Sistemi di rivelazione o detector

Terminologia base:

Sensibilita

Selettivita

Range dinamico

Detector distruttivo e non distruttivo— cioé se durante la rivelazione distrugge il campione o lo
preserva.

Detector universale

Detector selettivo/specifico

Sensibilita:

Si esprime attraverso il valore del rapporto tra Segnale e Concentrazione o Quantita del
composto rivelato, maggiore € il valore del rapporto, maggiore € la sensibilita di rivelazione;

Questa caratteristica si riflette sulla capacita del detector di fornire grande variazione di
segnale per piccole variazioni di concentrazione; generalmente tale rapporto & facilmente
identificabile attraverso la pendenza di una retta di taratura;

Si pud esprimere anche attraverso alla minima concentrazione o quantita di composto rivelato
che garantisce un segnale 2-3 volte superiore al rumore.

Selettivita:

Si riferisce alle caratteristiche strutturali dei composti che possono essere rivelati;

| detector che riescono a rivelare qualsiasi classe di composti indipendentemente dalle loro
caratteristiche si definiscono universali;

Sono specifici o selettivi i detector che rivelano solo composti con determinate caratteristiche
(chimico-fisiche, gruppi funzionali, ecc..);

Per un detector specifico la selettivita si esprime come rapporto di risposta tra il composto
rivelato e il suo omologo idrocarburico (es. 1000:1).

Range dinamico: Si riferisce al range di concentrazione del composto in cui non varia il rapporto
segnale/concentrazione. Range in cui il detector risponde linearmente al variare della concentrazione
dell'analita, piu € ampio il range dinamico piu il detector & robusto nell’analisi quantitativa.

Flame lonization Detector o FID:

collettore .
isolante

ingresso aria

bruciatore (ugello)



Distruttivo— quando rivela il composto che esce dalla colonna cromatografica lo distrugge.

E’ selettivo verso i composti organici (CHO) che bruciano nella combustione di una fiamma
idrogeno/aria— alimentato da corrente di H (combustibile) che brucia in presenza di ossigeno
dell’'aria. Durante la combustione si forma fiamma trasparente.

Range dinamico: 10° (es. tra ng e mg) cio garantisce la sua affidabilita.
Semplice, robusto, affidabile.
Molto diffuso nell’analisi di composti organici volatili in gas-cromatografia.

La fiamma viene percorsa dalla fase mobile in uscita dalla colonna, trascinando con sé gli analiti
separati dalla colonna cromatografica che bruceranno cosi da formare degli ioni che verranno rivelati
da 2 elettrodi che registrano il passaggio di una corrente.

Thermal Conductivity Detector o TCD:
Non distruttivo e universale— riesce a rivelare filamento

qualsiasi sostanza; |/ | |
/

Si basa sul principio del Ponte di Wheatstone; é
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La rivelazione si basa su una differente
conducibilita termica tra il composto da rivelare

e il gas carrier;
=d e

Range dinamico: 10° (es. tra ng e mg); “ !

Semplice, robusto, affidabile; campione riferimento
Molto diffuso nell’analisi di gas naturali in gas-cromatografia.

Ci sono 4 resistenze collegate al Ponte di Wheatstone:
- 2 immerse nel circolo della fase mobile in cui verranno attraversate da gas carrier e dai vari
componenti che escono dalla colonna cromatografica in maniera sequenziale;
- L’altro ramo del ponte viene percorso solo da gas carrier.

Quando entrambi i rami del ponte sono percorsi da gas carrier non si avra scompenso, mentre

quando uscira un componente cambierga la sua conducibilitd termica quindi il ponte viene
scompensato e questo garantisce una rivelazione.

Il grado di variazione della conducibilita termica dei 2 rami del ponte di Wheatstone comporta il
passaggio di corrente che & proporzionale alla quantita di composto che & venuto a contatto con le

resistenze, quindi si avra un segnale proporzionale alla concentrazione o alla quantita di composto

uscito dalla colonna.

Electron Capture Detector o ECD:
Non distruttivo;

E’ specifico per tutti quei composti con gruppi isolante assemblaggio base e cella
elettronegativi come:

-
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. Alogeni;

*  Gruppi nitro;

*  Composti ossigenati;
*  Carbonili coniugati;

* ecc....

La rivelazione si basa sulla diminuzione di una corrente elettrica generata da un flusso di elettroni
emessi da una sorgente radioattiva (3Ni) arriva il componente elettronegativo che assorbira parte
degli e-, cosi la corrente diminuisce e costituisce il segnale di rivelazione.

Range dinamico: 10° (es. tra ng e pg)— range limitato perché la sua caratteristica di
rivelazione si basa sulla diminuzione della corrente di riferimento che pud diminuire finché
esiste una quantita di e- da catturare.

Tende ad essere sostituito da altri detector meno inquinanti— perché presenta fonte
radioattiva;

Impiegato nell’analisi di composti alogenati in gas-cromatografia.

Nitrogen-Phosphorus Detector o NPD: N

Distruttivo;

E’ specifico per composti caratterizzati dai legami
carbonio-azoto e carbonio-fosforo;

E’ un FID modificato, i composti vengono decomposti da
una "pastiglia" di sale alcalino (di solito un sale di Rubidio) COTTEntE
resa incandescente da una resistenza elettrica. Si formano riscaldamento
degli ioni, caratterizzati dalla presenza di azoto e/o fosforo,

che garantiscono la reqistrazione di una corrente elettrica; ingresso H,

ingresso aria

pastiglia
alcalina

ugello

Range dinamico: 10 (es. tra ng e 10 ug)— range
dinamico limitato;

Diffuso nell’analisi di pesticidi in gas-cromatografia.

Sistema cromatografo liquido

Caratterizzato da una fase mobile liquida che sara garantita in un flusso costante e continuo per
l'intero flusso cromatografico.

Modulo 1— Esso € caratterizzato da una linea in cui fluira continuamente la fase mobile dal
recipiente del solvente fino al recipiente di scarico, quindi ci sara un sistema di pompaggio
che garantira questo flusso continuo.

Modulo 2— permette di inserire il campione da separare nel sistema di fase mobile fluente e
questo sara il sistema di iniezione.

Colonna cromatografica— che contiene la fase stazionaria, & in grado di separare le varie
componenti della miscela campione attraverso gli equilibri che si stabiliscono tra fase

stazionaria e fase mobile.

Modulo rivelatore— posizionato dopo la colonna, che garantira la rivelazione delle varie



componenti che escono dalla colonna in modo da trasferirle poi al computer che le
processera ricostruendo il cromatogramma.

La colonna cromatografica di solito viene inserita in un forno colonna che mantiene costante la

temperatura.

Colonne per LC:

Sono tutte costruite con un involucro di acciaio perche nella

tutta la

cromatografia liquida si € tornati ad una fase stazionaria
impaccata ed una fase mobile liquida che deve percorrere

colonna cromatografica per creare gli equilibri tra fase

stazionaria e mobile. Nel percorso all'interno della colonna

B vmm— =" dovra vincere la resistenza della fase stazionaria al suo fluire.

La fase stazionaria all'interno della colonna
cromatografica e costituita da una serie di

microparticelle con  profondi ori che
percorrono quasi tutta la sfera della fase

stazionaria.

La gquantita e la dimensione dei pori & molto
importante nell’efficienza cromatografica della
fase stazionaria.

Equazione di Van Deemter applicata

alla LC:
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Le curve vengono rappresentate dal diametro medio
delle particelle della fase stazionaria.

Minore € il diametro medio magqgiore sara l'efficienza
della fase stazionaria.




Diminuendo il raggio medio delle particelle diminuiscono di volume i pori che percorrono la particella,
inoltre si ha un migliore impaccamento (fattore A equazione di Van Deemter).

Per ottenere elevata efficienza cromatografica occorre tendere ad avere fasi stazionarie con diametro
medio delle particelle piu piccolo possibile perché vanno a diminuire:

- Fattore A (diffusione vorticosa)

- Parametro C (trasferimento di massa)

Definizioni cromatografia liquida:
| sistemi strumentali che sfruttano la cromatografia liquida sono stati denominati:
- HPLC o High Pressure Liquid Chromatography, dalle pressioni di esercizio che caratterizzano
tali sistemi (40-400 atm);

- Siccome la pressione non era piu un parametro distintivo si € passati al termine High
Performance Liquid Chromatography (cromatografia liquida ad elevate prestazioni)
mantenendo lo stesso acronimo HPLC;

- Negli ultimi anni questi sistemi si sono evoluti utilizzando particelle di fase stazionaria
cosiddette sub-2um (sub 2 micron), con incremento delle pressioni di esercizio fino ad oltre
1000 atm. Tali sistemi prendono il nome di uPLC o uHPLC (ultra Performance or ultra High
Performance liquid chromatography).

Cromatografia liquida: la pompa

Il cuore di un sistema cromatografico liquido € la pompa che garantisce il flusso di fase mobile. deve
essere ingegnerizzata in modo da:

_ . . 4 Camma disegnata al computer che guida lentamentz il
Poter vincere la reSIStenza’ pistone in avanti durante (3 fase ¢i spinta del solverte 2
rapicamente o rittae durante fa fase dh nempimento par rdurre 5 i st
: = Pistene in za
- Essere abbastanza robusta; & #steniauit d flugso.

- Garantire un flusso costante
nel tempo di analisi
cromatografica.

Assemblata camma rotante ad un
pistone che si muove in modo

Testata della pompa
contenenta la guamizigne de

alternato all'interno di una camera pistone e le valuale a sfera di

cilindrica. ingrassy ¢ uscita,

In testa alla camera cilindrica ci sono 2 valvole:
- 1 allingresso della fase mobile (collega pompa al recipiente di partenza della fase mobile)
- 1diuscita (mandera fase mobile all’iniettore, la colonna, etc.)
Cosa accade meccanicamente:
1. Camma rotante azione il pistone che si muove in modo alternato all’interno del cilindro.
2. Quando il pistone & in aspirazione la valvola di ingresso si apre e fa entrare la fase mobile
all'interno del cilindro della pompa.
3. Una volta riempito, la camma spingera il pistone all'interno del cilindro (creando pressione
positiva) che chiudera valvola di ingresso e aprira quella di uscita facendo fuoriuscire il liquido
fase mobile immettendo nel sistema cromatografico.

Durante il movimento del pistone le valvole sono sempre aperte in modo alternato. Una si apre per



suzione e una per espulsione di fase mobile da parte della pompa del sistema cromatografico.

Le valvole in testa alla pompa sono formate da delle sfere che vanno ad ostruire il passaggio del
liquido e sono di forma opposta:

- Pistone in aspirazione richiama la sfera verso I'altro aprendo la valvola in aspirazione;

-  Sfera dell'altra valvola andra a chiudere la valvola di uscita.

La pompa
valvola di uscies  TiEMpimento kK 3
puarniziona %
™~
pistona |zaffiro) L : = i@
& Spinta Ak
wi A

valvola di ingreszn

Maggiori saranno le rivoluzioni della camma, maggiore sara la frequenza apri-chiudi delle valvole e
quindi il flusso di fase mobile che uscira dalla pompa.

Eluizione cromatografia liquida:

L’eluizione dei componenti di una miscela campione in un sistema di cromatografia liquida ad elevate
prestazioni puo avvenire:

Utilizzando una fase mobile costituita da uno o piu solvente la cui composizione & costante
(Eluizione Isocratica);

- Utilizzando una fase mobile costituita da almeno due solventi (A e B) la cui composizione &
varia durante I'analisi cromatografica (Eluizione a Gradiente);

- Leluente A permette facilita I'interazione tra I'analita e la fase stazionaria (potere eluente o
eluotropo inferiore).

- Leluente B rompe linterazione tra I'analita e la fase stazionaria (potere eluente o eluotropo
superiore).



%B

Time

Nell’asse delle ascisse sono riportati i tempi, mentre nell’asse delle ordinate la composizione % di B
che inizialmente sara bassa per poi gradatamente aumentare fino ad un massimo punto per garantire
I'eluizione di tutti i componenti presenti nella miscela complessa, per poi tornare alla composizione
iniziale e poi essere ripetuta I'analisi cromatografica.

Nella eluizione si riconoscono vari tempi:
- Iniezione— tempo impiegato dal flusso della fase mobile a riempire il volume morto.
- Eluizione a separazione— tempo impiegato a raggiungere la % B.
- Eluizione a lavaggio— tempo impiegato alla % B max per garantire I'eluizione dell'ultimo
componente del campione.
- Ricondizionamento— in modo da permettere al sistema di ritrovarsi nelle fasi iniziali della
corsa cromatografica per accogliere un nuovo campione per I'analisi.

Generalmente questi tempi sono dettati dal valore del volume morto, si usa:
- Tempo 1— deve, in base al flusso della fase mobile, garantire almeno il riempimento di 1
volume morto del sistema cromatografico.

- Tempo 3— deve garantire almeno il riempimento di 3-5 volumi morti in modo da essere
confidenti che tutti i componenti siano stati eluiti dalla fase stazionaria.

Sistema di Pompaggio: Gradiente Alta Pressione

+ Eluizions isocratica significa mantenere la

|mﬁ cormposizions costante durante la separazione

| BB — crometagrafica

‘@;& = Eluirione a gradiente significa cambiare la

- compesizione costante derante la separazione
cromategrafica

«  Operativita. I computer confrolia la valocita 4
flusso G clascuna pompa e procuce il gracienie
variando le velocitd di flusso relative dele dug
pomrpe manterendo costante la velocitd di flusso

v L _@ complessiva. Durante una corsa cromatografica a

i - gradients il fusso del solvente dabale (A

: caniera di diminuisce mentre quella del solventa forte (B)
miscélazione aumenta.

& Tipo px comune di sisterna 2 gradients
« Usare pil di due soiventi risuita cos0s0; occome
AZBIUNEEIE UNA pompa pes sohente,




Per variare la composizione della fase mobile esistono 2 sistemi di pompaggio possibili:
1. Gradiente ad alta pressione— in cui ogni pompa & collegata ad un solvente, quindi se
facciamo una eluizione binaria con 2 solventi A e B occorrono 2 pompe ed ognuna &
collegata al proprio solvente.

2. |l circuito fluidico poi va a unirsi in una camera di miscelazione dove i 2 solventi si miscelano
ed entrano nel sistema cromatografico costituito dal sistema di iniezione, colonna e detector.

3. La composizione della fase mobile viene garantita dal flusso di ogni singola pompa per il
proprio solvente.

In un sistema di eluizione a gradiente la composizione variera con i flussi delle singole pompe in
modo sincrono. Man mano che si aumenta la % del solvente B, diminuira il flusso della pompa
collegata la solvente A. Analogamente aumentera il flusso della pompa del solvente B in modo che la
somma dei 2 flussi mantenga sempre 1 mL al minuto, ma la sua composizione in fase mobile
aumentera in % del solvente B.

- Vantaggio— Sistema efficiente e garantisce una composizione riproducibile del gradiente di
eluizione.

- Svantaggio— Occorre un numero di pompe pari al numero dei solventi utilizzati per la
separazione cromatografica, quindi € un sistema costoso. Per ovviare questo svantaggio si &
introdotto il gradiente ad alta pressione.

Sistema di Pompaggio: Gradiente Bassa Pressione

&« Operativita. | computer controlla la vahola
proporzionatrice e produce il gradiente varandc
lee proporzicai relative dai sohvent che dala

g m valola passano alla camera di mscelazione.
valvola . % Caranie una corsa cromatografica a gradiende il
F"""’l:"':'’?i'f'“i‘m‘;’el P oA flusso del sobente cebale (A diminuisce mentre
: mizcelazione quallo del solvente forte {B) aumeanta.

ﬁé%

Questo differisce dal precedente perché con una singola pompa riusciamo ad eseguire un gradiente
anche a 4 o piu solventi.

« [ necessaria solo una pompa ad &lta pressione,

» [osh inferior rispetio al gradiente in alta
Fessinng

«  Pud exsere satn con al massimo 4 sobient

« Ottimo per suiluppe metado per usare pid
sohventi.

- La discriminante sono il numero di valvole proporzionatrici (permettono I'ingresso di ogni
solvente allinterno dellHPLC), la loro apertura o chiusura permettera di variare la
composizione della fase mobile.

- Quindi & presente una camera di miscelazione in cui i solventi verranno miscelati, ma si trova
in fase di aspirazione della pompa (quindi a bassa pressione).

- Sistema piu economico ma la composizione della fase mobile non & cosi riproducibile perché
dipende dai tempi di apertura-chiusura delle valvole proporzionatrici.

- | gradienti a bassa pressione sono caratterizzati da una variazione a gradini.



- Siccome la miscelazione avviene prima della pompa, in luogo a bassa pressione, pud
accadere che se i solventi sono conservati all’aria essi siano saturi di gas e pud accadere che
all'interno della camera di miscelazione essi vadano ad occupare un certo volume del sisteme
e questo va a beneficiare sulla riproducibilita del flusso di fase mobile.

Per ovviare al problema della formazione di bolle di gas all'interno dei tubi del sistema a bassa
pressione i solventi impiegati devono subire un processo di degasaggio:
- Perimmissione di un gas— il quale deve spostare tutto il gas presente nel liquido.

- Usare sistema in cui il solvente durante la sua aspirazione da parte della pompa, prima di
arrivare alla valvola proporzionatrice passa da un degasatore sottovuoto che aspira i residui
di gas dal solvente, il quale verra porzionati allinterno della valvola proporzionatrice a
seconda della composizione della fase mobile richiesta.

Cromatografia liquida: iniettore
Viene introdotta la valvola di iniezione a 6 vie le quali sono collegate a 2 a 2. Ha 2 posizioni possibili
che vengono scambiate attraverso la rotazione del rotore:

Load position (posizione di caricamento):

- La pompa cromatografica & collegata
attraverso 2 porte alla colonna
cromatografica. Questo circuito sara in alta
pressione e sara indicato di rosso nello
schema.

- Mentre le altre 4 porte vengono collegate tra
loro attraverso il circuito esterno detto /oop,

questo circuito ha un volume tarato noto e
costante.

- Garantira l'iniezione di un volume costante di campione, disegnato in blu ed & a bassa
pressione (quindi atmosferica e pud facilmente interagire con il circuito per esempio
iniettando il campione con una siringa che ha accesso da un’altra porta).

- Possiamo prelevare il volume di campione, lo iniettiamo all'interno del circuito di loop,
I'eccesso di liquido viene scaricato nella bottiglia dello scarico. Cid avviene a bassa pressione
quindi non c¢’é rischio di avere una resistenza dovuta al sistema cromatografico.

Inject position: Il volume di campione iniettato & scelto in
base al volume del circuito di loop.
- Volumi inferiori— riempire parzialmente il circuito
in loop;
- Volumi maggiori— cambiare il circuito di loop con
circuiti tarati.

Le porte, ruotando in senso orario, mettono in
comunicazione le varie porte che prima erano scollegate
con il sistema ad alta pressione.

La pompa é direttamente collegata con il circuito di loop che entra nel sistema ad alta pressione, fase
mobile spostera il campione dal circuito di loop_in testa alla colonna. Le porte per iniettare e quella di

scarico rimangono sempre a bassa pressione per permettere I'accessibilitd da parte dell’'utente.



Eluizione in cromatografia liquida:
%B

Time

La corsa inizia con una percentuale dell’eluente meno eluotropo per consentire I'instaurazione delle
varie interazioni degli analiti con la fase stazionaria, per poi crescere la composizione in % del
componente piu eluotropo per poi arrivare al massimo della sua concentrazione (90% circa).

- Posizione inject— campione entra in colonna. Inizia con linizio del gradiente che puo
mantenere la composizione iniziale in fase isocratica per garantire il iempimento del volume
morto.

- Crescente aumento dell’eluente B (fase di separazione cromatografica) poi un’isocratoca
finale per garantire una totale pulizia della colonna cromatografica dal campione che é stato
iniettato, quindi il ricondizionamento.

- Posizione di load— si ha alla fine del ricondizionamento. Quando il sistema cromatografico &
pronto per inserire un nuovo campione e iniziare di nuovo il ciclo di analisi.

Rivelatori: Assorbanza

« sorgente luminosa

al deuterio + rivelatore a fotodiedo

cella a flusso

* Funzienamenta, L2 luce ad uwna precisa lungherza d'anda passa atiraverse la cefla di rvelazione
& viene misurata 'assorbanza, | primi rivedaton ad assorbanza Jsavano lampade al mercerio e
emettong princip@ments a 254 nm e secondariaments a 280 nm.

»  Rivelatore selettivo per molecole contenenti cromofori. Poiché la maggior parte det compast
organici ha un qualche assorbimento fra 200 e 300 nm, Tassorbanza & quaszi universale ma non
del tutto.

»  [Relativamente insensibile a cambiamenti del sohwente duranta il gradiente
+ Mok sensibde, sulfordine dei [OF grammi.

Il pit usato in cromatografia liquida.



- Detector con cella di flusso (segmento del circuito HPLC) fissa collegata con uscita della
colonna cromatografica.

- Lampada a deuterio che garantisce I'emissione di lunghezze d’onda nell’ultravioletto, si ha la
scelta della lunghezza d’onda attraverso una fenditura la quale va a investire la cella di flusso
che percorre la fase mobile.

- Quando passera un analita registrera un assorbimento.

- Durante separazione cromatografica arrivera un componente e arrivera la trasduzione del
segnale chimico in una corrente elettrica che sara registrata ed amplificata dal data system.

Il funzionamento dei rivelatori si basa sull’assorbimento di un’onda elettromagnetica ad energia fissa,
sara caratteristica di una determinata struttura che andremo ad analizzare. L’'analita deve avere un
cromoforo che riesce ad assorbire quella determinata lunghezza d’onda.

Questo € un detector specifico per sostanze che posseggono nella loro struttura un gruppo funzionale
cromoforo (contengono elettroni pigreco, doppi legami meglio se auxocromizzati per permettere piu

transizioni).

Metodo relativamente sensibile (nanogrammo), adatto alle eluizioni in gradiente e non & distruttivo.

« Funzionamento. La luce ad una precisa unghezza d'onda passa attraversa la cellz di enelaziong & viense
misurata Fassorbanza, |l rivelatore a lunghezza d'onda variabile impiega un mccoko monocromatore par
scegliere una guasiasi lunghezza donda da =200 nm in sd.

«  Rrelatore selettiva per molecole contensnti cromofon, Poiché la magmor perte dei composti organici ha
un gualche assorbimentc tra 200 e 3C0 nm, 'assorbanza @ quasi universale ma non dal it

«  [elztivemants insensibile a cambiamerti del soheente durante il gradients
« Molto sensabile, sulfprdire dei 109 gramm,
s |l rivedatore UV a lunghezza Conda variabile & 4 pid comune in HRLC

« 5ipud otdmizzare la rvelazione selazignardo [a lunghezza d'onda che coincide ean b rassima assorbanza
degi analiti.

Il campione da analizzare pud avere piu analiti con diverse strutture e quindi diverse lunghezze
d’onda da impostare per essere rivelate al rivelatore spettrofotometrico. Cio si fa con dei programmi a
tempo cosi da rivelare tutti i componenti presenti.

Variando nel tempo la lunghezza d’'onda che attraversa la cella del flusso possiamo garantire la
rivelazione di tutti i composti presenti nel campione. Ma puo essere che il campione contenga gli
analiti in concentrazioni diverse quindi la sensibilita puo risentirne.
Beer’s Law
La legge di Lambert-Beer dove:
A — b b € la lunghezza del cammino ottico. Se allungo il cammino ottico
. 8 c il segnhale aumenta con la conseguente sensibilita, nota che

= . - aumenta anche la quantita di fase mobile analizzata.
molar absorption coefficient,

b path length,
C concentration



Se durante l'analisi un composto incognito viene eluito durante l'incidenza nella cella di flusso di
lunghezza d’onda non sensibile alla sua struttura questo componente non viene rivelato.

Per ovviare a questo inconveniente si &€ evoluto il sistema di rivelatori UV-visibili passando ai rivelatori
a schiera di Fotodiodi.

Rivelatori: Assorbanza con Schiera di Fotodiodi

Funzionamento. L3 luce passa attraverso la cellz di rivelazone, Lz luce emengente dalla cefla viena poai
rifessa su specchi @ scomposta su una grigha neflz lunghezze d'onca componenti e lo spettro &
focarzato su una schiora di fotodicd.

Rivelztore selettve per melecole contenenti cromofon. Foiche la maggior parle do compost organici ha
un qualche assorbimento fra 200 & 300 nm, 'assorbanza & guasi universals ma nen del b
Relativamenls insensible 2 cambiament del sohvente durente | gradents

Malto sensibée, sulfordine dei LO* grammi.

Fornisce spetini di assorbimento "al volo”

Pit costeso di un rivelztore LV a lungherza d'onda vanabde

In questo caso il monocromatore viene posto dopo la cella di flusso. La cella di flusso viene investita
dalla luce bianca, tutte le lunghezze d’onda vanno ad investire il campione nella cella di flusso, quindi
interagiranno tutte le lunghezze d’onda.

Una volta uscite dalla cella di flusso le lunghezze d’onda vengono separate dal monocromatore e poi
rivelate ognuna da un fotodiodo. In questo caso tutte le lunghezze d’onda subiranno I'assorbimento
specifico del campione quindi la rivelazione & l'intero spettro di assorbimento UV-vis che pud essere
registrato.

> Differenza principale tra detector UV-vis e detector a schiera di diodi quale €?
Il monocromatore nel primo sara posto prima della cella di flusso in modo da investirla con
una radiazione monocromatica, invece nel detector a diodi il monocromatore &€ posto dopo la
cella di flusso quando la luce che ha investito la cella di flusso ha gia subito un assorbimento.

Rivelatori: Fluorescenza

+ Funzionamento. Un filtro seleziona la lunghezza d'onda di ecctanone dalfa luce sargente & o passa
nella cella di rvelazione. Quandg solut adatt attraversano |3 cella e hanno una reazions di flugrescerza,
2 luce emessa viene raccolta da una posizion: artoganale rspette al *aggio di eccitarione e selezionata
da wmi filkre & emissone & focalizzata n un tubo fatometrica.

« Rivelatore alamentz selettivo, non-universele.  Rileva soluti naturaimente fluorescerti o dersatizzat alla
SCopd,

+ [Estremaments sensibile- 1000 volte prr sensibile di un ivelatore ad assorbanza, nell'ordine ded 107

= [nsensibile a cambiamenti nel selvente € a molti contaminanti del campione



- Fluorescenza— fenomeno per cui una specie assorbe una certa lunghezza d’onda
eccitatoria, passa da un livello fondamentale ad eccitato. Disperde parte dell’energia
attraverso gli urti (calore) passando a un livello eccitato minore e quindi riemette un’altra
lunghezza d’onda che ¢ inferiore rispetto a quella assorbita (lunghezza d’onda di emissione).

Campione investito da una radiazione luminosa monocromatica (radiazione eccitatrice) e si va a
rivelare una radiazione emessa dal campione stesso, la quale avra un’altra lunghezza d’onda.

Per evitare interferenze tra le 2 lunghezze d’onda la disposizione del detector & 90 gradi rispetto alla
direzione della radiazione eccitatoria. Andra a rivelare solo la radiazione emessa dal campione dopo |l
fenomeno della fluorescenza.

Il detector di questo tipo &€ molto selettivo: andra a rilevare solo le sostanze che consentono questo
fenomeno. esso € circa 1000 volte piu sensibile rispetto al rilevatore di assorbanza.

Purtroppo sono pochi gli analiti che hanno le caratteristiche fluorescenti e quindi pud essere usato

solo per le sostanze che garantiscono fluorescenza. Non & distruttivo.

Rivelatori: Indice di Rifrazione

i

»  Funzienamento. La luce & focalizzata sulla cella o rivelazione e surcessivamente fatta
passare attraverso fa celia di riferimento. La fuca rifratia & po focalizzata su un tubo
fatemetrica. Quando bande con indice di rifraziane diverso da quells della 1ase mobie
attraversano la cella il fuoco della lece 51 sposta provocanda un cambiamenta nel segnalz
del fatometra,

« Rivelatore unversale. 5ibasa sulla differenza fra lindice di ndrazions cel soluto e guello
della fase mabile.

»  Mon pud essere vilizzato in gradiente,

« 1000 volte mena sensibile 4i un rizelztore ad assorbanza (sensibiita sull'ording dei 10€
gramimil.

Primo rivelatore universale della serie fin qui affrontata. Il principio di funzionamento si basa sul
differente raggio di propagazione di un raggio luminoso focalizzato quando attraversa 2 fluidi di
differenti densita.

L'analita andra a modificare la fase mobile, quindi I'angolo di propagazione del raggio focalizzato.
Rivelatore circa 1000 volte meno sensibile di un rivelatore UV-vis.

Molto usato per le analisi che non contengono cromofori. Ha un range dinamico molto ampio e non &

H III|
4 |II
I'n

/ \
/

Sample cell Dual Detector
photodicde output

Slit Reference cell
/

Luce focalizzata si propaga tra /
mezzi di diversa densita, variera . | . g

il suo angolo di propagazionee ™. % /.
verra rivelato o meno dal
fotodiodo.

Lamp




Rivelatori: Evaporative Light Scattering

+ Funzienamento. Leluente HFLE & nebulizzato
da un gas (aria 0 azolobin un ubo ai
evaparazione nscaldato. Durante il paszaggio nel
fubie il sobsente viene evaporato e le particelle oi
soluto desclvatate sono rivelzte afraverso la
diffusionz di buce laser

s Rivelgtore varaments uriversae. Pud rivelzre acidi
grassi e gltri cormposti completamenta o di
cramofor

«  Adatta per fusa con gradsente,

« ndipendente dalla temparabura.

«  Menn sensitile di un rivelatore ad assorbanza -
{sullgrding dei 107} gramme comungue malts @il
sensibile di e R

Rivelatore universale, molto sensibile (circa 10 volte di piu del rivelatore a indice di rifrazione). Pud
lavorare anche con eluizioni in gradiente. Rispetto al precedente & distruttivo, quindi nella rivelazione
si va a distruggere il campione, 'eluato non pud essere riutilizzato.

- Campione entra da un dado, viene nebulizzato con I'aiuto di un gas inerte (disperde I'eluato in
tante goccioline). Poi c’€ un secondo gas che servira per porzionare la parte che andra ad
essere rivelata da quella che verra scartata.

- La parte che verra rivelata viene condotta fino a raggiungere un altro sistema ma prima di

raggiungerlo viene evaporata (2° gas inerte & caldo e garantisce I'evaporazione di ogni
gocciolina di spray formatasi nella prima sezione).

- L’evaporazione completa fa si che i soluti siano presenti come particelle aerosospese nel gas
inerte, queste raggiungono la parte ottica del detector la quale & percorsa da un raggio di luce
focalizzato il quale, quando viene percorso dal particolato aerodisperso, andra a
scatterizzarsi. Cioé andra a diminuire di intensita la quantita di questo raggio.

Collettore di frazioni cromatografiche:
3

Cromatografia liquida usata anche per

1 separare una miscela complessa e
raccogliere le varie frazioni. Dopo che il

' composto & stato rivelato possiamo

raccoglierlo e separarlo dagli altri.
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Quando esce il picco seleziono la modalita di raccolta, quando supera una
certa assorbanza il braccetto del raccoglitore andra a porzionare I'eluato
verso una provetta. Valvola andra a chiudersi quando assorbanza arriva
ad un certo livello. Cio si ripetera per tutte le frazioni.




