamiseks
2-MR karboksuidlimisproduktides koostati kalibreerimisgraafikud. Kinnitati, et saadud
graafikute abil on vOimalik maarata 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA kontsentratsiooni 2-MR

karboksullimisel saadud toodetes.

TLC meetodit koos tahvelarvuti skanneri ja arvuti tarkvaraga TLC anallusimiseks on
voimalik rakendada 2-MR karboksiillimistoodete kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks
hindamiseks nii uurimistoddes kui ka ettevotete laborites. TLC on lihtne, kiire ja odav
kromatograafilise analliisi meetod vorreldes gaasikromatograafiaga. Selle meetodi
rakendamine ei ndua suuri rahalisi kulutusi vaartuslikele seadmetele, samuti annab see
kiire vastuse kisimusele, mis on analllsitavas segus ja millises koguses, komponentide

taieliku eraldamise tingimusel kromatograafilisel plaadil.

To6 kaigus analldsiti 2-MR  karboksiidlimissaadusi. Teistes (alkidil)resortsiinide
karboksilleerimistoodetes (R, 5-MR) ainete segu kvaliteetse ja kvantitatiivse madramise
vajaduse korral tuleb teha sarnane uurimist66. Eksperimentaalselt valida tingimused

anallisi teostamiseks TLC meetodil.
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SUMMARY

Oil shale is considered the main mineral that serves as a raw material for the chemical
industry in Estonia. The main product produced at the leading oil shale processing
enterprises Viru Keemia Grupp AS (VKG AS), Enefit Power AS, Kivioli Keemiatédstus OU
(KKT 0U) is shale oil. A mixture of alkylresorcins is isolated from shale oil, the valuable
components of which are resorcinol, 5-MR and 2-MR. Specified (alkyl)resorcins are
obtained by crystallization from fractions of shale oil. They can be raw materials for the
synthesis of various substances, for example, phenolic acids. It is known that phenolic

acids are used to produce aerogels, medicines, adhesives.

There are different ways to control the quality characteristics of the products. For
example, using expensive gas or liquid chromatography. In the presented research
paper, the method of thin-layer chromatography (TLC) was chosen for the analysis of

2-MR carboxylation products.

The purpose of this work is to show the possibility of using TLC for qualitative and
quantitative analysis of 2-MR carboxylation products. The relevance of the topic lies in
the fact that today there is no express, budget, publicly available and accurate method
for determining the content of 2-MR and 2,4-dihydroxy-3-methylbenzoic acid in 2-MR

carboxylation products.

2-MR carboxylation products with a different ratio of starting substances, namely 2-MR
and potassium bicarbonate, were analyzed during the study. It is proved that thanks to
the use of selected eluent and developer, it is possible to determine the presence of 2-
MR and 2,4-dihydroxy-3-methylbenzoic acid in 2-MR carboxylation products. A
qualitative and quantitative analysis of an artificial mixture of 2-MR and 2,4-dihydroxy-
3-methylbenzoic acid was carried out by the TLC method. Calibration graphs have been
constructed to quantify the content of the above compounds in 2-MR carboxylation
products. It is confirmed that the obtained graphs can be used to determine the
concentration of 2-MR and 2,4-dihydroxy-3-methylbenzoic acid in products obtained by
carboxylation of 2-MR.

The method of thin-layer chromatography in combination with a flatbed scanner and
computer software for TLC analysis can be used for qualitative and quantitative
evaluation of 2-MR carboxylation products, both in research and in enterprise

laboratories.

TLC is a simple, fast and inexpensive method of chromatographic analysis in comparison

with gas chromatography.
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Lisal Just TLC kasutusjuhend

JUST TLC TUTORIAL

JustTLC is packed with advanced features that make it a simple task to display, analyze
and draw reliable conclusions based on TLC plates.

In this tutorial we will guide you through TLC plate analysis by using the two different
available analysis modes, Lane Analysis and Spot Analysis. For each analysis mode we
start by first creating a new project, then analyzing the plates and finally comparing the
obtained data. Lane Analysis is presented first and then follows Spot Analysis.

Before You Start

In order to analyze your TLC plates, you need to have them as digital images, in e.g. jpg or
tif format. The images can be obtained by using an ordinary desktop scanner, digital
camera or advanced dedicated TLC scanner.

If you do not have any digital images yet, you can download sample images from our

website. This tutorial is based on the images “Tutorial - Lanes” and "Internal Standard",
which you can download below.

B Tutorial - Lanes

®Internal Standard

If you haven't already installed JustTLC, you can download an evaluation version here.
Start JustTLC by double clicking the icon on your desktop or in your program menu. When

the program starts it will ask you to login. This will ensure that your data is secure and
inaccessible for unauthorized users.

Welcome to | have lost my password
Username |admin

J UStTLC f Password |eeese

www sweday.com Login ] [ Quit

If you are evaluating JustTLC both the user name and password is “admin”.
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javascript:__doPostBack('ctl00$_contentMain$_btnTutorialLanes','')
javascript:__doPostBack('ctl00$_contentMain$_btnInternalStandard','')
http://www.sweday.com/JustTLCTry.aspx

Next >>

Lane Analysis

Step 1 - Creating a Project
Step 2 - Analyzing Plates
Step 3 - Defining Rf Lines
Step 4 - Comparing Data
Step 5 - Export

Spot Analysis

Step 1 - Creating a Project
Step 2 - Analyzing Plates
Step 3 - Defining Spot Series
Step 4 - Comparing Data
Step 5 - Export

http://www.sweday.com/JustTLCTutorial.aspx
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http://www.sweday.com/JustTLCTutorialStep1Lanes.aspx
http://www.sweday.com/JustTLCTutorialStep2Lanes.aspx
http://www.sweday.com/JustTLCTutorialStep3Lanes.aspx
http://www.sweday.com/JustTLCTutorialStep4Lanes.aspx
http://www.sweday.com/JustTLCTutorialStep5Lanes.aspx
http://www.sweday.com/JustTLCTutorialStep1.aspx
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Lisa 2 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA R, sbltuvus eluendi koostisest

Eluent pH Ry A Ry
h d
(mahuosad) 2-MR | 2,4-dihiidroks-3-
metillbensoehape
Butlillatsetaat:heksaan 6 0,82 0,68 0,14
(50/50) 6 0,92 0,89 0,03
7(amoniaak 1 0,26 0,02 0,20
tilk)
Etlllatsetaat:heksaan 6 0,95 0,82 0,13
(50/50) 6 0,95 0,79 0,16
0,82 0,65 0,17
Tolueen:atsetonitriil: aadikhape 3-4 0,88 0,91 0,03
(50/50/1)
Tolueen:atsetonitriil 6 0,68 0,49 0,19
(70/30) 6 0,66 0,29 0,37
0,47 0,36 0,11
Kloroform:sipelghape:heksaan 2 0,81 0,69 0,12
(69/23/8) 2 0,82 0,86 0,04
Tolueen:atsetonitriil 6 0,83 0,70 0,13
(50/50) 7(amoniaak 1 0,77 0,00 -
tilk)
5(aad|'khape 1 0,87 0,87 0,00
tilk)
Kloroform:atsetoon:aadikhape 5 0,96 0,98 0,02
(10/2/1)
Kloroform:dadikhape 5 0,73 0,87 0,14
(5/1) 5 0,87 0,95 0,07
5 0,82 0,94 0,12
Benseen:addikhape 5 0,53 0,63 0,10
(5/1)
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Lisa 3 Eraldatud 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA R, vaartus

617 1793

2,4-DH-3-MBA

Peak Ri L) S ZH _NTP |uNTP |As Desciif
1 509 -
2 0.00 3666 137 413 232 d
EN 18547 695 | 762 427 266 077

Intersity

2,4-DH-3-MBA+2-MR

159156 837 57% 819 830 -
Total 190146 7078
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imiseks

Lisa 4 Rf vdaartused 2-MR kalibreer
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imiseks

Lisa 5 Rf vaartused 2,4-DH-3-MBA kalibreer
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Lisa 6 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA segude kromatograafia tulemused

2MR+2,4-DH-3-MBA
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Lisa 7 2-MR ja 2,4-DH-3-MBA segude kromatograafia tulemused

A
2366
1828
1615
¥ Graph (drag to resize)
140
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100
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60
40
20
0 Y L &
Type (® Bar O Line Y-axis: Volume X-awis: Order in series
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Lisa 8 Karboksiililimisproduktide analiiiisi tulemused TLC abil

2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/3)]

N

MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCOs=1/4)]

N

MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/5)]

N

MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/6)]

|

Filtraat (H,0)
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Lisa 9 Karboksiiiilimisproduktide analiilisi tulemused

1. 2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/3)] eeterlikust ekstraktist

2MR+2,4-DH-3-MBA 2MR+2,4-DH-3-MBA
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2. 2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/4)] eeterlikust ekstraktist

2MR+2,4-DH-3-MBA
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3. 2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/5)] eeterlikust ekstraktist
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4, 2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (

2-MR/KHCO3=1/6)] eeterlikust ekstraktist

2MR+2,4-DH-3-MBA
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Lisa 10 Karboksiiiilimisproduktide analiiiisi tulemused

1. 2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/3)] eeterlikust ekstraktist
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2. 2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/4)] eeterlikust ekstraktist
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3. 2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/5] eeterlikust ekstraktist
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4. 2MR+2,4-DH-3-MBA [proov (2-MR/KHCO3=1/6] eeterlikust ekstraktist
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Filtraat (H,0)
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