Metode cromatografice.
Cromatografia plana
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Fig.2 Principiul cromatografiei



@ » | Procesul cromatografic

I. Coeficientul de partifie (constanta de distributie) K. :
- gradul de preferinta al compusului x pentru una dintre cele doua faze:

— Cstat
Cmob

Cyiarr Criop = concentratia compusului x in faza stationara respectiv in cea
mobila, la echilibru

2. Talerele teoretice (N):

- lungimea suportului cromatografic pe care se atinge echilibrul intre
concentratia analitului in faza mobila si faza stationara



Cromatografia

Cromatografia:
« preparativa
« analitica

Cromatografia preparativa- separarea componentelor unui
amestec complex in vederea utilizarii lor ulterioare:

Cromatografia analiticd- masoara cantitea relativa in care se
gaseste fiecare component intr-un amestec.



® Cromatograma
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Fig.3 Schema unei cromatograme de elutie



Cromatograma de elutie-
parametri de identificare
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Fig.3 Schema unei cromatograme de elutie



Cromatograma de elutie-
parametri de identificare

Timpul mort (¢ ): timpul de elutie al unui component neretinut pe coloana;

Volumul mort (v ): volumul de fazi mobila necesar elutiei unui component
nerefinut pe coloana;

Timpul de retentie (#y): timpul scurs din momentul injectdrii probei péna la
obtinerea maximului picului unui compus;

Volumul de retentie (vy): volumul de fazi mobila care trece prin coloana din
momentul injectdrii probei pdna la obtinerea maximului picului unui compus:

Timpul de retentie corectat (1'): ¢’ = to- 1,

Volumul de retentie corectat (v'): v’ = vg- v,



Cromatograma planara-

parametri de identificare

Rf:

magetort  * pozitia spotului in cromatografia planara

t » este reproductibil in conditii reproductibile

O compusul 1

$
compusul 2
b o o compusul 2
R,<1
a /
v
— [nia de star

compusul |

Fig.4 Schema unei cromatograme planare



® @ CROMATOGRAFIA PLANARA

CROMATOGRAFIA PE HARTIE (CH)

CROMATOGRAFIA PE STRAT SUBTIRE (CSS)



“ | Cromatografia pe strat subtire (CSS)

- FR X, European Pharmacopoeia ed. 6.0

- metoda care permite separarea componentelor unui amestec
pe baza diferentei lor de deplasare de-a lungul unui strat
adsorbant sub actiunea unui sistem de solventi.

Mecanismele prin care se poate realiza separarea :
> adsorbtie
> repartitie
» schimb ionic



Cromatografia pe strat subtire (CSS)

¢ Faza stationara

¢ Faza mobila
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Faza stationara in CSS

Silicagel
OH OH OH O OH
5 NSRS NI ISP KO
R
O o] 0 0
| | | |
~5l iy N G i)
[T o T It vl
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Faza stationara in CSS

Se poate aplica:
~ sub forma de suspensie:
- pe placa de sticla

~ folie de aluminiu/polimer

Se pot adauga:
~ lianti (CaSO,, amidon, CMC)- ex. silicagel G, keiselgur G;
~ agenti fluorescenti ex. silicagel GF,,.

Se activeaza inainte de utilizare:
» 105°C- 110°C sau 120°C- Ih (FR X)



® o | Alegerea fazei stationare in CSS

In functie de:
natura substantelor de separat (structurd, proprietdti chimice, solubilitate)
natura procesului de separare (adsorbtie, repartitie, schimb ionic),

Separare prin adsorbtie:
1. Solida, insolubila in faza mobila;

2. Sd nu interactioneze chimic cu faza mobila si cu substantele de separat;
3. Polaritate, capacitatea de adsorbtie:

Slabd ex. CaCO,

Puternica ex. Gel de silice (SiO,), alumind (Al,0O;)



® @ | Faza stationara in CSS

Separare prin repartitie:
1 Lichid nemiscibil cu faza mobila;
2. Impregnata pe un suport rigid (silice)
3. Fixata prin legdturi covalente la suprafata stratului adsorbant

» Fazele grefate:

~ Polare: -diol, -cianopropil, -aminopropil;
f NCpO]are: 'alChil, 'fenil; CCypHy ?CmHy: OCwuHyr OCHy; OCaHy,

-0

Separare prin schimb ionic:

I Suport insolubil in apa grefat cu grupiri functionale ionizabile:



Faza mobila in CSS

solventi organici/anorganici de puritate avansata, cu capacitate
de elutie diferita fata de acelasi adsorbant.

Capacitatea de elutie a fazei mobile depinde de:
— polaritate
— constanta dielectrica
— capacitatea de a forma legaturi de hidrogen
— variatia Ph-ului mediului de adsorbtie



o | Faza mobila in CSS

Clasificarea diferitilor solventi, in functie de capacitatea eluanta

SERIE ELUOTROPA
Solvent Capacitate eluanta | Solvent Capacitate
eluanta

Eter de petrol 0,01 Acetona 0,56
Hexan 0,01 Dioxan 0,56
Ciclohexan 0,04 Butanol 0,56
Tetraclorura de carbon 0,18 Acetat de etil 0,58
Eter izopropilic 0,28 Acetonitril 0,65
Toluen 0,29 Piridina 0,71
Benzen 0,32 Dimetilsulfoxid 0,75
Eter etilic 0,38 Izopropanol 0,82
Cloroform 0,40 Etanol 0,88
Clorura de metilen 0,42 Metanol 0,95
Dicloretan 0,49 Apa > 0,95

Acid acetic > 0,85




Alegerea fazei mobile in CSS

L

» structura, proprietitile substantelor de separat;
» se utilizeaza amestecuri de doi sau mai multi solventi.

» polaritate opusa fazei stationare



Alegerea fazei stationare si a fazei mobile
in CSS

¢ [aza stationara:

» Aceeasl polaritate cu cea a substantelor de separat

¢ Faza mobila:

» Polaritate opusa fazei stationare



Procesul de separare prin CSS

Are la baza interacfiunea:
Faza stationara- Substanta- Faza mobila

FORTA DE RETENTIE FORTA DE ELUARE

Retentia substantei
la suprafata fazei
stationare

Elulia substantei de
catre faza mobila

Interactiunea faz
stajionara — faza
mobila




Procesul de separare prin CSS

Optimizarea procesului de separare:

> substantele rdman pe linia de start - se creste polaritatea
fazei mobile (prin addugare de apa, alcooli, acizi, baze):

> substantele migreaza in frontul solventului —2se scade
polaritatea fazei mobile.




® @ | Aparatura in CSS

» Placi cromatografice din
sticla sau din alte materiale:

— L=20cm, | variabila;

» Vase de sticla :

- Inchidere etansd, dimensiuni
convenabile:

» Micropipete, microseringi
sau alte dispozitive (FR X).




Etapele unei tehnici CSS

» Aplicarea probelor
» Developarea

» Uscarea

» Revelarea
» Interpretarea

» Conservarea



Etapele unei tehnici CSS
|

¢ Aplicarea probelor:
— solventi volatili
~ pipete Pasteur, microseringi,
~ la 2 cm de baza (linia de start);
— volumul de proba aplicat: pl;

+ Developarea cromatogramei:
- pe o distanta de 10 cm;
- linia de front- 5 cm de la baza placii opusa liniei de start;

- in sistemul de solventi alesi, folosind tehnicile cromatografice de
developare;



Tehnici cromatografice de developare

In functie de sensul de migrare a solventului pe placa
cromatografica:

tehnica ascendenta: migrarea fazei mobile se realizeaza
datorita fortei de capilaritate;

tehnica descendenta: migrarea fazei mobile se realizeaza
in sensul fortei de gravitatie:



® | Tehnici cromatografice de developare

[I. Developarea placii cromatografice se poate realiza:

. tehnica unidimensionala

Exemplu: amestec aspirind(A)/ cafeind(C)/ fenacetina(F)

F-» > A/'F > ’
1 - e — po—
Fig2. A/C/F Fig3. A/C/F

Sistem de solvenn A Sistem de solventi B



Tehnici cromatografice de developare

+ technica bidimensionala

Exemplu: amestec aspirind(A)/ cafeina(C)/ fenacetind(F)

e )

Figd4. A/C/F

Sistem de solvenfi
1,2



@ @ | Etapele unei tehnici CSS

+ Uscarea cromatogramelor:
in scopul indepartarii solventilor;

la temperatura camerei (in nigd), cu un uscator de par, cu un
ventilator.

+ Revelarea cromatogramei:

I. Prin metode fizice:
_ iradierea cu radiatii UV- substantele separate prezinta
fluorescenta:
tratarea fazei stationare cu indicatori fluorescenti-
substantele separate apar ca pete intunecate pe fond
fluorescent.




@ % | Etapele unei tehnici CSS

2, Prin metode chimice:
Reactivi de revelare:
generali: ex. KMnO,, I,, AgNO;:
- specifici pentru anumite clase de substante:
reactivul Dragendorff — alcaloizi ;
NaNQO, — sulfamide :
ninhidrina — aminoacizi.
reactivi corosivi (H,SO, conc.. 100C, H,50,/K,Cr,0,)

3. Prin metode biologice:

se bazeaza pe proprietatea unor substante de a forma compusi colorati sau
fluorescenti sub acfiunea unor enzime cu care faza stationara a fost
impregnatd in prealabil.



Etapele unei tehnici CSS

+ Interpretarea cromatogramei :
Analiza calitativa
Rf:
- constantd fizico- chimica caracteristica fiecarei substanie;
este reproductibil in conditii reproductibile.

ry fromt

R~=a/b Rf<1

b &>
aI (cm)

+—— stant




Etapele unei tehnici CSS

Analiza cantitativa:

|. Metode directe - masurdtorile se fac direct pe placa
cromatografica;

2. Metode indirecte - se extrag in prealabil substantele separate pe
cromatograma.

1. Metode directe

+ Metoda masurdrii suprafetei S(em2)=flg C(ng);
+ Metode optice

~ Masurarea densitdti optice/fluorescentei;

~ Spectrofotometrie "in situ " — curbe de etalonare
absorbanta- concentratie;



© © | Interpretarea cromatogramei

2. Metode indirecte

- Se razuieste zona care contine spotul corespunzator substaniei
de analizat;

Se razuieste zona care confine spotul corespunzitor substantei
ctalon;

- Se razuieste s1 0 zona fard substanta de la acelasi Rf (blanc);
Se elueaza in solventi potrivifi pentru determinarea in UV,

- Se citeste absorbanta probei(Ap) si a etalonului(Ae) fata de
blanc.

+ Pastrarea cromatogramel
se fotografiazi;
se impregneazi cu un lac izolant sau cu parafind.

1-subst de analizat
2-blanc
3-subst. etalon




P )

CROMATOGRAFIA PE STRAT
SUBTIRE (CSS)

Aplicatii in analiza medicamentului



Aplicatiile CSS in analiza medicamentelor

+ Separare

« Identificare

« Control de puritate

+ Determinare cantitativa



@ o | ldentificare prin CSS

» Tehnica standardelor externe:

» Tehnica standardelor interne:

\4

Tehnica standardelor interne in concentratii crescande:

A 7
4

Tehnica elutiei.



@ © | ldentificare prin CSS

»  Tehnica standardelor externe
—  cand dispunem de un standard extern;
—  se compard Rf-ul substanfei de analizat separati prin CSS cu Rf-ul

ctalonului cromatografiat in paralel,

Ex. |=Proba:A+B+C: ctaloane:2= A, 3=B, 4= C

C— @ >
B—» @& >
AT @& =




@ © | ldentificare prin CSS

» Identificarea componentelor din comprimate analgezice

H 0
’ B
0. O [
2 ™~ ";”J) ™~
\ ¢ [+
\\-. /\ /f ~_ o -\\‘\ N N
e ()
O ' e
»%V/' \\;/
Acid aceti] salicilic H
Ho I\ Paracetamol

O
i J N N
s [ )
0 C% NN

Codeina Cafeina
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Identificare prin CSS

Conditii cromatografice:

Adsorbant: silicagel GF s,

Developant: acetat de etil - acid acetic glacial (99:1)
Solutii de aplicat:

Sol. etalon 1% m/V in metanol de acid acetil salicilic,
paracetamol, codeina, cafeina

Sol. proba

Distania de migrare a developantului: 10 cm

Revelarea cromatogramei:

expunere la lumina UV



@ | Identificare prin CSS

Separarea si identificarea componentelor din comprimate analgezice

SO 1- sol. proba

£ 2- sol etalon acid acetilsalicilic
3- sol. etalon paracetamol

4- sol. etalon codeina

5- sol etalon cafeina




« | Identificare prin CSS

» Tehnica standardelor interne
— c¢dnd nu dispunem de standarde externe:

~ in proba de analizat se introduce pe rand unul din componente; se observa
cresterea suprafetei zonei $i a intensitatii coloratiei spotului corespunzator
componentului adaugat.

Ex. 1= Proba(P):A+B+C; 2=P+A, 3= P+B, 4= P+C

C—l = - @
B-— o ...
A-".--I
¥ i




® o | Identificare prin CSS

» Tehnica standardelor interne in concentratii crescande

- in proba de analizat se introduce unul din componente in concentratii crescande:
s¢ observa aparitia unor zone cu acelasi Rf si cu arii din ce in ce mai mari.

- Ex. 1= Proba(P):A+B+C; 2=P+A, 3= P+2A, 4= P+3A

B—wiigl o




® @ | ldentificare prin CSS

» Tehnica elutiei
— cand nu dispunem de etaloane

— se razuieste adsorbantul care contine zona corespunzitoare
cromatografierii compusului, se suspenda in solventi adecvati

— substanta extrasa se va determina prin metode spectrale (UV, VIS),
refractometrice.



Determinarea puritatii unei substante
medicamentoase prin CSS

tehnica CSS se poate utiliza pentru evaluarea puritétii unei s.m. in
conditiile Tn care ea prezinta o sensibilitate de 0,5-5%;

uneori natura impuritatii se cunoaste, alteori se presupune;

in cazul in care atét substanta de analizat cdt §i impuritatea prezinta aceasi
modalitate de revelare, testul de puritate in CSS se poate aborda in una din
urmatoarele situatii:



| Determinarea puritatii unei substante
medicamentoase prin CSS

» O anumita cantitate de substantd cromatografiata in conditiile prescrise este
considerata purda numai daca pe cromatograma apare o singurd zond (pata)

Ex. FRX - CHLORDIAZEPOXIDUM

(Clordiazepoxid)
Conditii cromatografice:
Adsorbant: silicagel G

Developant: toluen-cloroform-metanol (40:100:10)
Solupra de aplicat: 0.50% m/V in metanol
Volumul de solutie aplicat:

10 ul (50 pg clordiazepoxid)
Distanta de migrare a developantului. 15 cm

Revelarea cromatogramei. tetraiodobismutat (I11) de potasiu - -
- Examinare: 1a lumina zilei

-

» Pe cromatograma, in afara petei corespunzatoare clordiazepoxidului (A),
nu trebuie sa apara alte pete.



Determinarea puritatii unei substante
medicamentoase prin CSS

» FRX: etaloane de impuritati
»O anumitd cantitate de proba se examineaza in paralel cu un etalon de
impuritdti ( in concentratie situatd la limita maxima admisa de FRX ).

Ex. FRX = CHLORAMPHENICOLI NATRII SUCCINAS
(Succinat de cloramfenicol si de sodiu)
Cloramfenicol neesterificat. Cel mult 2,0%
Conditii cromatografice:
~ Adsorbant: silicagel G
~ Developant: acetona-cloroform-eter de petrol (30:20:50)
Solutia de aplicat: a = succinat de cloramfenicol si de sodiu 10.0%m/V in metanol
b = cloramfenicol (e.n.) 0.2%m/V in metanol

|

Distanfa de migrare a developantufui: 15 cm

Examinare: in lumina UV(254 nm)



Determinarea puritatii unei substante

@ @
medicamentoase prin CSS
Dacd pe cromatogramd, in dreptul punctului a, pe langa pata principala
corespunzatoare succinatului de cloramfenicol si de sodiu, cu fluorescents
violetd, de pe linia de start, mai apare o altd patd, mirimea si intensitatea
acesteia nu trebuie sa depageascd marimea si intensitatea petei din dreptul
punctului b.

d b
-

FR X: Cloramfenicol neesterificat.
Cel mult 2,0%

a: 2 pl solutie @ (200ug succinat de
cloramfenicol si de sodiu)
b: 2 ul solutie b (4ug cloramfenicol e.n.)




Determinarea puritatii unei substante

®® . :
medicamentoase prin CSS

» Tehnica concentrat- diluat
— se utilizeaza cand nu dispunem de un etalon de impurititi;

— consta in cromatografierea a doud solutii ale aceleasi substante active:
concentrata g1 diluatd (corespunzind limitei la care impuritatea nu mai
trebuie sa fie detectata — FR X);

— Se compara zona impuritatii detectata in solutia concentrata (proba), ca
marime §i intensitate cu zona corespunzatoare probei din solutia
diluata.



Determinarea puritatii unei substante
medicamentoase prin CSS

Pe cromatograma, in dreptul punctului @, pe 1angé pata principala
corespunzitoare diclofenacului sodic, mai poate sd apara o singura pata a carei
marime $i intensitate nu trebuie sa depidseascd marimea si intensitatea petei din

dreptul punctului 5.

a b
' ' FR X: Impuritédti inrudite chimic.

Cel mult 0,5%

a. 10pul sol.a (100pg diclofenac sodic)
b: 2.5ul sol.b (0.5ug diclofenac sodic)




® @ Determinarea puritatii unei substante
- | medicamentoase prin CSS
» Suprafata placii se imparte in trei cAmpuri egale

Y V

\ 74

Y

(1:2.3)
Se cromatografiaza:
|- proba (Cp)
2- zond libera (blanc)
3- etalon de impuritati (Ce)
Developare
Revelare

Eluarea zonelor de la acelasi Rf din proba, zona
libera, etalon, in solventi potriviti (UV)

Se citeste absorbanta imp. din proba(Ap) si a
etalonului de impuritdti (Ae) fatd de blanc (zona 2)

Se calculeaza puritatea procentuala a probei
cunoscénd concentratia etalonului de impuritati.

—




Dozarea unei substante medicamentoase
separate prin CSS

» Metode directe

» Metode indirecte



Dozarea unei substante medicamentoase

® & "
separate prin CSS

» Metode directe (densitometrice):

Fotodensitometru



@ o | Dozarea unei substante medicamentoase
separate prin CSS

» Metode directe (densitometrice):
» Densitatea optica a substantelor separate in functie de distanta de migrare

Fotodensitograma



@ » | Dozarea unei substante medicamentoase
separate prin CSS

» Metode indirecte
Metoda elutiei:

I- solutia probei de determinat (Cp);
2- zona libera (blanc);
3- solutia unui etalon (C, cunoscuti). & @

Y

Developarea cromatogramei
» Revelarea cromatogramei
» Suspendarea zonelor revelate in

diferiti solventi — —I
» Determinarea absorbantei probei

(Ap) si a etalonului (Ae) fata de 1T 2T ;

blanc



