Metode cromatografice
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* Analiza chimica
cromatografica este un
domeniu al analizel
iInstrumentale care
iInclude mai multe
metode de separare si
totodata de analiza a
componentilor
amestecului din proba.




* separarea precede analiza si se realizeaza prin
repetarea, de un numar mare de ori, a
echilibrului de distributie intre doua faze.

« Una dintre faze este imobila si poarta denumirea
de faza stationara (aflata de regula intr-un tub
numit coloana) iar cealalta - faza mobila - aflata
in miscare, se deplaseaza prin golurile primei
faze.



« Separarea se petrece in coloana cromatografica.

* Faza mobila, denumita si eluent - scurgandu-se
continuu (deci cu viteza constanta) prin
interstitiile fazei stationare, adeseori poroase,
poate provoca migrarea, cu viteze diferite, a
celor n componentii ai amestecului de separat
de-a lungul coloanei.



* Amestecul supus separarii se introduce sub
forma de solutie la inceputul coloaneil,
folosindu-se un dispozitiv de introducere a
probei (de exemplu o seringa micrometrica), i
se afla initial “fixat” intr-o zona ingusta de la
inceputul coloanei. Spalati de eluent, o parte din
componentii probei migreaza apoi prin coloana
cu viteze diferite. Acest lucru se datoreaza
iInteractiunilor fizice specifice, dintre moleculele
probei si faza stationara.



Clasificarea tehnicilor

cromatografice

* se distinge cromatografia de lichide (LC) cand
faza mobila este un lichid,

« cromatografia de gaze (GC) cand aceasta este
un gaz sau cromatografia cu fluide supracritice
la care faza mobila este un lichid aflat peste
temperatura critica.

In cadrul cromatografiei de lichide se mai face
distinctie intre cromatografia pe coloana
deschisa si cea pe coloana inchisa. Pe de alta
parte, in cadrul fiecareia dintre acestea,
distingem mai multe variante.



In cadrul LC se disting, in functie de mecanismele de separare:

 Cromatografia de adsorbtie, una dintre
primele tehnici utilizate, veche de mai bine
un secol (Tvet, 1903), utilizata pentru
separarea substantelor organice cu
molecule de dimensiuni mici si medii pe
adsorbenti, ca silicagel si alumina,
folosindu-se, ca faze mobile, diferite
amestecuri de solventi organici.



 Cromatografia ionica (de schimb ionic), care se
petrece pe o faza stationara solida, poroasa,
formata din materiale specifice — schimbatorii de
loni — substante cu o retea solida afanata, de
natura organica sau anorganica, pe care se
gasesc grefate, prin procesul de obtinere, niste
,centre de schimb ionic”. Cele mai raspandite
sunt rasinile schimbatoare de ioni — organice — la
care scheletul-suport este unul organic — un
polimer poros.



 Cromatografia de excluziune sterica se
desfasoara pe faze stationare poroase dar
cu porozitatea selectionata astfel incat sa
corespunda dimensiunilor moleculelor
supuse separarii. O parte dintre molecule
Intra prin pori, reusind sa interactioneze cu
suportul solid, prin forte de adsorbtie
foarte slabe, iar altele sunt “excluse”
deplasandu-se practic neretinute odata cu
faza mobila.



in cazul cromatografiei de gaze (sau mai pretentios cromatografiei in

faza gazoasa), denumita prescurtat GC se disting urmatoarele tehnici:

 Cromatografia gaz-lichid in care faza
stationara este un lichid nevolatil imobilizat
pe un suport solid. Aici suportul poate fi
unul granular, poros, situat intr-o coloana
in asa-numita cromatografie de gaze
“conventionala” sau chiar pe peretii
coloanei, confecfionata de dimensiuni

capilare, in “cromatografia pe coloana
capilara’.



Cromatografia gaz-solid este analoga cu cele discutate
la cromatografia de adsorbtie si la cea de excluziune
sterica cu deosebirea ca schimbarea gazului nu modifica
selectivitatea. Faza stationara o constituie tot silicagelul
sau alumina, respectiv “sitele moleculare” (niste silicati
naturali sau sintetici) respectiv granulele de carbon poros.
Metoda este extrem de Importanta pentru separarea
gazelor permanente (CO, CO2, 02, N2, gaze nobile etc.)



Cromatograma. Elementele
acesteia si marimi fundamentale

« In orice tip de cromatografie detectorul da
un semnal proportional, uneori cu
concentratia, alteori cu masa
componentului aflat in celula de masura,
semnal ce poate fi inregistrat in functie de
timp. Diagrama semnal, functie de timp
sau de volumul de eluent se numeste
cromatograma.



* Pe cromatograma distingem o serie de
maxime, numite picuri (peak = varfin |.
engleza), care se produc deasupra liniei
de baza sau a portiunii orizontale a curbel,
paralela cu axa timpului.

» Aceasta apare ori de cate ori in detector
nu apare nici un component, in afara
eluentului evident



Elementele unei cromatograme
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* Timpul mort, t,, - este timpul in
care un component, complet
neretinut de catre faza
stafionara, parcurge coloana si
tuburile de legatura pana la
detector. Acesta nu poate fi
zero. In cazul CG timpul mort,
de exmplu, este egal cu timpul
de retentie al aerului: t, =
t-(retentie). Deci, cu alte
cuvinte, reprezinta timpul scurs
de la injectarea (introducerea)
probei in coloana si aparitia
maximului de concentratie in

detector, pentru componentul Timnp |
neretinut. (Volum de retentie)

Semn=al detector
(concentratie)




 Timpul de retentie, t. - 0
marime caracteristica pentru
fiecare component al
amestecului separat de
coloana - reprezinta timpul
scurs de la injectarea probei i
aparifia maximului de
concentratie in detector. De
exemplu, in cazul prezentat
anterior in fig. , acesta este
distanta de la axa ordonatelor
(inceputul cromatogramei)
pana la verticala prin varful
picului C.

Semn=al detector
(concentratie)

Timp
(Volum de retentie)



Volumul de retentie, V, este volumul de
eluent corespunzator timpului de retentie:

VR =t_F_ (1)

Acesta este legat de timpul t;, prin
Intermediul debitului eluentului, Fe:



Timpul de retenfie ajustat, t_, - introdus in
cromatografie pentru a se putea compara
timpii masurati pe coloane diferite, in cazul
aceluiasi component - este dat de
diferenta:

to=t-t (2)



Corespunzator exista si un volum de
retentie ajustat

Vo=V, -V,

unde VN| este volumul mort



Acest volum mort este legat de debitul
eluentului coloanei, F_, prin produsul:

VM =tMFe

si reprezinta volumul golurilor din coloana
plus volumul tuburilor de legatura de la
coloana la detector.



Cromatograme ideale si reale

Aspectul unui pic dintr-o cromatograma
Ideala este acelasi cu curba obtinuta prin
reprezentarea grafica a functiei de
distributie a erorilor (Gauss).



Numarul de talere teoretice al coloanei, n. Conform “teoriei talerelor
migrarea unei substante separate prin coloana se poate
descompune teoretic intr-o succesiune de deplasari prin dreptul a n
mici incinte din interiorul coloanei in care au loc echilibre perfecte

intre fazele stationara, din incinte, si cea mobila.

Similar cu distilarea pe coloane prevazute cu talere, aceste mici
incinte ideale au fost denumite "talere teoretice”. Lunglmea portiunii
dintr-o coloana, ce corespunde unei asemenea incinte, pe parcursul
careia se realizeaza un echilibru termodinamic, se noteaza cu H Si
poarta numele de inaltime echivalenta a unui taler teoretic. Aceasta
caracterizeaza performanta coloanei si se poate calcula din raportul:

Leot
N

H =



» Cu cat valoarea H este mai mare
separarea este mai buna. Numarul n se
poate calcula pe baza cromatogramei
obtinute experimental din /a{imea picului la
baza, wb, care dupa cum se vede din fig.
1, este de 4 ori valoarea dispersiei curbel
gaussiene care modeleaza matematic
picul, ceea ce permite scrierea ecuatiei:



Valoarea numarului de talere teoretice, N,
constituie de asemenea o0 masura a eficacitatii
(totale) a coloanei cromatografice utilizate intr-o
separare sau analiza concreta. Pentru un
component dat acest numar reprezinta patratul
raportului dintre timpul de retentie si deviatia
standard asociata picului corespunzator:
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Rezolutia, simbolizata RS, este marimea
ce exprima gradul de separare a doua
componente date de pe o cromatograma.
Pentru componentele oarecare A si B
aceasta se exprima prin raportul

e A A
© 20, +0,) W,




* unde At este diferenfa dintre timpii de
retenfie ai componentelor B si A adica At
= tRB.- tRA,.lar yv1/2 reprezinta /latimea
medie a picurilor la baza,

w, = (W, +wy)/2.



Picuri cromatografice separate
Intre ele cu diverse rezolufii

tRA-tRy tRa- 1Ry




Ecuatia lui Van Deemter

Aceasta ecuafie exprima contributia
diversilor factori la largirea zonei unui
anumit component, in timp ce acesta
migreaza prin coloana cu o viteza medie v.



Cea mai simpla si totodata mai cunoscuta
expresie este cea descoperita initial de Van
Deemter pentru cromatografia de gaze:

H=A+B'v+C

unde A, B si C sunt, pentru o coloana data v niste
constante



aceste constante au in realitate fiecare
niste dependente functionale ce {in de
natura fizica a fazelor stationara si mobila,
de diametrul si de natura umpluturii, dar si
de conditile de operare: temperatura,
presiuni etc.



Ecuatia lui Van Deemter

H=A + Bv+C/v




