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Il cromatogramma

Principalmente per le cromatografie su colonna si usa la tecnica dell'eluizione (eluente & sinonimo di fase mobile).

- Il campione viene disciolto nella fase mobile (f.m.) e introdotto alla testa alla colonna;

- Una volta che il campione € iniettato, i costituenti si distribuiscono tra la f.m. e la fase stazionaria (f.s.). Se la f.m. é

continuamente fornita come eluente, le sostanze si distribuiscono lungo la colonna tra nuova f.m. e la f.s.;

- Continuando ad aggiungere f.m. si procede all’eluizione finché le sostanze sono separate e rilevate alla fine della

colonna;

- Composti trattenuti in modo piu forte dalla f.s. impiegano piu tempo a essere separati di sostanze che interagiscono
poco con laf.s..

- ldealmente, le sostanze sono separate dopo un certo tempo di eluizione e rilevate individualmente alla fine della
colonna.

- 1l segnale viene registrato come funzione del tempo di eluizione o del volume di eluizione (di f.m.), il grafico che si

ottiene viene chiamato cromatogramma.
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Se si seguono nel tempo le “zone” (bande) occupate dalle sostanze lungo la colonna si notano due effetti:

a) la distanza tra le bande delle sostanze aumenta nel tempo (ovvero con il volume di eluente aggiunto), quindi

aumenta la separazione temporale del "cammino” delle diverse sostanze;

b) allo stesso tempo i picchi rilevati nel cromatogramma si allargano, causando possibili sovrapposizioni tra i

picchi, quindi peggiore separazione.

Quindi si puo migliorare in via di principio una separazione se:

I. Le velocita di migrazione delle sostanze viene alterata in maniera selettiva;

ii.  Lallargamento dei picchi viene minimizzato il piu possibile (scelta di f.s., f.m., u)
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+ Fattore di ritenzione k

Si definisce fattore di ritenzione k:

K
oppure k = 7 dove B & il rapporto tra le fasi

Riarrangiando e possibile dimostrare che: tempo di ritenzione corretto
/ (adjusted retention time)

tr-t t'
ty ty

Il fattore di ritenzione k puo essere dedotto direttamente dal cromatogramma, sulla base dei tempi di ritenzione totali e

del tempo morto, ottenendo il tempo di ritenzione corretto.
| fattori di ritenzione dovrebbero aver valori tra 1 e 5 (k <1 eluito troppo velocemente; >20 tempo di ritenzione

intollerabilmente lungo) segue -
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« Fattore di selettivita

Il fattore di selettivita o fattore di separazione € una misura della separazione di due sostanze ed e indicato con a.

Utilizzando i coefficienti di partizione per calcolare il fattore di selettivita per due sostanze A e B, si ottiene:

Ke _ ks _ (&)
Ka  ka  (t)a

a:

Quindi il fattore di selettivita dipende dai tempi di ritenzione corretti (adjusted retention time) delle due sostanze A e B

Introduzione alla cromatografia: il cromatogramma 6
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Teoria classica

La teoria classica della cromatografia esamina I'effetto di allargamento dei picchi lungo la colonna e giunge

alla conclusione che I'ampiezza del picco e direttamente collegata all’efficienza di separazione o efficienza

di colonna.

La teoria classica della cromatografia considera la trasposizione
in una colonna di un numero discreto di stadi di partizione (i

piatti «teorici»).

Martin e Synge hanno introdotto:
- laltezza equivalente a un piatto teorico He
- il numero dei piatti teorici N

quali parametri di efficienza di una colonna.

Secondo questa teoria, la_colonna €& immaginabile _come una

successione di piatti immaginari e su ciascun piatto teorico si verifica

un’equilibrazione della distribuzione dell'analita tra f.m. e f.s..
Se la sostanza si muove attraverso la colonna, cio significa che essa
effettua un passaggio graduale da uno stadio di separazione a quello

successivo.

I¥¥a The Nobel Prize in Chemistry 1952
© Archer J.P. Martin, Richard L.M. Synge

The Nobel Prize in Chemistry 1952

Archer J.P. Martin

Richard L.M. Synge

Archer John Porter Richard Laurence
Martin Millington Synge

The Nobel Prize in Chemistry 1852 was awarded jointly to Archer John Porter
Martin and Richard Laurence Millington Synge "for their invention of partition
chromatography”

segue -
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Si puo definire il numero di piatti teorici come:

W, 2
L 16112 T

Quindi il numero di piatti teorici puo essere determinato da un cromatogramma, misurando il tempo di

ritenzione e I'ampiezza di base di un picco.

Risultati migliori si ottengono con una equazione modificata che impiega I'ampiezza al semi-massimo:
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Queste relazioni si impiegano per valutare le separazioni cromatografiche, ma la teoria dei piatti €
un’approssimazione dei processi che effettivamente avvengono in colonna: in realta si verificano difficilmente stadi di
equilibrio separati, poiché la f.m. & in movimento.

Quando si comparano colonne usando la teoria dei piatti e N, bisogna riferirsi sempre ad una stessa sostanza.
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Teoria cinetica

L’ampliamento dei picchi deriva da un effetto cinetico che si manifesta a seguito della velocita finita a cui
decorre il processo di trasferimento di massa durante la migrazione dell’analita lungo la colonna.

L’entita di questi effetti dipende dalla lunghezza (del percorso) dei possibili passaggi dell'analita tra f.m. e f.s. ed

e direttamente proporzionale alla velocita di flusso della f.m.

Per descrivere questo effetto bisogna investigare la dipendenza di H dalla velocita (di flusso) lineare u (cm s'1).

Variabili importanti per descrivere I'efficienza delle colonne sono:

» Velocita lineare della fase mobile u
« Coefficiente di diffusione nella f.m. Dw
« Coefficiente di diffusione nella f.s. Ds
« Diametro del materiale di impaccamento dp
« Spessore del rivestimento liquido della f.s. d;
« Tempo di desorbimento dell’analita ty
«  Diametro della colonna de

segue -
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% Dipendenzadi H (altezza piatto teorico) da u (velocita lineare dellaf.m.) in LC e GC

A Liquid chromatography
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1,5

Gas chromatography

v" In LC si ottiene la minima altezza di H per velocita della f.m. (u) piu basse rispetto a GC;

v" Osservando i grafici risulta che é possibile, in linea di principio, ottenere H minori in LC rispetto a GC;

v" Quindi, a parita di lunghezza, colonne LC contengono un numero piu alto di piatti teorici (N) di quelle GC,

pertanto sono piu efficienti;

v Tuttavia in LC si utilizzano colonne lunghe tra i 25 cm e i 50 cm al massimo, poiché pressioni per mantenere

il flusso attraverso colonne piu lunghe non sono raggiungibili senza danni alla strumentazione;

v' Le colonne GC sono mediamente lunghe tra i 30 m e i 60 m, ma possono _essere lunghe anche 100 m

(mantenere su lunghe colonne la pressione della f.m., che & un gas, non comporta problemi alla

strumentazione).

segue >
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» Equazione di Van Deemter

/ coefficiente di DIFFUSIONE LONGITUDINALE

_A+ B
H=A+—

I

coefficiente di DIFFUSIONE TURBOLENTA

+ C-u
AN

a)}

b)

solid stationary-phase particle

LINEO
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solid stationary-phase particle
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. 7 . .
column wall stationary liquid phase

d)

solid stationary-ihase particle

il

(U = velocita della f.m.)

coefficiente di TRASFERIMENTO DI MASSA (f.m. gf.s.)

a) diffusione turbolenta
b) trasferimento di massa nellaf.sin LC
c) trasferimento di massa nella f.s in GC

d) trasferimento di massa nella f.m.

segue >
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s Effetto della diffusione turbolenta sull'ampiezza di picco
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La differenza di_ cammino di molecole dello stesso analita nel passaggio attraverso la f.s. in cromatografia

liquida (LC) provoca un arrivo di molecole al detector in tempi diversi e quindi la registrazione di un picco
allargato.

Il fenomeno della diffusione turbolenta non riguarda GC in cui la fase stazionaria € liquida e non solida.

Regolarita dellimpaccamento (piccola distribuzione dimensionale delle particelle di f.s.)
minimizza la diffusione turbolenta. Parametro indipendente da u.

segue >
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7

s Effetto della diffusione longitudinale sull'ampiezza di picco

(a)

S

solute concentration

solute concentration

distance distance

v" Le molecole di analita sono in continuo movimento. Diffondono da reqgioni a pitl alta concentrazione di

analita verso guelle a piu bassa concentrazione.

v" Questi fenomeni di diffusione comportano un allargamento del picco.

v' Alte velocita di flusso della f.m. riducono il tempo per i processi di diffusione longitudinale, cosi da ottenere
picchi piu stretti.

v" Poiché il coefficiente di diffusione delle sostanze e piu alto nella fase gas che nella fase liquida, la diffusione

longitudinale contribuisce di piu aqgli allargamenti di picco in GC che in LC.

segue -
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s Effetto del trasferimento di massa sull'ampiezza di picco

Quando il soluto passa attraverso la colonna, si muove tra la f.m. e la f.s., questo movimento tra le due fasi

detto trasferimento di massa.

(a)

/\ maobile phase 'T /\m&blle phase
- (b ¢
\_/ stationary phase \/ staticnary phase

mobile phase /\mublle phase
(c) - (d)
stationary phase \/ stationary phase

a) Equilibrio ideale con profili Gaussiani del soluto nella f.m. e nella f.s.

b-c) Se la banda del soluto (nella f.m.) si sposta per una breve distanza lungo la colonna non c'e piu equilibrio del soluto tra f.m.
e f.s.. Le frecce mostrano il movimento del soluto (cioe il trasferimento di massa) tra f.s. e f.m. e viceversa.

d) Una volta che I'equilibrio tra le due fasi e ristabilito la banda del soluto (nella f.m.) risulta piu allargata che in precedenza.

Quindi, se il movimento del soluto attraverso la f.m. o la f.s. non avviene a velocita comparabili per mantenere

I'equilibrio di partizione tra le due fasi, il picco si allarga.

Mediamente le molecole si muovono piu velocemente nella f.m. che nella f.s., quindi per ridurre |'effetto di allargamento

di_picco dovuto al trasferimento di massa bisogna ridurre la velocita della f.m. per consentire il mantenimento

dell'equilibrio di partizione tra le due fasi.

segue -
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» Equazione di Van Deemter modificata (modello piu dettagliato)
/7 coefficiente di DIFFUSIONE LONGITUDINALE

B o
H = CM'U + - + CS'U (U = velocita della f.m.)

—

coefficiente di TRASFERIMENTO DI MASSA coefficiente di TRASFERIMENTO DI MASSA

"da e verso" la fase mobile "da e verso" la fase stazionaria

H

XI
o
S C.T
5
Q
5 C.U
Q

B/G

Mobile phase linear velocity, &
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» Contributo dei termini individuali rispetto ai parametri di efficienza di colonna

B
H =Cyu+ T+CS'U

B =2k, D, coefficiente di DIFFUSIONE LONGITUDINALE
Co— f(dp?, d.?) coefiiciente di TRASFERIMENTO DI MASSA
M D "da e verso" la fase mobile
M
_gkdi?z  2t;K  coefficiente di TRASFERIMENTO DI MASSA
S (1+k)2 DS B (l+k)2 "da e verso" la fase stazionaria
%
A N
Interazione di partizione Interazione di adsorbimento
* Velocita lineare della fase mobile u H
+ Coefficiente di diffusione nella f.m. Dy
«  Coefficiente di diffusione nella f.s. De T
- Diametro del materiale di impaccamento dp § C.u
+ Spessore del rivestimento liquido della f.s. d; -§ /
+  Tempo di desorbimento dell’analita ty :g Cuu
+  Diametro della colonna d. B/G
«  Fattore di ritenzione della sostanza k - Mobile phase linear velocity, &
© 2006 Wiley-VCH, Weinheim
«  Costanti Ko, ISBN: 5.527.30550:4  Fge3106
+ Dipendenza funzionale (“funzione di") f

segue >
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% Coefficiente di DIFFUSIONE LONGITUDINALE

H =Cyu+ + CgqU
>R |
Coefficiente di diffusione del soluto Coefficiente di diffusione nella f.m. =
.§ Csu
2
§ S 5 Cuii
5 g
= 1 B/a
g g
b c ’ : o
S =] ) Mobile phase linear velocity, 7
"l Kot e ety
4:-’- E ISBN: 3-527-30590-4 Fig-21-06
3 g
“ distance distance

v Il coefficiente B descrive l'influenza della diffusione longitudinale;
v" Questa influenza deriva dalla diffusione delle particelle lontano dal centro del picco, sia nella direzione del
flusso della f.m. che in senso contrario;

v" |l coefficiente B e l'unico che € indipendente dal diametro del materiale di impaccamento della colonna:;

v Invece e direttamente proporzionale al coefficiente di diffusione del soluto nella fase mobile (kp) e quindi

aumenta al diminuire della massa molare del soluto;

v |l coefficiente B é di scarsa importanza in LC, & molto importante invece in GC;

<

A parita degli altri termini dell'equazione un alto valore di B aumenta l'altezza del piatto teorico (H);

v Si puo ridurre complessivamente il termine B/u dell'equazione di van Deemter (modificata) aumentando la

velocita della f.m.(u), ma cioe comporta, a parita di altre condizioni, un maggior contributo degli altri due termini

dell'equazione (C,,u e C.u) all'altezza del piatto teorico (H).
segue >
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< coefficiente di TRASFERIMENTO DI MASSA "da e verso" |la fase mobile

H - CMU + — + Cs'u
"Funzione di" Diametro del materiale di impaccamento
7 Diametro della colonna d
2 2 T

C., = f(dD 1 dc ) E _
M - £ C,u
DM g C.u

\ B/

Coefficiente di diffusione nella f.m.

Mobile phase linear velocity, T
v' Durante la migrazione nella colonna, le molecole di campione si trasferiscono continuamente e in modo reversibile dalla f.m.

allaf.s..;

v" Le molecole devono raggiungere prima l'interfase per poi dare luogo al trasferimento, quindi devono attraversare per diffusione

la f.m. fino allinterfase ed il tempo richiesto dipende dalla posizione della molecola;
v Il termine C,,u nell'equazione di van Deemter (modificata) descrive questo fenomeno che provoca gli allargamenti di picco. In
limitate condizioni questo termine corrisponde alla diffusione turbolenta A dell’equazione di van Deemter.

v' Il coefficiente C,, & inversamente proporzionale al coefficiente di diffusione nella f.m. (D) e direttamente proporzionale al

diametro del materiale di impaccamento della colonna (dp) e al diametro della colonna stessa (d.).

. . s . . . lid stationary-ph: ticl
Dy & una grandezza proporzionale alla velocita con cui una molecola diffondente pud SeTCEAtRATY R Mscpartee
muoversi nel mezzo di diffusione, quindi é:

(1) direttamente proporzionale all'energia cinetica della particella;
(2) inversamente proporzionale all'ingombro della particella (e quindi al suo raggio);

(3) inversamente proporzionale alla viscosita del mezzo.

v" Quindi se Dy, & grande il termine C,u & piccolo, pertanto, a parita di altre condizioni, I'altezza dei piatti (H) diminuisce;

v' In LC la presenza di sacche di stagnazione di f.m. intrappolate nei pori e canali della f.s. aumenta I'allargamento della banda (le

molecole si muovono per diffusione dentro e fuori da questi pori) segue -
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X/

< coefficiente di TRASFERIMENTO DI MASSA "da e verso" |la fase stazionaria B

Costante Spessore del rivestimento liquido della f.s.

H
/ _7 Tempo di desorbimento dell’analita

gkd? 2tk

= (K = fattore di ritenzione della sostanza)

(1+k)2 Cuu

\ B/G
Coefficiente di diffusione nella f.s. oo plrass e relo

© 2006 Wiley-VCH, Weinheim
Kellner / Anal, i

> (1+k)2D

Contribution to H

r lytical Chemistry
ISBN: 3-527-30590-4 Fig-21-06
Per discutere il contributo del termine Cgu bisogna distinguere due casi:

Se laf.s. & LIQUIDA

v' domina l'equilibrio di distribuzione: quando una molecola di analita & trattenuta nella f.s., il o——
movimento di quella molecola attraverso la colonna é rallentato, mentre le altre proseguono il

cammino con la f.m.;

v' Leffetto aumenta all'aumentare dello spessore della f.s. liquida (d)) e con il diminuire del | column wall stationary liquid phase

coefficiente di diffusione dell'analita nella f.s (Dg);
v" Quindi, a parita di altre condizioni, i piatti teorici saranno di altezza minore se lo spessore della f.s.

e piccolo.

. solid stationary-phase particle
Se laf.s. & SOLIDA

v' Cg dipende dal tempo necessario per i processi di adsorbimento e desorbimento (t,) dell'analita;

v" Quindi, piu il tempo di desorbimento & lungo (per riportare I'analita in f.m. dalla f.s.), piu alto sara il

piatto teorico(H).
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» Conclusioni A Liquid chromatography B

Gas chromatography
B > U,
H, mm 8
H 03 H, mm —
g 02| &
5 6.z \ i
2 H, = 4
§ C.u ' H, _
B/ 0,0 | | \ | | | |
ouit> 05 1,0 1,5 o Yo' 4 6 8
Mobile phase linear velocity, I - - 5
u,ems’ u,cms

L’obiettivo nelle cromatografie € quello di raggiungere separazioni efficaci in un breve tempo di analisi; cio

significa che si persegue una bassa altezza del piatto H (cioé la ricerca del minimo della funzione H(u)).

Per aumentare la velocita di analisi (cioé, in pratica, la velocita di flusso u della f.m.) senza perdere efficienza (H minimo

possibile) € bene che il minimo della funzione H(u) non sia troppo pronunciato (a "V") --> in figura, nel minimo, per una

scelta di u, > u, si mantiene H "ottimizzato" cioé H, ~ H;.

Bassi valori di H e curve H(u) con minimi non pronunciati si possono ottenere:

>
>
>
>

>

Con f.s. solida con patrticelle piccole o con f.s. liquida con spessore piccolo;
Con un impaccamento omogeneo di f.s. solida, usando materiale con una distribuzione dimensionale stretta;
Con colonne dal piccolo diametro cioe sempre piu strette (es. colonne capillari utilizzate in GC);

Con coefficienti di diffusione elevati nella f.s. e bassi nella f.m. (in GC i coefficienti nella f.m. si abbassano
significativamente abbassando T).

Poiché i coefficienti di diffusione dipendono dalle dimensioni molecolari, l'allargamento di un picco dipende dalla
massa molare relativa (piccole molecole, buona efficienza).

Introduzione alla cromatografia: teoria cinetica
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Separazione dei picchi e risoluzione

Gia conosciamo il fattore di selettivita o fattore di separazione che & una misura della separazione di due sostanze (A

e B) ed é indicato con a:
Ke _ kg __(tg)g
/K A k§ (tRI)A\

Rapporto dei Rapporto dei  Rapporto dei tempi di
coefficienti di fattori di ritenzione corretti (per
partizione ritenzione il tempo morto t,,)

a:

Il fattore di selettivita a descrive solo la selettivita del sistema di fasi impiegato. L ’efficienza di una colonna dipende anche

dal numero di piatti N, e dall’entita del fattore di ritenzione (k).

Quindi si utilizza la RISOLUZIONE (Rg ) per caratterizzare l'abilita di una colonna cromatografica a separare due analiti

(cioé la selettivita). Rg si calcola per i picchi gaussiani di A e B, impiegando le ampiezze di base (w,).

B _1tA
R _ At 3 t°g - 17 T
5= =
Wp + Wp W,
5 detector
signal
con W, =~ W, ~ Wg
}2 ﬁOOG "\fN‘i\ley[V_CHi g\ll"einheim
"b" sta per "baseline" ISBN: 5.527-30590-4 Fig-21-07 segue -
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Poiché é frequente che i picchi in condizioni reali siano NON simmetrici, quindi

non gaussiani, € opportuno esprimere Ry

in termini diversi da w,,. Law,2
- - Wy
Ricordando che il numero di piatti teorici € espresso come: 1617
2
[ . 4'tBR
N= 16 - --> si ricava w,, (per la sostanza B): Wg=
Wb A fN

direzione del flusso della f.m.

© 2006 Wiley-VCH, Weinheim
Kellner / Analytical Chemistry
ISBN: 3-527-30590-4 Chart-21-02

© 2006 Wiley-VCH, Weinheim
Kellner / Analytical Chemistry
ISBN: 3-527-30590-4 Chart-21-03

TAILING FRONTING

Quindi sostituendo wg in Rg:

tBe-t VN By-thy
R = = : -
Wy 4 i
: o . Ir - Ty .
Dato che il fattore di ritenzione € uguale a: Kk = n --> sj ricava ty:
M

--> Dipendenza di Rg dal numero dei piatti N

te=ty - (k+1)

VN Bty VN SgletD -dgketl) VN kaoks

R
- 4 tB, 4 1 (Ks+1) 4 kg+1

--> Dipendenza di R, dai fattori di ritenzione
delle sostanze Ae B

segue -
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K
Dato che il fattore di separazione a € uguale a: o = _I(EL --> siricava Kk, : kA: —ki
A

a
R s
- a
= B A _ . a / S --> Dipendenza di R dai fattori di ritenzione
4 kg+1 4 kg+1 a delle sostanze Ae B

VN kg(l) VN ol kg
4 o (kgtl) 4 o kg+l

Se i fattori di ritenzione di A e B sono simili, quindi kz ~k, ~k' e quindi a2 1, si puo esprimere Rg come:

R. = \/N Co-1 . K --> Dipendenza di Rq dal fattore di separazione
=4 k'+1

Quando la risoluzione Rg € nota, il numero di piatti teorici N puo esser calcolato dai fattori di separazione « e il fattore di

ritenzione del componente B, kg.

2 2
a kg+1

0(-1 kB

segue -
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R=0.50 R=1.00 R=1.50

detector’s response

VN K
4

= 0 0(-1 0
RS k|+1

time

La separazione puo essere ottimizzata in base alla dipendenza della risoluzione Rg da «, k', N (0 meglio H). Le

variabili possono essere modificate in modo “indipendente” 'una dall’altra.

>

Il fattore di separazione «a (collegato alla differenza dei tg) puo essere modificato cambiando il tipo di
interazione molecolare (es. cambiando la fase stazionaria);

Il fattore di ritenzione k’ (collegato a tg) puo essere modificato cambiando la T in GC o la composizione
della f.m. in LC;

Il numero di piatti teorici N pud essere migliorato aumentando la lunghezza della colonna o ottimizzando
I'altezza dei piatti teorici (H);

H e influenzata dalla velocita del flusso (u), dalle dimensioni delle particelle del materiale di impaccamento
(dp), dalla viscosita delle fasi e quindi dai coefficienti di diffusione Dg e D,,, dallo spessore (d;) del film di
liuido immobilizzato usato come f.s.;

Nel caso di picchi simmetrici, egualmente intensi, si parla di risoluzione Rg = 1 per la separazione della
linea di base, o separazione di 4.

Nel caso di picchi a intensita molto diversa o asimmetrici € necessaria una separazione molto maggiore

per una completa separazione.
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Analisi qualitativa in cromatografia

. | metodi cromatografici sono impiegabili per analisi qualitative, quantitative o per scopi preparativi.

. L'informazione qualitativa:

v' nei cromatogrammi interni risiede nella posizione della sostanza sulla f.s. (es. in TLC);

v nei cromatogrammi esterni risiede nel valore del volume o tempo di ritenzione delle diverse sostanze. Sebbene la

riproducibilita del tempo o del volume di ritenzione sia minore della precisione delle lunghezze d’onda in spettroscopia,

comparando i dati di ritenzione con quelli di sostanze standard, pud essere stabilita la presenza o assenza di una

sostanza nel campione.

. Per identificare inequivocabilmente una sostanza si pu0 accoppiare la separazione cromatografica con un opportuno

rivelatore posto alla fine della colonna, (es. UV per HPLC, MS per GC).

. Nelle analisi qualitative di una miscela multicomponente, si deve ricordare che la “capacita di picchi” di una colonna e

limitata. La capacita di picchi riflette il numero di picchi che possono essere risolti in una sequenza di picchi in un intervallo

definito.

. Secondo J. Calvin Giddings (Unified Separation Science - Wiley 1991) in cromatografia di eluizione, la capacita di picco n é

approssimativamente calcolabile come:

V, (M
n=1+ VN In —2—
4 V@

t, (M

n=1+ @ |nR—
4 ty @

« Se il numero di costituenti il campione eccede la capacita di picchi, allora si ha

Capacita di picchi n tipiche per numeri
definiti di N, in GC, LC e cromatografia
su gel, secondo Giddings

Capacita di picchi n

Numero

di piatti
teorici N Gel GC LC
100 3 11 7
400 5 21 13
1000 7 33 20
2500 11 51 31
10000 21 101 61

sovrapposizione dei picchi sotto i quali due o piu costituenti eluiscono insieme.

A
detector

. M/UV\

retention volume V;

© 2006 Wiley-VCH, Weinheim
Kellner / Analytical Chemistry
ISBN: 3-527-30590-4 Fig-21-08
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Analisi quantitativa in cromatografia

. Per ottenere informazione quantitativa:

v nelle cromatografie interne si pud misurare lintensita complessiva della macchia (spot) di una sostanza sulla f.s. (es. in
TLC);

v' nelle cromatografie esterne (cioe su colonna) si effettua una valutazione dell’altezza o dell’area dei picchi.

| metodi cromatografici sono metodi relativi; si esegue una taratura mediante analisi di sostanze standard (si usano

sia standard esterni che interni).

. Nelle cromatografie interne:

v' se si decide di valutare I’altezza di picco, si deve garantire che non c’e alterazione nella forma del picco a seguito di
cambio delle condizioni cromatografiche (nel confrontare il segnale del campione con quello dello standard); poiché se

ci sono alterazioni, non c’e piu proporzione diretta con la concentrazione. Variabili come T della colonna, velocita di

flusso, volume d’iniezione devono essere precisamente controllati. Inoltre bisogna evitare di sovraccaricare la colonna

con una grande quantita di campione.

v' se si decide di valutare l'area di picco, le alterazioni di forma dei picchi sono meno rilevanti. Si usano metodi di

integrazione numerici, assistiti dal calcolatore. Le aree del picco si possono approssimare, calcolando il prodotto tra

l'altezza e 'ampiezza a mezza altezza (area = h-w,, ). Picchi molto stretti possono generare problemi nell'integrazione

dell'area poiché e difficile collocare la posizione esatta di inizio e fine del picco. T t

Detector |« -

signal ,\

© 2006 Wiley-VCH, Weinheim
Kellner / Analytical Chemistry
ISBN: 3-527-30590-4 Fig-21-03
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GASCROMATOGRAFIA



INTRODUZIONE

| composti da analizzare sono vaporizzati nel sistema di iniezione ed eluiti attraverso una

colonna con l'aiuto di un gas come fase mobile.

La fase mobile é usata soltanto come gas di trasporto (carrier gas) il che significa che non

ci sono interazioni chimiche significative tra analiti e f.m..

Le fasi stazionarie possono essere liquide (partizione liquido/gas (GLC detta anche GC)
che viene utilizzata per analisi di composti organici) o solide (adsorbimento — GSC- "gas-

solid chromatography"; es. analisi di gas permanenti e C1-C3)

nelle CROMATOGRAFIE PER ADSORBIMENTO la fase stazionaria € solida e le sostanze si separano a seconda della loro affinita di

adsorbimento sulla fase solida;
nelle CROMATOGRAFIE DI PARTIZIONE la fase stazionaria € un film liquido supportato su solido e le sostanze si separano in dipendenza dei

loro coefficienti di partizione tra la fase mobile e la fase stazionaria.

Le analisi gas cromatografiche sono adatte per analiti volatili, termicamente stabili, non

polari, o che possono esser resi tali da opportune reazioni (= DERIVATIZZAZIONE).
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Separation of mixtures of
permanent gases and
light hydrocarbons on
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molecular sieves by gas-
solid chromatography
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Hyrdrocartons C;—Cy
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Summary

Experimental results are presented on the application of
Carbogiewe 5 (Supelen]  and  Spherocark (Analabs)
spherical carbon maolecular sieves for the gas chromata-
graphic separation of mixtures of permanent gases and
£y~Cy hydrocarbons wsing a single column or two
columns In serles. Av a programmed temperature of
35300 °C, good separation of the sample components
was obtained when using hellom as the carrier gas.
When lydrogen was wsed as the carrier gas and the
analysis was carrled out under isothermal conditions the
glution sequance of oxygen and nitrogen reversed as the
temperature was increased, This behaviowr was observed
within a temperature range of 35—225 “C for Carbosieve 5,
and within a temperature range of 35—-300°C for
Spherocarts,

Introduction

Separation of imorganic (Ha, Na, 05, 00, C0k ) and light
iCy—C s ) hdrocarbon gases has usually been carnad oot by
pradsorption chromatography [1-3], utilizing two or
three columns aranged parallel or in sedes [4—8] and
connected by means of multiport valves which permit to
chanpe the elution sequence and detection. Detectlon ls
psually carried out after each column,

Finding a sultable method for the separation of some mix-
wres of permianént gases and light hydrocarbons on a single
column hazs been a problem for a long time. Methods using
Forapak Q [2, 10] and Chromosorb 102 [11] adsorbents
wnder programmed temperature conditions starting at sub-
#mbiznt have besn reported. Gvosdovich, Kiszlev and Y ashin
[1Z] separated a mixture consisting of Oy, Ny, CO, OOy,
'E”.q... C;I[; " ‘.:11]1,.. E-zl‘:l.r. ; ":;"5 and Ea H! ; in a column

conlaining microporows activated carbon using temperature
programming from 25 °C te 250 °C. Carbon molecular
sieves (CMS) prepared by Kaiser [13, 14] provided further
possibilities for the GC separation of such gas mixtures
[15, 18],

[n this paper, our results obtained are presented on the use
of Carbosieve 5 or Spherocarh sphgrical carbon molecalar
sigves in & single coluomn or in two columns in a series for
the anzlysis of mixtures of permanent gases and C;—-C,
hydrocarhons under temperaturé-programmed conditions
sarting at l-EmpEr.ﬂI!ler abave ambient, The aim of our
work was 1o develop a simple and wersatile method for the
analysis of the gaseous feedstock used for the olefin hydro-
formylation {oxo) process. In this process, the main start-
ing materials are; hydrogen, carbon monoxide, and ethylene
or propylene.

Experimeantal

Instrumentation

ZDE0 Mode] 577 (ZDS0, Kedrierzyn, Poland) gas chrom-
atograph equipped with thermal conductivity detector hav-
ing Re-W fllaments (Code 13002, Gow-Ma: Instrument Co.,
Bridpgewater, M1, USA ywas used in our woark, Tt was connect-
ed to g MEE [ type recorder (VEB MeBgerdtewerk, Magde-
burg, GDR), with a chart speed of 1 cmimin. Column tubes
consisting of type 200 nickel {Analabs, Ing., NWorth [laven,
C0. USA), 2 m = § in. o.d., were usad in the instrument.
Gas samples were injected with the help of 3 s@x-port
samipling valve with a 0.5cm” sampling loog (Carlo Erha,
Milan, Italy).

The carrer gases (hydrogen and helium) were predried in an
adsorbar containing molecular sieve 13X, Oxygen was
removed from the carrier gas by means of BTS catalyst
{Fluka AG, Buchs, Switzerland ).

Marerials

Two types of spherical carbon molecular sisves were used
& the column packing: Carbosieve 5 supplied by Supelco,
Inc. (Belefonte, PA, USA), and Spherocarh supplied by
Analabs Inc. (North Haven, OO, USA), Both representsd a
I00—120mesh cut.



Derivatizzazione

La derivatizzazione consiste nella modifica per reazione chimica di un composto in modo da produrre
un nuovo composto su cui sia possibile effettuare una analisi gas cromatografica.

Si derivatizza per:

= Consentire |'analisi di composti che, per esempio, non siano sufficientemente volatili o stabili per
analisi GC;

= Migliorare I'andamento del cromatogramma o la possibilita di rivelare un determinato composto.
Molti composti non producono un cromatogramma utilizzabile (ad es. molteplicita di picchi o un
picco unico molto largo), oppure e difficile rivelare il composto a causa della sua natura. Quindi e
necessario effettuare una opportuna derivatizzazione dello stesso prima di effettuare |'analisi GC.

Con la derivatizzazione si puo ottenere:

= Un aumento della volatilita (es. analisi degli zuccheri) per esempio per eliminazione
(mascheramento) di gruppi polari OH, NH ed SH;

= Aumento della rivelabilita, ad es. per steroidi/colesterolo;
= Aumento della stabilita dei composti;

= Aumento della sensibilita nel caso di rivelatore ECD (Electron Capture Detection). L'introduzione di
gruppi rivelabili tramite ECD come gli acil-alogenuri, permette la rivelazione di sostanze "cieche"
all'ECD.

segue -
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In genere il motivo principale per cui i composti vengono derivatizzati @ per renderli piu volatili. Di
solito le molecole poco volatili sono grandi, oppure sono piccole ma possiedono molti gruppi polari che
ne diminuiscono la volatilita.

Nel secondo caso € abbastanza semplice aumentare la volatilita della molecola perché basta
"mascherare" i gruppi polari tramite opportune reazioni.

Questo risultato si puo ottenere con tre tipi di reazioni:
* Silanizzazione (metodo piu usato);
* Alchilazione;

* Acilazione. CHs
|
—Si-CHj
Silanizzazione CHs
v Consente di rimpiazzare gli idrogeni attivi con gruppi TMS (trimetilsilil-). CHq )C\Ha CHg
. . . I - |

v' Questa reazione avviene per attacco nucleofilo SN2. H30—$i—0 N—$E—CH3
v" Migliore & il gruppo uscente migliore sara la resa della silanizzazione. CHj CHj

v La reazione deve avvenire in solventi anidri e non contenenti alcol, poiché essi reagirebbero per primi

inficiando al procedura di silanizzazione.
v" 1l Bis(trimethylsilyl)acetamide ("BSA", Me,SiNC(OSiMe;)Me & un efficiente agente silanizzante. La

reazione del BSA con gruppi alcolici da come prodotti il corrispondente trimetilsilil-etere e N-
(trimetilsilil)Jacetamide come sottoprodotto:
ROH + Me,SiNC(OSiMe;)Me - ROSiMe,+ Me,SiN(H)C(O)Me

segue -
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Dati di ritenzione e coefficiente di partizione

Per tenere conto di pressione e temperatura, nella teoria si usa il volume di ritenzione (Vg e V,,) piuttosto che il

tempo di ritenzione (nella pratica invece si usano i tempi). Se F ¢ il flusso del gas carrier (ml di carrier per minuto):

VR: F- Ly ty Si pud determinare anche
con iniezione di
V|v| =F- t|\/| aggiunto al carrier o aria
Il volume di ritenzione corretto si esprime come: Il volume di ritenzione corretto € caratteristico di una
>| sostanza ed é correlato, attraverso il volume della f.s. (Vsg),
al coefficiente di partizione: Vg =K Vg

La resistenza della colonna comporta pressioni piu elevate all’ingresso che all’uscita (differenza di P in colonna);
in considerazione della comprimibilita dei gas, il flusso di gas aumenta all’aumentare della differenza di
pressione. Per descrivere il volume di ritenzione indipendentemente dalle cadute di pressione si pud usare un

fattore correttivo j (di Martin),

Vy =] VR’

P; |2
po_l
[ P |3 |
po-l

Il volume di ritenzione specifico V, dipende da V, dalla massa della fase stazionaria (in g) Wy, dalla temperatura

della colonna T (in K): V,\I 273
Vo= w, T

E meno influenzato dalle condizioni di analisi, ma spesso si preferisce impiegare Vi ’o valori di ritenzione relativi.
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La separazione In fase gassosa

1,47
B 1,2
E
g 1,07
5
:°=-" 0,8
B = 2'kD'DM coefficiente di DIFFUSIONE LONGITUDINALE £ 06
&
0,4+
Co = f(dy 2, d.?) coefficiente di TRASFERIMENTO DI MASSA 0.2
M DM "da e verso" la fase mobile | : 1 } ‘ : ‘ .
10 20 30 40 50 60 70 80 90
q . kd 2 2.t k . . Average linear flow rate of the carrier gas, cm/s
S — f — d coefficiente di TRASFERIMENTO DI MASSA © 2006 Wiley_vcH’ Weinheim
(l+k)2' DS (1+k)2 "da e verso" la fase stazionaria Eﬂme§_§§7T§‘g§§§f4chéhma'ﬁ{f%] .04
. Velocita lineare della fase mobile u . . . y ppr . .
— —— N e H vengono impiegati per valutare [efficacia di
o Coefficiente di diffusione nella f.m. Dy
+  Coefficiente di diffusione nella f.s. Dg separazione di diverse colonne.
. Diametro del materiale di impaccamento d . . . . N . .
— ,p, 2 La diffusione longitudinale (B) e relativamente piu
. Spessore del rivestimento liquido della f.s. d;
«  Tempo di desorbimento dell’analita t, rilevante in GC che in altre cromatografie (coefficiente
° Diametro della colonna . . . . . .
d diffusione nei gas circa 10000 volte maggiori che nei
- Fattore diritenzione della sostanza K liquidi). Quindi il minimo nella funzione H(u) & piu
. Costanti Kp. 9 " .. sy .
. Dipendenza funzionale (“funzione di’) f appiattito e posizionato verso velocita lineari piu elevate.

segue -
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Il potere risolvente di una colonna per uno specifico problema analitico puo esser meglio descritto dalla efficienza di

separazione (teoria dei piatti e modelli cinetici non bastano...).
Legge di Henry : [A] = p K1
dove:

Si considerano le tensioni di vapore degli analiti e la . _ L
- [A] e la concentrazione del gas nel liquido,

loro interazione con la f.s.: considerando le leggi di - p,élapressione parziale del gas e
Raoult e Henry, Herington ottenne la relazione seguente - Ky"elacostante di Henry che viene espressa in mol I atm.

. y ppr . . ] . —¥Y¥ .n©
per descrivere [’efficienza di separazione: Legge di Raoult: Pa = Xa* Pa

dove (a una determinata T):
V D 0 0 - X, lafrazione molare di A nella fase liquida;
|g 92 — |g 1+ |g ’ 1 - P, € la pressione parziale del gas e
g p 0 Y 0 - p,l € la pressione di vapore di A puro.
1 2 2

Dove Vg, e Vy; sono volumi di ritenzione specifici per i componenti 1 e 2; p,° e p,°sono le tensioni di vapore delle
componenti pure; 3% e ,° sono i coefficienti di attivita a diluizione infinita.

Se si ricercano i tempi di ritenzione necessari per separare i due costituenti, si applicano le seguenti relazioni:

0 0 0y 0
|gizz| P Ry . PIVy

La separazione tra due sostanze € primariamente determinata dalle volatilita relative; le pressioni di vapore
dipendono ovviamente da T.

| coefficienti di_attivita sono espressione delle interazioni tra analiti e f.s. e determinano la selettivita della fase
stazionaria; sono disponibili circa 1000 diverse fasi liquide. Le differenze nelle pressioni di vapore sono alla base della
separazione tra composti chimicamente correlati (serie omologhe); sostanze con stessa T,,, sono separabili in base a
diversi coefficienti di attivita.
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| a strumentazione

La strumentazione puo variare rispetto alle seguenti componenti:

v

Tipo di carrier gas usato;

flow meter
Regolatore del gas; syringe
Sistema di iniezione del campione; data
Colonna cromatografica; Rl - | detector system
Vel pressure regulation Tow e
Rivelatore AL spjter
regulator T
= column oven
1
. column
carrier gas supply

© 2006 Wiley-VCH, Weinheim
Kellner / Analytical Chemistry
ISBN: 3-527-30590-4 Fig-21-09

Il flusso e le pressioni del carrier gas sono aggiustati con regolatori di flusso e pressione e il gas € diretto
attraverso l'iniettore alla colonna cromatografica.

Il campione e introdotto in uno speciale iniettore o direttamente iniettato in colonna (i campioni liquidi
vengono vaporizzati).

Gli analiti sono separati nella colonna che € mantenuta in un forno a temperatura controllata.
Usualmente si impiega un grandiente di temperatura per migliorare la separazione.

La strumentazione moderna e controllata da computer.
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» Gas di trasporto
Il gas di trasporto (carrier):
v" ha come funzione principale trasferire gli analiti da iniettore a detector (passando attraverso la colonna);

v" non deve interagire con le molecole del campione.

. In teoria qualsiasi gas inerte e sufficientemente puro (=99.995%); le impurezze presenti possono essere H,O e O,.

In pratica si utilizza He o H, 0 N;

. Il gas viene flussato attraverso setacci molecolari o letto adsorbente per rimuovere H,O, prima di entrare nel

sistema gascromatografico;

. Il flusso é assicurato dalla pressione in eccesso da una bombola, cosi che non sia necessaria una pompa. Il

flusso deve essere costante per riproducibilita;

 Lavorando in condizioni isoterme, e sufficiente impostare la pressione dell’alimentazione della colonna usando

un riduttore di pressione a due stadi.

* Nel caso di un metodo a temperatura programmata, un regolatore di flusso dev’essere aggiunto per tener
conto dei cambiamenti della resistenza del fluido. Per misurare la velocita del flusso, all’ingresso si puo inserire un

rotametro, o un flussimetro a bolle di sapone all’'uscita della colonna;

*  Per colonne impaccate il flusso di gas di trasporto varia nellintervalllo tra 25 e 150 mL min1, per capillari varia tra

1 e 25 mL mins.
segue -
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= |l gas di trasporto non influenza la selettivita della separazione,
B
ma ha un effetto su risoluzione, tempo di analisi e sensibilita; H =Cyu+ T Csu

| parametri caratterizzanti il carrier gas sono:

» Massa molare che determina l'effetto delle collisioni con le molecole di analita in fase gassosa. Se si ha MM
elevata, le collisioni rallenteranno di piu la migrazione degli analiti in colonna; essi stazioneranno per piu tempo

nella f.m. in colonna, il che aumenta la diffusione longitudinale e quindi l'allargamento dei picchi.

» La densita di un gas (e quindi la pressione) ha un effetto simile. Maggiore la densita, maggiori le collisioni tra le
molecole e l'allargamento dei picchi. E’ opportuno mantenere la pressione piu bassa possibile che pero garantisca

un flusso ragionevole di gas lungo la colonna;

» La viscosita del gas determina la minima pressione possibile applicabile al sistema. La pressione da utilizzare

dipende anche dalla lunghezza e dal diametro interno della colonna.

* Si possono ottenere H (altezza piatti teorici) ottimali e simili con carrier gas

£
£
diversi, ma i tempi di analisi cambiano. =
o
-
*  H(u) ha un minimo simile per He, H,, N,. £
* Per He, H, si puo aumentare u (velocita della fase mobile) con piccolo
cambiamento di H (= aumento, cioé peggioramento della risoluzione).
3 T T T T T T T 1
* La separazione piu veloce si ha con H, poiché possiede piccola MM e 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Average linear flow rate of the carrier gas, cm/s
. s © 2006 Wiley-VCH, Weinheim
viscosita. Kellner / Analytical Chemistry
ISBN: 3-527-30590-4 Chart-21-04
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» Sistemi di iniezione del campione (liquido)
Per I'analisi quantitativa la scelta della tecnica e delle condizioni d’iniezione puo essere critica.

Di solito nel GC vengono iniettati campioni liquidi e il liquido deve essere vaporizzato (o nelliniettore o nel primo tratto

della colonna).

Tipi di iniettore per campioni liquidi sono:
> split/splitless injector
» on-column injector

» programmable temperature injector

Per colonne capillari i volumi di liquido iniettati variano tra 0,5 e pochi yl, ma si possono anche iniettare volumi

maggiori.

Per colonne impaccate i volumi sono dell'ordine dei ul

Per gas si impiegano sistemi di iniezione dedicati.
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% Iniezione in modalita split (1)

Nelliniezione split solo una parte del campione é trasferita in colonna dal
carrier gas.;
v' la maggior parte & eliminata (venting) attraverso uno suddivisione del flusso

(split) verso lo scarico.

v |l setto alla testa dell'iniettore & attraversato dalla siringa (a punta obliqua) che
inietta il campione in un liner;

v" Il campione viene vaporizzato all'interno del liner;

v' Al fondo dell'iniettore c’€ una valvola di splittaggio;

v' Per un’iniezione split, il campione € iniettato nel liner caldo dell'iniettore, con la
valvola di splittaggio aperta.

v' La maggior parte del campione vaporizzato viene trasportato allo scarico, una
piccola parte entrain colonna (20:1 - 100:1, misurato da flussi di carrier gas, di
solito controllati tramite software o predisposti, nella vecchia strumentazione,
tramite valvole manuali e uso di un flussimetro).

v" Quando il solvente & iniettato, 1-2 uL di liguido formano 300-1000 uL di vapore, e

cambiano la pressione all'interno dell'iniettore. Il quantitativo di vapore formatosi

dipende dal volume iniettato e dal tipo di solvente.

Cmp———

carrier gas

L

syringe

septum

liner

© 2006 Wiley-VCH, Weinheim
Kellner / Analytical Chemistry
ISBN: 3-527-30590-4 Fig-21-10

evaporating sample

column

The split / splitiess injector

inlet

Heated metal block —7

Glass liner

Rubher septurn
——= Septum purge outlet
Carrier gas i E
e

—— Split outlet

“apourisation chamber

Calurmn

segue -
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% Iniezione in modalita split (ll)

| parametri da ottimizzare/variabili: syringe

*  Temperatura dell'iniettore (es. tra 150°C e 250°C); : ' septum
* Rapporto di splittaggio; cp—— | |

*  Volume ed eventuali materiali di impaccamento (es. lana di vetro) nel liner; e [ limer

*  Pressione e velocita di flusso del gas di trasporto.

evaporating sample

v' Una temperatura elevata vaporizza rapidamente il campione;

v' Per assicurare un’evaporazione rapida e omogenea del campione in fondo al

liner si pone della lana di vetro deattivata, per rallentare il liquido iniettato;

column

© 2006 Wiley-VCH, Weinheim

v Durante l'iniezione la temperatura del forno che contiene la colonna deve essere ke /iy cemiiy

ISBN: 3-527-30590-4 Fig-21-10

sufficientemente elevata da impedire la ricondensazione del campione

vaporizzato; The split / splitless injector
v Liniettore split genera picchi affilati ed é relativamente facile da impiegare; ﬁ%mgsemum |
——= Septum purge outlet
Carrier gas

v Non é ottimale per le analisi quantitative, in quanto il rapporto di split cambia e 1 E

—— Split outlet

anche con piccole variazioni nelle condizioni d’iniezione;

Heated metal block —7

v Componenti piu volatili sono meglio trasferite in colonna rispetto a componenti Olass Iner——/2) | Yepcureatin chamber
meno volatili della miscela iniettata; coumn
v Non € adegquato per effettuare analisi di composti in tracce (ppb).
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% Iniezione in modalita splitless

» Lintero campione e trasferito in colonna (valvola di split chiusa durante
l'iniezione);

» La valvola e aperta dopo un tempo predeterminato (periodo splitless), che
dipende da velocita e pressione del carrier gas, dal quantitativo di campione e
dal tipo di solvente;

> |l trasferimento del vapore di solvente in colonna richiede del tempo, per cui
I'intervallo di tempo di chiusura della valvola split dev'’essere tale da consentire
che la maggior parte del campione passi in colonna (anche 40-90 s per 1-2 pL).

» Poiché il trasferimento dei vapori richiede tempo, la zona in cui si trova il

campione € ampia e richiede un processo di riconcentrazione:

The split / splitiess injector

Rubher septurn
——= Septum purge outlet
Carrier gas i E

inlet ]

—— Split outlet

Heated metal block —7

A “apourisation chamber
Glass liner

” Calurmn

E' un ottimo sistema per
effettuare analisi quantitativa
anche di componenti in

tracce (ppb)

+ se gli analiti non sono molto volatili la riconcentrazione puo essere effettuata mantenendo la temperatura del forno

abbastanza bassa in modo che gli analiti rimangano intrappolati nella f.s. della colonna (ma T comunque

sufficientemente alta da prevenire la ricondensazione in colonna);

+ se gli_analiti sono volatili la T del forno deve essere ancora piu bassa per consentire la ricondensazione del

solvente. Questo tipo di ricondensazione puo essere utilizzata per riconcentrare gli analiti.

Criticita:

= Effetto matrice: componenti non volatili presenti nella matrice possono disturbare il processo di vaporizzazione;

= Effetto memoria: € causato da costituenti rimasti nell’'iniettore da iniezioni precedenti che entrano in colonna

generando "picchi fantasma" (cioé non relativi al campione che si sta analizzando in quel momento)
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Es. comparazione dell'utilizzo di un liner per iniezione split e uno per splitless in una iniezione di miscela
di alcani in iniettore splitless.

Si nota che la forma e |'altezza del picco del composto piu volatile che eluisce per primo (t; piu basso) e
peggiore se si utilizza il liner non corretto (cioe per split) nella modalita splitless.
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Figure 4: Example of Therma Scientific Splitless FocusLiners. — aom
5 x 105 mm, note the different positions of the quartz wool packing
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F ¥ TE A T Te T A " Figure 3: The effect of using the wrong liner in splitless mode (n-alkanes). Top chromatogram, splitless (correct) liner, bottom
¢ liner for TRACK /1310 and Agilent _ _ E

http://www.separatedbyexperience.com/documents/Liner_Selection_Guide.pdf
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