etode cromatografice de analiza




Principii fundamentale

Analiza chimica cromatografica este un domeniu
al analizel instrumentale, care include mai multe
metode de separare si totodata de analiza
calitativa si cantitativa a componentilor probei
analizate.

Cromatografia s-a dezvoltat initial ca
metode sau tehnici de separare.



Principii fundamentale

» In toate variantele, separarea precede
analiza (calitativa si cantitativa a
compusilor separatj)

separarea se realizeaza prin repetarea, de
un numar foarte mare de ori, a echilibrulul
de distributie a solutilor intre doua faze:

— faza stationara (fixa) — aflata intr-un tub numit
coloana sau pe o suprafata plana;

— faza mobila (eluent) - aflata in miscare, se
deplaseaza prin golurile primei faze.



1901, Dbotanistul rus
Tvet a separat pigmenti
vegetali pe o coloana
umpluta cu carbonat de
calciu, eluent eterul de
petrol.

chromos = culoare,
graphos = scriere

Mikhail Tsvet

Mikhail Tsvet

Born 14 May 1872
Asti, Italy
Died 26 June 1919 (age 47)
Nationality Russia
Fields botany

Known for adsocrption chromatography



Clasificarea metodelor cromatografice

Criterii diferite:

A - Clasificarea in functie de mecanismul separarii

B - Clasificarea in functie de natura fazelor cromatoqgrafice

C - Clasificarea in functie de configuratia sistemulul
cromatoaqrafic



A - Clasificarea in functie de mecanismul separarii

Cromatografie de adsorbtie
Cromatografie de repartitie
Cromatografie de schimb ionic
Cromatografie de excluziune
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B - Clasificarea in functie de natura fazelor
cromatografice

« Faza mobila:

— gazoasa
— lichida.

* Faza stationara:
— Solida

— lichida - care trebuie fixata pe un suport solid
corespunzator, in general un material poros



Tipuri de metode cromatografice In
functie de natura fazelor

1. Cromatografie de gaze
—1.1. Gaz-lichid (GLC)
—-1.2. Gaz-solid (GSC)

2. Cromatografie de lichide
—2.1. Lichid-lichid (LLC)
—2.2. Lichid-solid (LSC)



C - Clasificarea in functie de configuraria
sistemulul cromatografic

« 1. Cromatografie pe coloana - faza fixa este
depusa intr-o coloana verticala
— 1.1. Cromatografie pe coloane clasice (cu umplutura)
— 1.2. Cromatografie pe coloane capilare
— OBS: Diametru coloana 1.1 >>>> 1.2

« 2. Cromatografie planara - faza fixa este depusa
pe o suprafata plana)
— 2.1. Cromatografie in strat subtire
— 2.2. Cromatografie pe hartie



. FAZELE procedeelor cromatografice

Procedeele cromatografice includ urmatoarele faze, indiferent de tipul

N

Sl

metodei:

prepararea fazei stationare (in coloana sau pe placa)
Introducerea probei

trecerea probei (dizolvata sau sub forma de gaz) peste
faza stationara

separarea componentelor pe faza stationara

colectarea componentilor amestecului prin gluare
(preluare) cu solventi (gaz sau lichid) potriviti

analiza calitativa
analiza cantitativa

10



Schema de principiu a unui cromatograf

"
-
L

1 - rezervor faza mobila

2 - dispozitiv de reglare si
masurare a debitului

3 - dispozitiv de introducere a
probei

4 - coloana cromatografica

5 - detector

6 - inregistrator sau integrator
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Dinamica procesului cromatografic
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Faza solida este introdusa intr-un tub cilindric inchis la
partea de jos printr-un dop de vata de sticla sau undisc
poros.

La partea superioara se introduce proba care contine
doi compusi A si B dizolvanti intr-o cantitate cat mai
mica de solvent (momentul to).

incepe introducerea fazei mobile si cei doi componenti
migreaza diferit in coloana.

Momentul t: corespunzator eluarii compusului A se
Inregistreaza pe cromatograma prin aparitia unui pic
bine definit de forma clopotului lui Gauss.

in continuare elueazi in acelasi mod si compusul Bin
momentul to.
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Chromatographic -
Process Mobile phase ™

B Distribution: 5
K = Co/Cn B

L

Chromatogram

Elution through the Column

Dr. Shulamit Levin, Israel
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Diagrama care reprezinta rezultatul analizei cromatografice se
numeste cromatograma

» este un semnal, functie de timp sau de volumul de eluent

Chromatogram Calculation Result

. <l_3probaoradea.ged (CHI)> - <
Intensity

1
750000
500000

] 5
250000 |

] | I |

b ] 1 |

4 i l l'l | l\

Ot"’\jll\f'{l"‘"w)t LV«NVJ(WMA\MJ’\}LI\_\N\AAALJ ,WJ\;ldMJL_,/\/uk o I o o e e
T RS e " - i s : q i ~
10 20
Cromatograrma de los
aesteras metilicos de

= Naatoc sp.

-}

- 8:0

5

&

g

g

2

16



Elemente de baza ale cromatogramei

<

3 t-y
=
s| 3%
" £

o N

! | —

. I=0 ix Timp

1. Picurile cromatografice
2. Timpul de retenfie, ty - marime caracteristica pentru fiecare
component al amestecului separat de coloana

3. h—inaltimea piculul
4. A —aria picului
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Analiza calitativa/cantitativa in cromatografie:

Se poate realiza prin doua tipuri de metode:

Se colecteaza fiecare component in vase separate,
dupa care fiecare fractiune se analizeaza prin
procedee chimice sau instrumentale adecvate (in
prezent utilizata numai pentru preparare/purificare
probe);

CHRUX U
U W & B W O s
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2. analiza are loc direct in cromatodraf.
utilizandu-se tehnici si detectori
specifici = utilizata in practica
analitica actuala
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Principalele tehnici cromatografice

1. Cromatografia in strat subtire (CSS)
2. Cromatografie de gaz (CG)

3. Cromatografie de lichide (CL)

20



Cromatografia in strat subtire CSS
Thin Layer Chromatography TLC

Principiul metodei:

» Separarea se bazeaza pe distributia
componentelor probel intre doua faze:

— Faza fixa — strat subtire de material solid
depus pe un suport plan

— Faza mobila - lichida (singular sau amestecuri)

21



Faza fixa

" . Silicagel

* Oxid de aluminiu
Kieselgur

aza mobila

Amestecuri de solventi in proportii si
concentratii variabile
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Avantaje:

Rapiditate;
Cost redus:

Aplicabilitate la compusi care prezinta instabilitate
termica, atat hidrosolubili cat si liposolubili;

Posibilitatea analizarii simultane a mai multor probe,;
Reproductibilitatea rezultatelor.

Dezavantaje:

Sensibilitate (in general) mai mica decat in
cromatografia de gaze sau lichide;

Necesitatea unei purificari mai avansate;

Repetabilitate scazuta in cazul unor temperaturi sau
umiditati ambientale ridicate (risc scazut in conditiile

climatice din tara noastra)
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Etape

~ » Aplicarea probei (spotare)

Developare

Relevarea componentelor amestecului
Determinare calitativa

Determinare cantitativa
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Mod de lucru

. Se folosesc placi de sticla de
- diferite dimensiuni, ( 20 x 20
cm,) pe care se depune un
strat uniform de absorbant cu
grosime de aproximativ 250
um (faza stationara)

Spotare (spot = pata) - la o
distanta de circa 1,5 cm de
marginea placii se aplica o
cantitate foarte mica de
amestec al substantelor ce
urmeaza a fi separate —
microseringi

http://www.virtual-labs.leeds.ac.uk/brewing/TLCtheory.php
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http://www.virtual-labs.leeds.ac.uk/brewing/TLCtheory.php

* Developare: se imerseaza placa intr-un vas cu inchidere etansa
in care atmosfera este saturata de vapori ai solventului sau ai
amestecului de solventi utilizati pentru separare (faza mobila).

* Inacest mod are loc un proces de migrare al componentilor
fazel mobile printre particulele fazei stationare.

« Componentele amestecului migreaza diferit, in functie de modul
lor de distributie intre cele doua faze.

28


http://www.reachdevices.com/TLC.html

* |dentificare - atunci cand frontul
developantului ajunge la extremitatea placii,
aceasta se scoate, se usuca si se trece la
faza de identificare

http://www.bio-rad.com/en-za/applications-technologies/chromatography
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http://www.bio-rad.com/en-za/applications-technologies/chromatography

TLC - Automatizare

30


http://www.camag.com/en/home.cfm

Determinarea calitativa

Prin reactii chimice specifice, direct pe placa

Prin valoarea Rf (actor de retentie (retardare)) — masoara viteza de

deplasare pe placa a componentelor fata de frontul

developantului
- Rf valori0 - 1

— Etaloane !!!!

Rf = X, /X

spot’ “*solvent

Start

1o
solvent
front

F

Start
to
center
of
spot
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<«Mmannose
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http://webapps.utsc.utoronto.ca/chemistryonline/tic.html


http://webapps.utsc.utoronto.ca/chemistryonline/tlc.html

Determinarea cantitativa

1. Direct pe placa
1. Metoda compararii vizuale — semicantitativa

2. Metoda densitometrica

2. Dupa elutia substanteil din adsorbant
1. Spectrofotometrie UV-VIS;
2. Colorimetrie;
3. GC;
4. Voltametrie.
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Metoda gaz cromatografica
(GC)

Principiul metodel

« 1 Substanta sau amestecul de substante ce
trebuie determinate sunt trecute prin injectare,
intr-o coloana ce contine o faza stationara (fixa)
si unde se incalzesc la o anumita temperatura,
trec in faza gazoasa si se retin in mod selectiv
de catre faza fixa.
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2- Ulterior prin coloana se trece un gaz care reprezinta faza
mobila si care va elua componentele amestecului

3 -la lesirea din coloana este amplasat un detector care
inregistreaza aparitia substantelor sub forma unor picuri ce
4 formeaza cromatograma.

Kon S T e By

C

Direction of Gas Flow -



. Faza mobild — gaz
hidrogenul, heliul, azotul sau argonul

aza fixa

DPDV al starii de agregare, fazele stationare
sunt:

» Solide : silicagel, alumina
* Lichide (adsorbite pe substrat solid)
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' Coloane cromatografice

e coloane cu umplutura
coloane capilare — cele mai eficiente

W ey
e ) - s
http://people.whitman.edu/~dunnivfm/C_MS_Ebook/CH2/2_3 3.html
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http://people.whitman.edu/~dunnivfm/C_MS_Ebook/CH2/2_3_3.html

Introducerea probelor

microseringi, volumul probei fiind intre 1 si 10 pl la
coloanele cu umplutura si de 0,1 pana la 2 pl la cele

capilare

Injector Detector

GC column

000000
Ferrule—

Column nut — =
=

- 000 000
Septum aiatal

ooo

GC column

http://www.chromacademy.com/gc_troubleshooting_column_detector_issues_Essential _Guide.ht
40


http://www.chromacademy.com/gc_troubleshooting_column_detector_issues_Essential_Guide.ht

 Detectori CG

1. detector universal care permit
inregistrarea sigura a tuturor
componentilor probei
— EX: Detectorul cu ionizare in flacara

(FID), catarametrul.

2. detectori specifici, care raspund doar
la anumite tipuri de molecule

— Ex: Detectorul cu captura de
electroni (ECD)

41



Analiza cromatografica

« Analiza calitativa — pe baza compararii timpilor
de retentie inregistrati pentru compusii din
proba si pentru etaloane cunoscute.

 Analiza cantitativa — se calculeaza pe baza
ariei cuprinse sub fiecare pic cromatografic
(sau inaltimea picului) care este proportionala
cu concentratia compusului respectiv.
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Zoomed Chromatogram
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Metoda cromatografiei de lichide
Liquid chromatography (LC)

Termenul de cromatografie de lichide se
referala o gama extinsa de sisteme
cromatografice care au in comun
faptul ca utilizeaza o faza mobila
lichida.

44



Avantaje (fata de GC)

— permite analizarea probelor greu
volatile sau instabile termic

—faza mobila participa activ la
separare n—  ofera  posibilitati
suplimentare pentru realizarea unor
separari eficiente

45



Principiul metodel

- este analog cu cel de la GC cu deosebirea ca faza
mobila este lichida.

e Substanta sau amestecul de substante ce trebuie
determinate sunt trecute sub forma lichida, prin
injectare, intr-o coloana ce contine o faza stationara
(fixa).

» Ulterior prin coloana se trece un lichid sau amestec
de lichide care reprezinta faza mobila si care va elua
pe rand componentele amestecului.

46



Tehnici ale cromatografiei de lichide

cromatografia de adsorbtie lichid-solid
(LSC)

cromatografia de repartitie lichid-lichid
(LLC)

« cromatografiaionica (IC)

« cromatografia prin excluziune (SEC)

47
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A

B

Detectoare utilizate in LC

Clasificarea detectoarelor se poate face in doua
categoril

- Detectoare care masoara modificarea unel
proprietati fizice a efluentului coloanel

Ex: detectoarele de indice de refracfie

- Detectoare care masoara modificarea unel
proprietafi a solutului

Ex: detectoarele spectrofotometrice

49



‘Analiza LC —casli la GC

 Analiza calitativa — pe baza compararii

timpilor de retentie inregistrati pentru
compusii din proba si pentru etaloane
cunoscute.

* Analiza cantitativa — pe baza compararii
ariilor pentru compusii identificati pozitiv din
proba cu aria unor etaloane de concentratii
cunoscute

50
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Signal Voltage (mV)

Column: On-Chip Packed Column. L 8mm/W 100um/H ~25um.
Stationary Phase: Hamilton PRP-X110 Anion Exchange Tum Resin
Detection: Conductivity, Detection Cell Volume 0.4 nl

Injection: 4 nl; Retention: ~3 min after injection before Time 0
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Aplicatii ale metodelor cromatografice
« Componenti majori: glucide, lipide, aminoacizi;

« Componenti minori: enzime, vitamine,
antioxidanti naturali;

¢ Substante adaugate (aditivi alimentari):
coloranti, antioxidanti, conservanti;

¢ Contaminanti alimentari organici: pesticide,
micotoxine, dioxine, etc.
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splical
Determinarea calitativi de: aminoacizi. aditivi
alimentari

- Cromatografie iIn  strat | Componente ale alimentglor:

subtire - Carotenoide. vitamine
Contaminantj alimentari:

Aditivi alimentari:
- Coloranti, conservanti
Cromatografie de gazg Compeonsnts ale alimentelor:
- Grasimi (acizi grash). arome
Contaminant; alimentari:
- gontammanti organociorurafi (POC 51 PCB)
st organofosforic
- HPA (idrocarburi policiclice aromatice).
dioxme. furani, acrilamida
- Medicamente de uz yeterinar
Cromatografie de lichide | Componente ale alimentelor
- Glucide. amingacizi. vitamine
Contaminants alimentari:
- micotoxine




CONCLUZII:

1.

Metodele cromatografice sunt tehnici de separare urmate
de determinari calitative/cantitative.

Cel mai des se clasifica in functie de naturafazelor
cromatografice.

Fazele procesului cromatografic sunt aceleasi indiferent de
tehnica aplicata.

Semnalul analitic se numeste cromatograma gi eaeste
compusa dintr-o succesiune de picuri caracterizate de
timpul de retentie (volum de retentie), inaltime si arie (in
cazul cromatografiei cuplate cu detector masspectrometric
este indicata masa molara a fractiei ionice respective).

Cele mai utilizate tehnici cromatografice sunt:
1. Cromatografia in strat subtire TLC
2. Cromatografia de gaze GC
3. Cromatografia de lichide LC

56



6. Detectarea compusilor separati se face in mod
specific, in functie de proprietatile acestora

/. In toate tehnicile cromatografice
» Determinarile calitative se bazeaza pe compararea
timpilor de retentie ale etaloanelor cu cele din probe
» Determinarile cantitative se bazeaza pe compararea
ariilor (inaltimii) picurilor identificate in proba cucele
ale unor etaloane de concentratie cunoscuta

8. Tehnicile cromatografice au aplicatii complexe
in controlul calitatii produselor farmaceutice,

alimentare, industria chimica, prelucrarii
petrolului etc.
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Test de autoverificare

1. Ce reprezinta cromatografia (in general)?
2. Cum se realizeaza un proces cromatografic (in general)?

3. Care sunt criteriile dupa care se clasifica metodele
cromatografice?

4. Clasificati metodele cromatografice in dependenta de
mecanismul de separare, natura fazelor cromatografice,
configurafia sistemului cromatografic

5. Dati minim cate doua ex de aplicare a CSS/CG/LC in
domeniul controlului calitatii diferitor produse

6. Care sunt fazele oricarui proces cromatografic?
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7. Cum se numeste rezultatul unei determinari
cromatografice?

8. Ce caracterizeaza o cromatograma (elemente de
baza)?

9. Care este faza fixa si cea mobila la CSS (TLC)?

10.Enumerati minim 3 avantaje/dezavantaje ale tehnicii
CSS

11.Care sunt etapele unei determinari de tip CSS?

12.Pe ce se bazeaza determinarea calitativa/cantitativa in
determinarile CSS?

13.Care este faza fixa si cea mobila la CG?

14.Care este principiul determinarii CG?
59



15.Pe ce se bazeaza determinarea calitativa/cantitativa in
determinarile cromatografice de gaze?

16.Care este deosebirea fundamentala intre tehnicile
cromatografice de lichide si cea de gaze?

17.Care sunt avantajele cromatografiei de lichide fata de
cea de gaze?

18.Care este principiul de functionare al tehnicilor
cromatografice de lichide?

19. Enumerati tehnici ale cromatografiei de lichide.

20.Pe ce se bazeaza determinarea calitativa/cantitativa in
determinarile cromatografice de lichide?
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