CROMATOGRAFIA LIQUIDA (LC)

La fase mobile è rappresentata da un solvente (in generale una miscela di solventi) che partecipa attivamente alla ritenzione del soluto. Il processo cromatografico si considera come una competizione delle molecole di fase mobile con le molecole delle sostanze da separare per i siti attivi della fase stazionaria.

In cromatografia liquida esistono due tecniche:

( Cromatografia liquida classica (LC);
( Cromatografia ad alta pressione o alta prestazione (HPLC);
Cromatografia liquida classica (LC)
Diametro interno colonna: 2 ( 5cm
Lunghezza colonna: 25 ( 50cm
Diametro particelle: 150 ( 200(m
Cromatografia ad alta pressione o alta prestazione (HPLC)
Diametro interno colonna: 0,5 ( 1cm
Lunghezza colonna: 20 ( 25cm
Diametro particelle: 3 ( 10(m
L’uso di particelle di dimensioni minori di 10(m impone, necessariamente, l’uso di alte pressioni in testa alla colonna (80 ( 100atm) per far fluire la fase mobile.

FASI STAZIONARIE IN HPLC

Solidi
( Silice (Spherosil, Porasil);
( Allumina;

Liquidi
Le fasi stazionarie liquide ed i materiali di supporto sono identici a quelli impiegati in Gascromatografia.

Inoltre si impiegano delle fasi denominate fasi legate.

In esse il liquido di ripartizione è legato chimicamente al supporto solido inerte, che di solito è rappresentato da silice, in accordo alla reazione:
Si(OH + Cl(Si(R1)R2 ( Si(O(Si(R1)R2 + HCl

(reazione di silanizzazione)

Ad esempio se R1 = CH3 e R2 = (C18H37), la fase si chiama C18.
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Reazioni analoghe permettono l’inserimento di altri gruppi.
Gruppi non polari
gruppi (C18H37 (denominata C18, ODS);
gruppi (C8H17 (denominata C8);
gruppi: (CH3;
Gruppi poco polari
gruppi fenilici (C6H5;
gruppi cianoetilici (CH2(CH2(CN
Gruppi polari
gruppi idrossietilici (CH2(CH2(OH
gruppi amminoetilici (CH2(CH2(NH2
FASI MOBILI IN HPLC

Il potere di eluizione di una fase mobile è legato alla sua polarità (proporzionale al momento di dipolo). Si definisce forza dell’eluente, (, rispetto ad una data fase stazionaria, il calore di adsorbimento per unità di area di superficie dell’adsorbente. I solventi utilizzati sono classificati in ordine di polarità crescente, nella serie eluotropica, fissando una data fase stazionaria (in genere silice oppure allumina).
SCALA ELUOTROPICA (fase stazionaria: allumina)
	Solventi non miscibili in acqua
	Solventi miscibili in acqua

	Solvente
	(
	Solvente
	(

	Pentano
	0,0
	Diossano
	0,56

	Etere
	0,01
	Acetone
	0,56

	Esano
	0,01
	Acetato di etile
	0,58

	Cicloesano
	0,04
	Dimetilsolfossido
	0,62

	Tetracloruro di carbonio
	0,18
	Acetonitrile
	0,65

	Xilene
	0,26
	Piridina
	0,71

	Toluene
	0,29
	i(propanolo
	0,82

	Clorobenzene
	0,30
	n(propanolo
	0,82

	Benzene
	0,32
	Metanolo
	0,95

	Etere etilico
	0,38
	Acido acetico
	1,0

	Cloroformio
	0,40
	Acqua
	>> 1

	CH2Cl2
	0,42
	
	

	Tetraidrofurano
	0,45
	
	

	Dicloroetilene
	0,49
	
	

	Metiletilchetone
	0,51
	
	


Usando come fase stazionaria un solvente, o una miscela di solventi, polare, la separazione di una miscela di sostanze con bassa polarità si ottiene utilizzando una fase mobile poco polare.

SCHEMA DI UN CROMATOGRAFO LIQUIDO PER HPLC
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Pompa alternativa reciprocante (doppia testata)

Iniettore a valvola

Colonna

RIVELATORI PER HPLC

Rivelatore Spettrofotometrico

E’ costituito da uno spettrofotometro, che può essere a singola lunghezza d’onda (spettrofotometro con tubo fotomoltiplicatore), oppure può misurare tutto lo spettro della sostanza eluita (spettrofotometro a serie di diodi).
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Come si osserva si misura contemporaneamente l’assorbimento della miscela (fase mobile + soluto da analizzare) e quello della fase mobile così da registrare, per differenza, solo l’assorbimento della sostanza eluita.

Rivelatore ad Indice di Rifrazione

Questo tipo di rivelatore si basa sulla differenza dell’indice di rifrazione tra fase mobile e “fase mobile + soluto”. Una sorgente a tungsteno (che emette nella regione del visibile) invia una radiazione in una cella costituita da due comparti: nel primo passa solo la fase mobile, nel secondo la miscela (fase mobile + soluto).


[image: image4.png]Fotadiodo




Poiché i due liquidi hanno indici di rifrazione differente, il raggio sarà deviato in misura differente. A causa della deflessione, una parte del raggio riflesso dallo specchio non giungerà al rivelatore, che registrerà una diminuzione dell’intensità. Tale diminuzione è proporzionale alla concentrazione del soluto presente nella fase mobile.

Rivelatore Spettrofluorimetrico
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L’emissione di radiazioni da parte di specie molecolari eccitate con radiazioni UV(VIS, si chiama fluorescenza (o fosforescenza, se lo stato eccitato permane anche quando termina la radiazione eccitatrice). La spettrofluorimetria si occupa dello studio delle radiazioni emesse da specie molecolari in soluzione.
SCHEMA DI UN RIVELATORE SPETTROFLUORIMETRICO

[image: image5.png]Tubo
Fatomoltipticatare

Menostomstore
Sorgente




[image: image6.png]STATO ECCITATO

Ey

STATI
ELETTRONICI T

ASSORSINENTD

!

[rLuoREsCENZA

Eo

STATI VIBRAZIONAL]



La sorgente è costituita da una lampada ad arco di Xenon. A differenza di uno sprettrofotometro UV(VIS, lo strumento contiene due monocromatori. Il primo si chiama monocromatore di eccitazione e seleziona la radiazione eccitatrice, il secondo che si chiama monocromatore di emissione, seleziona le lunghezze d’onda da misurare. Il rivelatore è costituito da un tubo fotomoltiplicatore.
La fase mobile, contenente il soluto da analizzare, viene investita da una radiazione (I0) di lunghezza d’onda fissa (corrispondente al massimo di assorbimento del soluto) e si misura l’intensità della radiazione emessa (IF) sotto un angolo di 90° rispetto alla radiazione incidente (fenomeno di fluorescenza).

Si può dimostrare che IF è proporzionale alla concentrazione del soluto nella fase mobile.
SCELTA DELLE CONDIZIONI DI SEPARAZIONE

Le tecniche LC (Liquid Chromatography) si suddividono in:
( Cromatografia a fase diretta o normale (NP ( LC): fase stazionaria polare (NP: normal phase);

( Cromatografia a fase inversa (RP ( LC): fase stazionaria non polare (RP: reverse phase);

La cromatografia a fase inversa è la più utilizzata.

Nella NP ( LC si usa un solvente base non polare, come il n(esano, a cui si aggiungono solventi come etere etilico, cloruro di metilene oppure cloroformio.

Nella RP ( LC se si usa come solvente base polare l’acqua, si aggiungono solventi come metanolo, acetonitrile, tetraidrofurano, ecc.

Quando i composti hanno polarità differenti, si effettua una corsa cromatografica in cui la miscela della fase mobile viene fatta variare secondo un gradiente di polarità, così da ottenere una migliore separazione dei componenti della miscela.

La suddetta operazione viene definita Analisi in gradiente di solvente o in gradiente di polarità.
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