cromatografica, aceasta din urma se lasa cel putin 30 minute inchisa
etans pentru saturarea atmosferei cu vapori ai solventilor din FM [36].

2.Pepararea solutiilor de proba (continand toxicii) si standard
(continand substantele etalon) de concentratie aproximativ egala cu cea
a probei [36].

3.Aplicarea solutiilor de analizat si solutiilor etalon cu o
micropipeta sau seringa Hamilton pe linia de start a placii (trasata la
aproximativ 2 cm fata de marginea inferioara) [36].

4.Uscarea cromatoplacii [36].

5.Developarea prin imersarea cromatoplacii in camera
cromatografica, care contine solventul sau amestecul de solventi folosit
ca developant (FM). Nivelul acestuia trebuie sa fie sub cel al liniei de
start a cromatoplacii. Developantul (FM) urca prin capilaritate spre
partea superioara a placii, linia la care ajunge solventul fiind denumita
linia de front (la aprox % de la marginea inferioara a placii) [36].

6.Uscarea cromatoplacii (cromatogramei) [36].

7 .Vizualizarea spoturilor (proba, etalon, impuritate, etc) urmata
de identificare toxicilor (comparand valorile Rs ale spoturilor analitilor
din proba cu cele ale celor din solutia etalon) si/sau dozare dupa caz
[36].
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Fig. 7. Etapele de lucru ale CSS, conform etapelor descrise mai sus.

Detectia spoturilor in CSS se poate realiza prin metode vizuale,

sau metode instrumentale [37].

Se realizeaza prin vizualizare directa, pentru spoturile deja
colorate [6].
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Pentru spoturile incolore, pentru detectie se utilizeaza
urmatoarele tipuri de metode de detectie vizuala [6, 36]:

Metode chimice

Se bazeaza pe reactiile chimice care au loc intre toxicii separati pe
placa si reactivii cu care se realizeaza revelarea, cu formarea unor
compusi colorati la nivelul spotului.

Exista mai multe tipuri de reactivi de revelare:

- generali (permanganat de potasiu, dicromat de potasiu, azotat
de argint, etc)-permanganatul de potasiu si dicromatul de potasiu se
utilizeaza pentru analitii reducatori care, in urma oxidarii formeaza
compusi colorati.

- specifici — (pentru anumite clase de substante organice):

Dragendorff — pentru alcaloizi — se formeaza o coloratie
protocalie;

Ninhidrina — pentru aminoacizi — se formeaza o coloratie
violet;

2,4-dinitrofenilhidrazina — pentru aldehide si cetone — se
formeaza un aduct colorat in galben.

-Reactia generala a reactivului Dragendorff cu alcaloizii este:

K[Bil4] + AlkH]CI — AIkH[Bils]
+ KCl

Reactiv Dragendorff alcaloid sare precipitat rosu-
portocaliu
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(clorhidrat)

-Reactia generala a 2,4-dinitrofenilhidrazinei cu compusii
carbonilici este prezentata in fig. 8.

v=(
NHNH, HN'

O,N O,N
0 2 H,S0, 2
+ —_—
alcohol
NO NO.
Cetona ? ?
2.4-dinitrofenilhidrazina 2.4-dinitrofenilhidrazona

{precipitat galben)

Fig. 8. Reactia generala a 2,4-dinitrofenilhidrazinei cu compusii
carbonilici

-Reactia generala a ninhidrinei cu aminoacizii este prezentata in

fig. 9.
7 = 7 4 = O@
OH+R\T,C02 2 H,0 °°_co,
® ———* I e N=\
OH MNHz =] R
o} s} o
ninhidrina Hz0
- RCHO

=]
ninhidrina 3
qﬁ :{i@ NH2
o
o)

con‘pus coloratin
violet

Fig. 9. Reactia generala a ninhidrinei cu aminoacizii
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Metode fizice 6, 36]
Se pot aplica doar pentru unii toxici.

Fluorescenta este proprietatea unei substante de a emite radiatii
din domeniul vizibil atunci cind este iradiata cu radiatii din domeniul UV.

Vizualizarea se realizeaza prin iradierea probei cu radiatii din
domeniul UV la:

- lungimea de unda 254 nm (fig. 10), daca hartia sau faza
stationara sunt pretratate cu indicatori fluorescenti, spoturile apar sub
forma unor pete intunecate pe fond fluorescent. Practic, analitul se
leaga de indicatorul de fluorescenta siii stinge fluorescenta.

- lungimea de undd 366 mm (fig. 11), dacd hartia sau faza
stationara nu sunt pretratate cu indicatori de fluorescenta, spoturile
apar fluorescente pe fond intunecat. Aceastda metoda se aplica pentru
analitii fluorescenti sau care pot deveni fluorescenti in urma unei reactii
chimice.

Fig. 10. Detectia la 254 nm Fig. 11. Detectia la 366 nm

(http://www.chemeurope.com/)
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