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CROMATOGRAFIA

DOTT. JOANNA IZABELA LACHOWICZ




INTRODUZIONE

LEZIONE 1



IMPORTANZA DELLA CROMATOGRAFIA

= Tipi di cromatografia
= | principi della cromatografia

= Capire cromatograma




LA CROMATOGRAFIA
DAL GRECO XPWMA, TRASLITTERATO IN KROMA,

"COLORE"

L'invenzione della cromatografia viene attribuita al biochimico italo-russo Michail Cvet n
1906, quando riusci, con guesta tecnica, a separare la clorofilla da un estratto vegetals
Cvet procedette ponendo una piccola quantita di estratto di foglie verdi alla sommita
una colonna di vetro riempita con particelle di argilla e lavando successivamente
campione. Fece poi colare, attraverso la colonna, dell'etere di petrolio. A mano a mano ch
I'etere di petrolio fluiva trascinando con sé il campione, questo si separava in bande

diverso colore (da qui il nome "cromatografia"), ciascuna delle quali procedeva verso

fondo della colonna con diversa velocita.
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COME FUNZIONA

Load Sample A Step A Step

("Black’) Elute 1~ i Elute2

im

One cartridge can separate all three dyes

Note: Blue can
be eluted with
|PA/water

._u’




Solvent: Entire column must always S E I\/I P I— | C |
be under solvent
Sand (1 cm)
A
f+=———Ailumina: 25 g forevery 1 g ——— ————_\“
of mixture to S s 3
= (>
e S ot
Sand (1 cm) |
Glass wool or cotton TLC chamb
Stopcock to control flow
TLC plate
Collection flask
Mobile phase "




Solvents

Injector

Detector
(absorbance, pH,
conductance)

Fraction collector

AVANZATE

Gas supply '"l:;‘r'l"" Column Detector
Sample
s p Detector
injector S N—

Flow

controller E_j

&
-

Carrier gas Owen




CHROMATOGRAMMA

ESEMPIO 1

Organic Acids in Cranberry Juice

30-
4
us
0
L 1 ] 1 ] L}
0 100 15 20 25 30 35

Minutes

Column:
Eluent:
Flow Rate:
Inj. Volume:
Detection:

Peaks:

lonPac ICE-ASE

0.4 mM Heptafluorobutyric acid
1.0 mU/min

50 pL

Suppressed conductivity,
AMMS-ICE

1. Inorganics
2. Tartrate
3. Citrate
4, Quinate

11397-01

1.5 mL/min

30°C

Diluted 1:5, treated with OnC
10pL

Suppressed conductivity,
ASRS-ULTRA 4 mm, AutoSu
external water mode

Lactate 11, Ca
Acetate 12. Fu
Formate 13. Su
Butyrate (2 ppm) 14, Ox
Pyruvate 15.  Ph
Chloride 16. Cil
Bromide 17, so
Nitrate 18. <Cis
Succinate 19, ta
Malate

ESEMPIO 2
Separation of Anions in Beer Using the lonPac AS11 Col
Column:  lonPac AG11-HC, AS11-HC, 4 mm Flow Rate:
Eluent:  Sodium hydroxide: 1 mM from 0 to 8 min, Temperature:
1 mM to 15 mM from 8 to 18 min, Sample Prep:
15 mM to 30 mM from 18 to 28 min, Inj. Volume:
30 mM to 60 mM from 28 to 38 min; Detection:
Methanol: 18% from 14 1o 38 min
10— 6 15
Peaks: 1.
2.
3.
4
5.
s . 10 43 > 6.
7 (1] "1 7.
P 9 7\| P,
\e 1 |ha 9
3 10.
0 T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Minutes




TIPI DI CHROMATOGRAFIA

l Chromatografia
J

l Liquida Gas
J

lLiquidaSoIida lLiquidaLiquida l Gas-Solido l Gas-Liquido
J J J J




TEORIA DI CROMATOGRAFIA

RITENZIONE E RISOLUZIONE



TEMPO DI RITENZIONE (tg)

Tempo Tempo di
morto (t,,) ritenzione (t,)

A \
I
I
I
I
I

Tempo d

r 1 ritenzione (t;)

A 2 min

Signal at Detector

B 4 (min)

time




TEMPO DI RITENZIONE (tg)

t

t +1

Ritenzione = Stazionaria Mo

Signal at Detector




Signal at Detector

Ardmin B:8min C: 10 min

Quale frazione del tempo passa A, Be C
nella fase stazionaria?

A: 3/4 oppure 75%
B: 7/8 oppure 88%
C: 9/10 oppure 90%

ey — - N —

time




Analisi

>

guantitativa

signal at Detector

time

Calibrazione con gli standard
Area sotto la gaussiana

Analisi qulitativa

Signal at Detector

time

Calibrazione con gli standard
Tempo d ritenzione t; specifico






Analyte A:
Not POLAR

Analyte A:
Not POLAR

Colonna apolare separa le

Polar ] Little ‘partition’

molecole apolari
Column

into a polar column
T=0 P

Analyte B: Analyte B:
POLAR POLAR
Polar | Definite partition into a Colonna apolare separa
Colum male le molecole polari
polar column




Tmin A:dmin B:8min C: 10 min

Quale molecola e piu polare e quale m
polare?

Signal at Detector

C: piu polare

Lﬂ_',.\‘ A: meno plare

ey — - N —

time

Colonna molto polare



COSTANTE DI DISTRIBUZIONE

Soluzione 1 nella fase A

Soluzione 1 nella fase B

K — | soluzione |, - moleslind/volume,

| soluzione | moles linB / volume,




COSTANTE DI DISTRIBUZIONE

| sotzione | moles 1inAd / volun

K= = =

| soluzione | moles linB | volur

Fase

stazionaria




Costante di distribuzione del esano tra la fase mobile e la fase stazionaria e 3.
Il volume della fase mobile e 100 volte piu grande rispetto la fase stazionaria.
Quale frazione delle molecole di esano & presente nella fase stazionaria in ogni momento?

e = | oo | = _ MsVn

| i | —_

i E i I / Vom,

vy i

1 1

] I ! | me 1 1

b ' 1 I — T = —
S B L Y /mg  1+Vin/KVs

Fraction = 1/(1+100/3)=.0231 or 2.9 %



Table 1. Data set and their n-octanol-water partition coefficients (K__)

Mo. Beferences compound log K Class  No. Compound name log K Class
1 2-Butanone 0.3 N 32 3-Chlorobenzoic acid 27 A
2 4-Acetylpyridine 0.5 B 33 Toluene 27 N
3 Aniline 0.9 B 34 I-MNaphthol 2.7 A
4 Acetanilide 1.0 N 35 2.3-Dichloroaniline 28 B
5 Benzyl alcohol 1.1 N 36 Chlorobenzene 2.8 N
f 4-Methoxyphenol 1.3 A £y Allyl phenyl ether 29 N
7 Phenoxyacetic acid 1.4 A 38 Bromobenzene 30 N
] Phenoal 1.5 A 39 Ethylbenzene 32 N
g 2 A-Dinitrophenol 1.5 A 40 Benzophenone 312 N
1 Benzonitrile 1.& N 41 4-Phenylphenaol 32 A
11 Phenylacetonitrile 1.6 N 42 Thymaol 33 N
12 4-Methylbenzyl alcohol l.& N 43 I.4-Dichlorobenzene 34 N
13 Acetophenone 1.7 N 4+ Diphenylamine 34 B
14 2-Mitrophenol 1.8 A 45 Naphthalene 36 M
15 3-Mitrobenzoic acid 1.8 A 46 Phenyl benzoate X N
16 4-Chloraniline 1.8 B 47 Isopropylbenzene 33 N
17 Nitrobenzene 1.9 N 48 2.4, 6-Trichlorophenaol N A
18 Cinnamic aleohol 1.9 N 49 Biphenyl 4.0 N
19 Benzoic acid 1.9 A 50 Benzyl benznate 4.0 N
20 p-Cresaol 1.9 A 51 2. 4-Nitro-6-sec-butyl phenol 41 N
21 cis-Cinnamic acid 2.1 A 52 1.2.4-Trichlorobenzene 41 N
22 trans-Cinnamic acid 2.1 A 53 Dodecancic acid 41 A
23 Anisole 2.1 N 54 Diphenyl ether 412 N
4 Methyl benzoate 21 N 55 Phenanthrene 43 N
25 Benzene 2.1 N 56 N-Butylbenzene 44 N
26 i-Methylbenzoic acid 14 A 57 Fluoranthene 47 N
) 4-Chlorophenol 24 A 58 Dibenzyl 48 N
28 Trchloroethene 24 N 59 2.6-Diphenylpyndine 49 N
29 Atrazine 2.6 B 60 i ' 57 |
30 Ethyl benzoate 2.6 N 61 DoT 6.2 M
31 2 6-Dichlorobe nzonitrile 16 N

A: acidic compounds; B: basic compounds: N: neutral compounds.

SOLO 1 MOLE

DI DDT SU 1 M

SARA SCO




VELOCITA DI MIGRAZIONE DE| SOLUT!




TEMPI DI RITENZIONE

K= > |
© Cy V= [cm/s]
tR
Velocita media lineare di migrazione del sol
to=t. +t L
RT S T u= [cm/s]
tM

Velocita media lineare delle molecole della fase



RELAZIONE TRA VELOCITA DI MIGRAZIONE E
COSTANTE DI DISTRIBUZIONE

v=U x frazione di tempo che il soluto trascorre nella fase mobile

o Moli di soluto nella fase mobile

V= u X . . .
Moli totali di soluto
V= u “mVm =u . V= U x :
Cp Vit GV 1+ cVo/cyVy 1+ KcVo/




IL FATTORE DI RITENZIONE k

KpVe — : — I
— V= =
K= v, = RV AVYA mp v 1+k,

Un fattore di ritenzione molto inferiore all’unita, signif
soluto esce dalla colonna ad un tempo quasi uguale a
del tempo morto.

t Quando il fattore di ritenzione & maggiore di valori ct
M da 20 a 30, i tempi di eluizione sono eccessivamente
Idealmente, k abbiano valori compresitraleb5




IL FATTORE DI SELETTIVITA

K Ky costante di distribuzione per la specie B piu fortemente trattenuta
B e K, e la costante per la specie A meno fortemente trattenuta, e che
K pertanto eluisce piu rapidamente.
A

Relazione tra il fattore di selettivita per i due soluti e i loro fattori
k di ritenzione.
A




EFFICIENZA DELLA COLONNA
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PIU GRANDE t;, PIU LARGA LA BANDA




Allargamento della banda dipende dall’efficienza della colonna.
Efficienza della colonna viene descritta da:

.. o L Lunghezza dell'impaccamento della colo
Numero dei piatti teorici: N =

H 'altezza del piatto

Il piatto, e il volume della colonna in quale concentrazione della specie

nella fase mobile e stazionaria e in Equilibrium.




Quando la specie entra sul primo piatto, viene divisa tra la fase stazionaria e la fase mobile secondo il suo K.

La distribuzione delle concentrazioni della specie, dopo aver passato numero N di piatti viene descritto dall

y=hxexp[-(x—m)/20%)]

H- altezza della banda, o- deviazione standard, m- coefficiente della posizione della banda (m=t),
X- qualsiasi tempo di ritenzione

Il grafico di questa funzione e la Gaussiana



'x or VR

(mjection) Time or volume



COME CALCOLARE NUMERO DI PIATTI TEORICI:

N=16(ZRG)2




ESEMPIO 1

Lunghezza della colonna & 30 m (L), la specie viene eluita dalla colonna dopo 10 min, con la banda larga w;

Calcola numero di piatti teorici e altezza del piatto.

_ 5.55t.%  5.55(10 min)®

N 5 = 5 = 79,920 plates
Wy 2 ( c _ lmin)
Sec 60sec
L 30 meters 1000mm
H=—= . = . 375 mm
N 79,920 im



ESEMPIO 2

Lunghezza della colonna e 25 cm. La specie viene eluita dalla colonna dopo 10 min con w, , 5 secondi.

Calcola numero di piatti teorici e altezza del piatto.

. 5.55t,%  5.55(10 min)?

L 25 10
= = 79,920 plates H=—= - g .01

2 . - .
w 1
1/2 (53&.-: i E[;?;:;r) N 79,920 im




DOMANDA

Esempio 1 o 2 parla della Gas Cromatografia?

Nota le differenze tra esempio 1 e 2:

5.55t,.°  5.55(10 min)? 5.55t,.2  5.55(10 min)>
N = = = — = 79,920 plates N = — = T 2 = 79,920
Wi/2 (55&.-: . 1mm) 1/2 (53&:: - mm)
60sec 60sec
L 30 meters 1000mm L 25cm  10mm
N 79920 1m N 79,920 1m
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Position in column, x Position in column, x
Or Time Or Time

Variance or o<

a?/L or Plate Height

H (I'altezza del piatto) descrive la qualita della colonna:

H basso = minore allargamento della banda in funzione del tempo (blue)

Halto > maggiore allargamento della banda in funzione del tempo (rosso)




H= 0%/ L

H basso =2 Bande strette = migliore la separazione




AVENDO DATI SPERIMENTALI POSSIAMO CALCOLARE

2|




RISOLUZIONE DELLA COLONNA

risoluzione = —L
W

av

MName two
ways t

i
|<—-| » o
separate peaks =M | |

HV g




Segnale del rivelatore

RISOLUZIONE DELLA COLONNA

AZ

Ya(W,+Wp)

207

(W,+W;)

2[(tR)B o (tR)A]

(W,+W5)




ESEMPIO 1

Tempo di retenzione della sostanza A € 5 min, mentre larghezza della banda sulla base e 12 secondi.
Tempo di retenzione della sostanza B e 5,8 min, mentre la larghezza della banda sulla base € 16 secondi.
Calcola la risoluzione tra le due bande.

5,8 min—=5min=0,8 min =48 sec
(16 sec+12sec)/2 = 14 sec

R= (48 sec/14 sec) =3,43




ESEMPIO 2

Adesso cambiamo le condizioni durante la separazione:

Tempo di retenzione della sostanza A € 10 min, mentre larghezza della banda sulla base € 20 second..
Tempo di retenzione della sostanza B € 10,9 min, mentre la larghezza della banda sulla base € 24 second;
Calcola la risoluzione tra le due bande.

10,9 min — 10 min = 0,9 min = 54 sec
(20 sec+24sec)/2 = 22 sec

R= (54 sec/22 sec) =2,45



RISOLUZIONE E PARAMETRI DELLA SEPARAZIONE

Y- fattore della separazione. Quando ta=341, e tb=348 - Y=348/341=1,0205 (sempre> 1)

ESEMPIO 1

Quanto deve essere N, per avere risoluzione 2 di due bande?

152290 piatti



RISOLUZIONE E PARAMETRI DELLA SEPARAZIONE

R = \/f <a o_(1>(1 -IlkaB>

kg fattore di ritenzione della specie che si muove piu lentamente e a il fattore di se

N = 16R2 (%) (-2)

oa—1
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EQUAZIONI DA CAPIRE

k= A
t]']'il.
2
g 9
L
I 16¢,° 5.55¢,2
N:— N — 5 N = 3
H W Wy 2
o oAt _0.589-At, _ At
W Wi 4ﬂ-ﬂ'§
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R="y, =" 1
2 (-1 p [ t ]




ALLARGAMENTO DI BANDA

OVERLOADIN g

1 ~
Fe;fn:::‘ \_ ldea) fpim

l‘l Actual Shape

Time —
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P |
i -g = b j O This is sometimes called T = w“f’*/ '}'_\C This is the tailing factor
the asymmetry factor, A_

Deve essere al meno < 2
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OVERLOADING




TAILING

Hime

Dipende da diversi k (fattore di ritenzione)

Alcuni siti/gruppi funzionali della fase stazionaria legano piu forte = impureze della colonna




L'EFFICIENZA DELLA COLONNA

L'allargamento della banda riflette una perdita di efficienza della colonna

Piu bassa e la velocita dei processi di
Maggiore sara allargamento della
trasferimento della massa che siano banda all’uscita dalla colonna

durante la migrazione di un soluto lungo

la colonna




VAN DEEMTER H=24cutcyu

u




VAN DEEMTER

B B
H=—+Cu+Cu N H=—+Cutd

Colonne impaccate ad elevate velocita d




DIFFUSIONE LONGITUDIN

+ C;u + Cyu

S|

|

B =2 % Dm D, coefficiente di diffusione

Y dipende dalla superficie delle particelle della fase

Importante nella Gas Cromatografia



TRASFERIMENTO DI MASSA NELLA F
STAZIONZ

Column ]
N u
equilibrio l
Column C = df2 k
> D, (1+k)?

d; Spessore del ricoprimento liquido della fase stazionaria
D, diffusione nella fase stazionaria
k fattore di ritenzione

Veloce = niente equilibrio




TRASFERIMENTO DI MASSA NELLA{
MO

B Y dipende dalla struttura del impaccamentc
H=_+CSU+CMU - A=2de
u d,, diametro degli granuli della fase stazional
d 2 Y dipende dalla struttura del impaccamento della
C = Y p d, diametro della particella di impaccamento
m = . e :
Dm D,, coefficiente della diffusione nella fase mobile




Flow
direction

Y dipende dalla struttura del impaccamento
A=2yd,
d, diametro degli granuli della fase stazionar
Dipende da:

- Volume della iniezione
- Volume nel rivelatore




40 60
W, cm/'s

(b} Geas chromatography




B
COME MIGLIORARE: H=—+C(u+A4

u

Non € un problema nella GC

Diametro della particella di impaccamento piu piccolo A
Volumi inietatti nella colonna piu piccoli

Diffusion forsand

and backward in

the maobile phase
Aumentare velocita della fase mobile B

Movement
off column

Spessore della fase stazionaria piu fine
Diminuire velocita della fase mobile C




VARIABILI CHE INFLUENZANO L'EFFICIENZA DELLA
COLONNA

VARIABILI SIMBOLO UNITA’ USUALI
Velocita lineare della fase mobile u [cm/s]
Coefficiente di diffusione nella fase mobile* Dy, [cm?2/s]
Coefficiente di diffusione nella fase stazionaria* Dk [cm?2/s]
Fattore di ritenzione k adimensionale
Diametro della particella di impaccamento d, cm
Spessore del ricoprimento liquido della fase stazionaria d; cm

* Aumenta con l'aumentare della temperatura e al diminuire della viscosita



CROMATOGRAFIA LIQUIDA



e Soltanto 23%
delle sostanze
POSSONO essere
separate nella GC

* Usando liquidi
POsSiamo
aumentare uso

della
cromatografia - —ime

Typical HPLC Column:
15cmx 4.6mmi.d.
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TIPI DI CROMATOGRAFIA

RIPARTIZIONE

ADSORBIMENTO

SCAMBIO IONICO

ESCLUSIONE DIMENSIONALE

Affinita

CHIRALE

Stationary
Phase

Purple is the
mobile phase

Red is
analyte

Purple is t
mobile phc




CROMATOGRAFIA DI RIPARTIZIONE

La fase stazionaria € un secondo liquido immiscibile con quello della fase mobile.

Puo essere suddivisa in cromatografia:

e Liquido-liquido
e Liquida a fase legata

La differenza tra le due tecniche sta nel metodo con il quale la fase stazionaria
e legata sulle particelle di supporto dell'impaccamento




CROMATOGRAFIA DI ADSORBIMENTO

La fase stazionaria e |la superficie di un solido polare finemente suddiviso.

" analita compete con la fase mobile per i siti sulla superficie dell'impaccame

e la risoluzione e il risultato di forze di adsorbimento




CROMATOGRAFIA A SCAMBIO IONICO

Lo scambio ionico e un processo mediante il quale gli ioni presenti su un solido
poroso, praticamente insolubile, vengono scambiati con gli ioni presenti in una

soluzione che viene posta a contatto con il solido.

Nella cromatografia a scambio ionico a colonna singola,
gli analiti ionici sono separati su uno scambiatore ionico
a bassa capacita per mezzo di un eluente a bassa forza ionica

che non interferisce con la rivelazione conduttometrica degli analiti ionici.

Positiv
protei
negati
bead

Negati
protei
throuc




CROMATOGRAFIA AD ESCLUSIONE DIMENSIONALE

La cromatografia ad esclusione dimensionale, o cromatografia di gel,

e la procedura piu recente in cromatografia liquida.

E una tecnica potente che puo essere applicata

in modo particolare a specie ad alta massa molecolare.

Nella cromatografia ad esclusione dimensionale,

il frazionamento é basato sulla dimensione molecolare.




CROMATOGRAFIA DI AFFINITA

La cromatografia di affinita coinvolge la formazione di un legame covalente tra

Un reagente, chiamato legante di affinita, e un supporto solido.

Tipici leganti di affinita sono gli:

* Anticorpi

e Inibitori di enzimi

* Altre molecole che si legano in maniera selettiva e reversibile

a molecole dell’ analita presenti nel campione

Misceladi | \ P
proteine

Colonna con
matrice
coniugata
con il

ligando

Le proteine che E
non legano il 3
ligando

passano con

il void volume



CROMATOGRAFIA CHIRALE

Composti chirali (loro immagini speculari non sono sovrapponibili) = enantiomeri.

Per separare composti chirali si richiedono:

e additivi di fase mobile chirali

Oppure

e Fasi stazionarie chirali.

Nella separazione degli enantimeri si ha la complessazione preferenziale tra I'agente di risoluzione chirale

e uno degli isomeri.
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Solvents

(absorbance, pH,

conductance)

Fraction collector




Acetonitrile LC grade (<99.9%) S:

SOLVENTI

Acetonitrile reagent (<95%) S70/

Ultra-Puri

Senza gas =2 sistema di degassamento (poma da vuoto, distillazione, riscaldare, agitare, gorgoliament

Senza H20

Miscela di solventi = eluizione a gradiente



INIEZIONE DEL CAMPIONE

Manuale oppure autocampionatore

FRONT SIDE VIEW VALVE D
pDe— >
ok

N

WASTE WASTE

FRONT SIDE VIEW VALVE ™

WASTE WASTE

L.oad sample

To column

From pump

Inject sample




* Generare la pressione fino a 6000 psi

POMPE * Segnale d’uscita libero da impulsi

* Velocita del flusso che varia. 0,110 ml/min

* Riproducibilita -

* Resistenza alla corrosione

Tipi di pompe:

A. Asiringa

B. Reciprocante

C. Pneumatica

http://www.lcresources.com/resources/getstart/2b01.htm




COLONNE "

Resistenti ad alta pressione PE?

Non-reattive

Non possono perdere solvente
P P Stainless Steel

Lunghezza: 10-30 cm
Diametri interni: 2-5 mm
Impaccamenti di particelle: 3-10 um

N: 40 000-60 000 piatti teorici per me

Lunghezza: 3-7,5 cm
Diametri interni: 1-4,6 mm
Impaccamenti di particelle: 3-5 um

N: fino 100 000 piatti teorici per met




Lunghezza: 3-7,5 cm
Diametri interni: 1-4,6 mm
Impaccamenti di particelle: 3-5 pm

\ 4

N: fino 100 000 piatti teorici per metro

in unita arbitrarie

Risposta del registratore

- V]
I I I
0 5 10 15

Tempo, s

FIGURA 28-7 Separazione isocratica ad alta velocita. D
sioni della colonna: lunghezza cm 4, diametro interno cn
impaccamento: spherisorb 3-pm; fase mobile: 4,1% ace
etile in n-esano. Composti: (1) p-xilene, (2) anisolo, (3) ac
di benzile, (4) diottilftalato, (5) dipentilftalato, (6) dibutilftz
(7) dipropilftalato, (8) dietilftalato. (Da R. P. W. Scott, Sm
Bore Liquid Chromatography Columns: Their Properties
Uses, New York: Wiley, 1984, p. 156. Ristampa autorizz
John Wiley & Sons, Inc.).




COLONNA DI GUARDIA

Rimozione pre-eliminare di materiale particolato e di impurezze

Saturare la fase mobile con la fase stazionaria, cosi da rendere minima la possibilita di perdite di
fase stazionaria da parte della colonna analitica

TERMOSTATO



COLONNE
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Piu piccole = piu basso H:

Flusso piu omogeneo (A)

Diffusione nella fase stazionaria minore
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Solutes: Column: ZORBAX SB-C18
1 1-methylxanthine Mobile phase: A=02%FA
2 1.3-dimethyluric acid B=02%FAin MeCN
3 37-dimethybxanthine Isocratic composition:  98% A 2% B (v/v)
4 1.7-dimethylxanthine Flow rate: 1.5 ml/min
Injection volume: 2l
Fowcelt: 2 pL. 3. mm flow path




COLONNE

Particle Column Pressure increase
diameter, length, Pressure, (relative to 5.0)
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INTERAZIONI

Analita : Fase mobile
Analita : Fase stazionaria

Fase mobile : Fase stazionaria
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ZORBAX StableBond [SB)-C18 1.8 pm
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Compounds; Columns: SB-C18. 4.6 =50 mm. 1.8 pm
I 1-methylxanthine SB-phenyl. 4.8 =50 mm. 1.8 pm
2 1,3-dimethyluric acid SB-CM. 4.6 = 50 mm. 1.8 pm
3 3.7-dimethylxanthine Bonus-RP. 4.6 > 100 mm, 3.5 pm
4 1.7-dimethylxanthing Mobile phase: A=D02%FA

* Preproduction batch

E=AcCHw 02 FA
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Eluente forte: Eluente debole:
simile a fase stazionaria diverso dalla fase stazionaria

Fase mobile compete con analita Fase mobile non compete con anal
Analita interagisce poco con la fase stazionaria Analita interagisce molto con la fase sta.
Tempi di ritenzione sono corti Tempi di ritenzione sono lungi



COME SCEGLIERE FASI

Apolare |
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Polare Fase stazionaria Apolare

FASE FASE
NORMALE INVERSA



GRADIENTE DI ELUIZIONE
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RIVELATORI

* Un piccolo volume morto per minimizzare I'allargamento di banda extra-colonna
* Piccolo e compatibile con il flusso liquido

 Dotato di elevata sensibilita

DIPENDERA DALLA NATURA DEL CAMPIONE




R | \/ E |_ ATO R | TABELLA 28-1 Caratteristiche dei rivelatori HPLC

Rivelatore HPLC Disponibilita commerciale LOD* di massa (tipico) Intervallo linea
Assorbanza Si 10 pg 3-4
Fluorescenza Si 10 fg )
Elettrochimica Si 100 pg 4-5
Indice di nfrazione S Ing 3
Conduabilita Si 100 pg - 1ng 5
Spettrometria di massa Si <1 pg 5
FTIR Si 1pg 3
Diffusione luminosa Si 1pg 5
Attivita ottica No Ing 4
Selettivo per elementi No Ing 4-5
Fotolonizzazione No <1pg 4

Fonti: Dalla letteratura delle case produttricl: Handbook of Instrumental Technigues for Analytical Chemistry, F. Settle, ed., Upper Saddle River
NI: Prentice-Hall, 1997; E. 5. Yeung and R. E. Synovec, Anal Chem., 1986, 38, 1237 A,

*1LOD di massa (limiti di rivelabilita) dipendono dal composto, dallo strumento e dalle condizioni della HPLC, ma quelli dati sono tipici valor
di sistemi commerciali, se disponibili

"Waloni tipici riportati dalle fonti precedenti.

Holler, Skoog, Crouch

. Chimica Analitica Strumentale, Il Ed.
EdiSES @)=




Dalla colonna

UV-VIS

Finestre
di quarzo

i: Rivelatore

Sorgente UV =

Allo scarico
FIGURA 28-8 Cella di assorbimento UV-visibile per HPLC.

Holler, Skoog, Crouch

. Chimica Analitica Strumentale, Il Ed.
EdiSES =R =




Chromophore Example Solvent b ——H By
Alkene C.H,.CH=CH, n-Heptane 177 13,000
U v_v | S Conjugated alkene  CH~CHCH=CH,  n-Hepane 217 - 21,000
Alkyne C;H,,C=C—CH; n-Hepeane 178 10,000
196 2,000
225 160
0
Carbonyl CH,CCH, n-Hexane 186 1.000
280 16
T
CH,CH n-Hexane 180 Large
293 12
T
Carboxyl CH,COH Ethanol 204 4]
0
Amido CH.CNH, Water 214 60
Azo CH,N=NCH, Ethanol 339 5
Nitro CH,NO, lsooctane 280 2
Nitroso CH,NO Ethyl ether 300 100
665 20
Nitrate C.H,ONO, Dioxane 270 12
Aromatic Benzene n-Hexane 204 7,900
256 200
pem————
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Stato fondamentale Stato eccitato Stato eccitato
di singoletto di singoletto di tripletto

(a) (b) (c)
FIGURA 15-1 Stati dello spin elettronico delle molecole. In

(a) & mostrato lo stato elettronico fondamentale. Nel piu basso
livello di energia, o stato fondamentale, gli spin sono sempre
appaiati e lo stato & detto stato di singoletto. In (b) & (c) sono
mostrati gli stati elettronici eccitati. Se nello stato eccitato gli
spin rimangono appaiati, la molecola & in uno stato eccitato

di singoletto (b). Se gli spin diventano spaiati, la molecola &

in uno stato eccitato di tripletto (c).




Stati eccitati di singoletto Stato eccitato di tripletto
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FIGURA 15-2 Diagramma parziale delle energie di un sistema fotoluminescente.




Stati eccitati di singoletto Stato eccitato di tripletto
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FIGURA 15-2 Diagramma parziale delle energie di un sisterma fotoluminescente.
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UV-VIS Concogterone
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FIGURA 28-9 Spettri di assorbimento dell’eluente da una miscela di tre steroidi presi ad intervalli
di 5 secondi. (Per gentile concessione della Hewlett-Packard Co., Palo Alto, CA).

Holler, Skoog, Crouch

: Chimica Analitica Strumentale, Il Ed.
ININY E4iSES




Campione

SPEEMG Lenti Sorgente
Fenditora I luminosa
RIFRAZIONE & P 4
L / Rivelatore Amplificatore it
T Zero ottico e generatore
Correzione di potenza
dello zero

FIGURA 28-10 Diagramma schematico di un rivelatore ad indice dirifrazione differenz
(Per gentile concessione della Waters Associates, Inc., Milford, MA).

La rifrazione € la deviazione subita da un'onda che ha luogo quando questa passa da un mezzo ad un
altro nel quale la sua velocita di propagazione cambia. La rifrazione della luce & l'esempio piu
comunemente osservato, ma ogni tipo di onda puo essere rifratta, per esempio quando le onde sonore

passano da un mezzo ad un altro o quando le onde dell'acqua si spostano a zone con diversa profondita.



ELETTROCHIMICO

L'amperometria € una particolare misura
voltammetrica effettuata a potenziale imposto,
in cui la corrente misurata € proporzionale alla

concentrazione dell'analita elettroattivo.

All’elettrodo di riferimento
e al controelettrodi Dalla colonna

by ¥

Blocchi Kel-F < Distanzi
sagomati in Teflol

Elettrodo di lavore

—
lem

FIGURA 28-12 Cella delrivelatore amperometrico a str
sottile per HPLC.

Holler, Skoog, Crouch

: Chimica Analitica Strumentale, Il Ed.
NN EdiSES




ELETTROCHIMICO

- Ossidazioni e Riduzioni >

| Olefine

Idrocarburi I Ested

Azine | Chetoni
Ammidi | Aldeidi
Ammine | Esteri coniugati
Fenoli I Eteni
Aromatici idrossilati—— | — Diazo derivati
Chinoline | — Nitro derivati
'—‘ll'— Alogeni
| | | | |
+2.0 +1,0 0 ~1.0 2.0

E rispetto a SCE, V

FIGURA 28-11 Rivelazione amperometrica potenziale di gruppi funzionali organici. Le linee
orizzontali indicano I'intervallo dei potenziali di ossidazione o riduzione di composti elettroattivi
contenenti i gruppi funzionali indicati.



MS

Sorgente
di ioni

=

o

Volume < 1ul ﬁ&:
Diverse pressioni 1 atm — 107 Tor ®
.

Risoluzione delle masse molto alta FIGURA 28-13 Diagramma a blocchi di un sistema L

L'effluente dalla colonna LC viene introdotto in una sc
di ionizzazione a pressione atmosferica, come un elet
o una sorgente di ionizzazione chimica. Gli ioni prodo
vengono selezionati dall'analizzatore di massa e rivela
rivelatore di ioni.



Un quadrupolo e composto da quattro barre parallele di metallo. Alle barre viene applicata una tensi
continua, le barre opposte diagonalmente hanno la tensione dello stesso segno, a questa viene sovrappc
una tensione alternata con frequenza nell'ordine dei megahertz (radiofrequenza). Il campo elettrico che ris:
costringe gli ioni a percorrere una traiettoria oscillante diversa per ogni valore di m/z. Regolando que
campo si puo selezionare il valore di m/z degli ioni che attraversano il quadrupolo, gli ioni con m/z superiot
inferiore al valore prescelto saranno costretti a percorrere traiettorie che portano fuori dal campo elettric

quindi non raggiungeranno il rivelatore. Cido consente la selezione di un particolare ione, oppure la scansi

delle m/z variando con continuita il campo elettrico.




ESEMPI PRATICI
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By Sanjay Acharya, Creative Commons

1. Racolgliere
2. Fermentare
3. Arostire

4. \Vendita

http://it.wikipedia.org/wiki/Cioccolato

Tre tipi di semi dic

Forastero
Criollo

Trinitaro




Napthalene
§ Fluoranthene
Gé“ PAH gruppo di > 10 molecole
Q E ‘ G Proprieta chimico-biologiche sotto i stu
Benzo [bffluoranthene Benzo [a] pyrene
I Prodotti durante il processo di arrostime

?gg

Benzo [kjfiluoranthene Dibenzo [a,e] pyrene




XANTHINES

|_! 0 I'-I. 0 0 ,[:Ha Ha[:\ 0
M ~CH, N ~H H,C N N -H
VY » ¢ I 1
N ';J 0 ] |I;J 0 0 N N |I.IJ 0
CH, H CH, CH,
Theophylline Basic xanthine Caffeine Theobromine
(1,3-dimethybxanthine) structure (1,3, 7-trimethybanthine) {3.7-dimethylxanthine)
0 ||I.| 0 PHa 0 |;|
HC~ N H,C N H,C N
P =0 | L)
07 "N N 07 N N 07 N N
cH, N H H
1.3-dimethyluric acid 1.7-dimethy kxanthine 1-methy xanthine
(theophylline metabaolite) (caffeine metabolite) (theophylline metabolite)

Figure 1.  Structures of selected xanthines and metabolites used in this study.




FASE STAZIONARIA

"‘Tﬁ'- | : ZORBAX StableBond (SB)-C18 1.8 pm
_ 7 4
A
u I I T T T I I T T T T I T T T T I
05 1 15 2 25 min
mAL— | SB-Phenyl 1.8 pm*
304
50 f\- 3 4
107 f\\ L
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05 1 15 2 25 min
mall
1004 1.2
_ M 4 SB-CN 1.8 pm
50— A
l] T T - T | I | T T T I | T T T I | T I T T T T I T T T T I
05 1 15 2 25 min
Z0RBAX Bonus RP 100 mm 3.5 pm

Compounds:

1 1-methylxanthin
1.3-dimethy uric
3.7 -dimethy biant
1.7 -dimethy b ant
Preproduction bz

o 3 PO

Columns: SB-C18, 4.6 x|
SB-phanyl, £.6
SB-CN, 46 x5
Bonus-RP, £56
A=02%FA
B=AcCN w1
Isocratic composition: XA LBV
Flow rata: 1.5 mL/min
Imjaction volume: 2,4 6L, resp
Datactor: DAD, 254 nm
Flowcall: 3 pL 2-mm flo

Mobile phase:




Column: ZDRBAX 5B-C18 [sea chromatogram for dimens
Mobile phase: A=02%FA
B=AcCNw0.2% FA
CO LO N N A Isocratic composition: ™ 9B% A 2% B (viv)
Flow rate: 1.5 mL/min
Injection voluma: 2 4 6 pL, respectively
Detector: DAD, 254 nm
mAU4 Flowcell: 3 pL, 2-mm fiow path
60 4.6 < 250 mm, 5 pm Ryz=19.30 _
4 Ryq= 371 8 min.
407 Rye= 431
20
ﬂ T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
1 2 3 4 5 B 7 8 miin
AL 4.6 = 100 mm, 3.5 pm
m]_
Il]: Ry ;= 8.53 3 min.
- H:u_ =3.37
20 Hl..E = 369
i
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
4 5 B 7 8 miin
"ﬁ“'ﬂ— 4.6 = 50 mm, 1.8 pm
ll]: 213 — gg:} 1.5 min.
_ 147
407 ﬂ ‘l Ryc= 387
i

1 2 3 4 5 B 1 B min




DIMENSIONE DELLE PARTICELLE

Column: Z0ORBAX S
Mobile phase: A=02%F
m&g: o= 1.36 B=0.2%F
- =127 Isocratic composition:  98% A 2%
47 5Spm 2= Flow rate: 1.5 mL/mi
207 oy3=1.79 Injection volumea: 2 L
0 Illﬂ_lzlIln_l_q_lllllll!lll'llllIllll'lllllllll'l_lgllll-“.-ll Flmgll E“len
mal ]
g4 3.5pum oz 3= 1.40
10 o33=1.20
407 tyy= 178
l]||||||||||||||| |||||||||||||||||||
0.2 04 14 14 min
wty5=1.36
mAU_ ] 1.8 pm “
607
%0
I[I:
0

0.2 0.4 0.6 08 1 12 14 18 14 min
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e Soltanto 23%
delle sostanze
POSSONO essere
separate nella GC
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FASE MOBILE

Pressioni nelle GC colonne: 10-50 psi

Velocita del flusso: 25-50 ml/min

1 psi = 6894 Pascal

Pressione = densita * velocita?

Gas ultra-puri:
elio, idrogeno, nitrogeno, argon

99,9999%



INIEZIONE DEL CAMPIONE

FIGURA 27-3 Un set di microsiringhe per I'iniezione dei
campioni. (Per cortesia della Hamilton Company).



INIEZIONE DEL CAMPIONE

Siringa

g =1 del setto
Ago della
SIringa AP = 0,25 psi mL
velocitd di flusso
Camera di
vaporizzazione -

Gas di
rasporto

s

Connettore
a volume
morto zero

Colonna

Manuale oppure autocampionatore



INIEZIONE DEL CAMPIONE

[ngresso Eluente alla

dell’eluente colonna

Uscita del
campione

Ingresso del
campione

(a)

Ingresso Eluente e

dell’eluente campione

alla colonna

Ingresso del Uscita del
campione campione
(b)
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DYNAMIC HEADSPACE
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COLONNE

Polyimide Coating

Fusecd Silca

Statonary Phase with
Engnesred Self Croee linking™
(ESC| Technolegy

Colonne capillari danno la risoluzione molto alta

N -> 100 000 piatti Colonne tubolari aperte

Quantita del campione molto bassa Colonne impaccate

Fase stazionaria liquida

http://www.phenomenex.com/




COLONNE TUBOLARI' APERTE O CAPILLARI

FSOT : colonne tubolari aperte a silice fusa
WCOT : colonne capillari tubolari aperte a pareti ricoperte

SCOT : colonne capillari tubolari aperte a supporto ricoperto

. Salid
G T
WeoT
T R T
Corrier —> =~




COLONNE

TABELLA 27-2 Proprieta e caratteristiche delle tipiche colonne GC

Tipo di colonna

FSWCH* wWCoT? SCOT* Ty
Lunghezza, m 10-100 10-100 10-100 1-6
Diametro interno, mm 0,1-0,3 0,25-0,75 0.5 2-4
Efficienza, piatti/m 2000-4000 1000-4000 600-1200 500
Dimensione del campione, ng 10-75 10-1000 10-1000 10-]
Pressione relativa Bassa Bassa Bassa Alt
Velocita relativa Elevata Elevata Elevata Bas
Flessibilita Si No No No
Inerzia chimica Migliore » Peg

*Colonna di silice fusa tubolare aperta a pareti rivestite.
fColonne di metallo, di plastica o di vetro tubolan aperte a pareti rivestite.

fColonna tubolare aperta a supporto rivestito (detta anche tubolare aperta a strato poroso, o PLOT).



COLONNE IMPACCATE

2-3 m di lunghezza
Diametri interni: 2-4 mm
Materiale di impaccamento uniforme e suddiviso o con un supporto solido ricoperto

con uno stratto sottile (0,05-0,1 um) della fase stazionaria liquida

Supporto solido & costituito da particelle sferiche di piccola dimensione, uniformi,
meccanicamente resistenti e con un’area superficiale specifica di almeno 1 m?/g.

Materale inerte e resistente a temperature elevate.



FASE STAZIONARIA LIQUIDA

Bassa volatilita

Stabilita termica

Inerzia chimica

Caratteristiche di solvente tali, che i valori k e a per soluti che devono essere risolti siano compres

un adatto intervallo.




TABELLA 27-3 Alcune comuni fasi stazionari liquide per GLC

Nome commerciale Temperatura

Fase stazionaria comune max, “C Applicazioni comuni

Polidimetil silossano OV-1, SE-30 350 Fase non polare per scopi
generali, idrocarburi,
aromatici polinucleart,
steroidi, PCB

5% Fenil-polidimetil OV-3, SE-52 350 Esteri metilici di acidi

silossano grassi, alcaloidi, farmaci,
compostl alogenati

50% Fenil-polidimetil OV-17 250 Farmaci, steroidi, pesticidi,

silossano glicoli

50% Trifluoropropil- OV-210 200 Aromaticl clorurati,

polidimetil silossano nitroaromatici, alchil
benzeni sostituiti

Glicole polietilenico Carbowax 20M 250 Acidi liberi, alcoli, eteri,
oli essenziali, glicoli

50% Cianopropil- OV-275 240 Acidi grassi polinsaturi, acidi

polidimetil silossano di colofonia, acidi liberi, alcoli




COLONNE




COLONNE

Courtesy of Beaver che

Courtesy ot Beaver chemicals

* Packed bed versus capillary
* Diatomaecous earth coated with liquids
* 10 to 15 meters in length, ID of 2 to 4 mm

*» Bead size effects: smaller beads, lower resolution

Small bead sizes decrease plate height 2 reasons
More uniform flow, less of term A in the Van Deemter
Distance for diffusion to stationary phase is less
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FIGURA 27-7 Effetto della temperatura su gascromatogrammi: | 5 i ®)
(a) isotermico a 45°C; (b) isotermico a 145°C; {c) programmato T =145C
da 30°C finoa 180°C. (Da W. E. Harris and H. W. Habgood,
Programmed Temperature Gas Chromatography, New York: ;\ i
Wiley, 1966, p. 10. Ristampa autorizzata). : T-—-- |
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{c)

T programmata (si veda 1I’asse qui sotto)

Holler, Skoog, Crouch
Chimica Analitica Strumentale, Il Ed.
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FIGURA 27-19 Cromatogramma ad alta velocita ottenuto 30°C
con operativita isotermica (30°C) per 37 s seguita da una 24.25
rampa di temperatura di 35°C/min fino a 90°C. (Da H. \ 1
Smith and R. D. Sacks, Anal. Chem., 1998, 70, 43960. 18,20,21 h 28
Copyright 1998 American Chemical Society).
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COME SCEGLIERE LA COLONNA



A measure of Efficiency. A measure of Retention. A measure of Peak Separation.
This term 1s affected by: This term is affected by: This term is affected by:

« Length « Inner diameter « Stationary phase composition
+ Inner diameter + Film thickness « Temperature
- Carrier gas type and «» Temperature
linear velocity 3 ;
S Iy
N = L/H = Effective theoretical plate number k = Retention factor
L = Column length o = Separation factor

H = HETF = Height equivalent to a theoretical plate Baseline resolution (R = 1.5} is the goal.



SELETTIVITA DELLA COLONNA

Indice di Kovats e un valore che identifica i tempi relativi di eluizione dei vari composti in

gascromatografia. Il metodo pu0 essere applicato solo a composti organici.

Il metodo si basa sulla relazione tra i valori di e il numero di carboni della molecola. Solitamente

I'indice di Kovats si indica con I.
Eﬂg{ﬁ'[iﬂmgnitﬂ]) I Eﬂg U‘
Eﬂﬂ’(ﬁ-{m) - Eﬂﬂ’(ﬁ-(ﬂ

I =100 % |n+ (N —n)

| = Indice di ritenzione di Kovats,

n = numero di carboni nell'alcano piu piccolo,
N = numero di carboni nell'alcano piu grande,
t’. = tempo di ritenzione registrato.



Table I: Kovat's retention indices for GC phases can be used to approximate selectivity.

Stationary Phase Benzene Butanol Pentanone  Nitropropane
100% Dimethyl polysiloxane 651 651 667 105
5% Diphenyl/95% dimethyl polysiloxane 667 667 689 Th3
20% Diphenyl/80% dimethyl polysiloxane 1 104 T40 820
6% Cyanopropylphenyl/94% dimethyl polysiloxane 689 129 739 816
35% Diphenyl/65% dimethyl polysiloxane 146 ™ T3 867
Trifluoropropylmethyl polysiloxane 738 158 884 980
Phenyl methyl polysiloxane 118 169 813 921
14% Cyanopropylphenyl/86% dimethyl polysiloxane 121 118 T84 881
65% Diphenyl/35% dimethyl polysiloxane 794 119 825 938
50% Cyanopropylmethyl/50% phenylmethyl polysiloxane 84T 937 958 958
Polyethylene glycol 963 1,158 998 1,230




COME SCEGLIERE FASE STAZIONARIA

Nonpolar

7% Polar

65% Diphenyl

Polyethylene

Proprietary Glycol

(Silarylene)
i°-5Sil MS
5% Diphenyl Proprietary
©.5ms (Silarylene) Proprietary Proprietary
| {®-SHT Rxi®-624Sil MS (Silarylene) (SthlEl’lE) 90% +

Sl

Proprietary Roc*-624
100% L Rtx®*-1301

Dimethyl

35% Diphenyl I 50% Diphenyl

Rxi®-1ms
Rxi®-1HT Proprietary
Rtx®-1

In general, maximum operating temperature decreases as polarity increases.
Note that silarylene columns typically differ in selectivity and have higher temperature limits than their conventional

ATNIY

TeITS




Table lI: Relative polarity and thermal stability are important considerations when selecting a GC stational
Restek's

Restek Phase Composition (USP Nomenclature) Max Temps* Agilent Phenomenex
HP-1/HP-1ms, DB-1/DB-1ms,

Rxi-1HT 400°C VF-Ims, CP Sil 5 CB, Ultra 1, IB-1, ZB-1MS5,

Rxi-1ms, Rtx-1 100% Dimethyl polysiloxane (G1, G2, G38) 350°C DB-1ht, HP-1ms Ul, DB-1ms Ul ZB-1HT Inferno

Rxi-5HT 400°C HP-5/HP-5ms, DB-5, Ultra2,  ZB-5, ZB-5HT Infernc

Rxi-5ms, Ritx-5 5% Diphenyl/95% dimethyl polysiloxane (G2T, G36) 350°C DB-5ht, VF-5ht, CP-SilBCB  ZB-5ms

5% (1,4-bis(dimethylsiloxy) phenylene/95% dimethyl DB-5ms Ul, DB-5ms,

Ruxi-55il MS polysiloxane 350°C VF-5ms ZB-5msi

Rxi-XLB Proprietary Phase 360°C DB-XLB, VF-Xms MR1, ZB-XLB

Rix-20 20% Diphenyl/80% dimethyl polysiloxane (G28, G32) 320°C — —

Rtx-35 35% Diphenyl/65% dimethyl polysiloxane (G42) 320°C HP-35, DB-35 IB-35
DB-35ms, DB-35ms UI,

Rxi-355il MS Proprietary Phase 360°C VF-35ms MR2

Rtx-50 Phenyl methyl polysiloxane (G3) 320°C —_ —_
DB-1Tms, VF-1Tms,

Rxi-1T 50% Diphenyl/50% dimethyl polysiloxane 320°C CPSil24 CB 78-50
DB-1Tms, VF-1Tms,

Rui-17Sil MS Proprietary Phase 360°C CPSil24 CB ZB-50

Rtx-65 65% Diphenyl/35% dimethyl polysiloxane (G17) 300°C —_ —_
DB-624 Ul, VF-624ms,

Rxi-6245il MS Proprietary Phase 320°C CP-Select 624 CB IB-624

Rix-1301, 280°C DB-1301, DB-624, CP-1301,

Rix-624 6% Cyanopropylphenyl/94% dimethyl polysiloxane (G43)  240°C VF-1301ms, VF-624ms IB-624



COME SCEGLIERE LA LUNGHEZZA DELLA COLONNA

Short Length ). Long Length
20 m=30 m 50 m=150 m

Characteristics Characteristics Characteristics
« Good efficiency « Better efficiency « Best efficiency
« Short analysis times « Moderate analysis times « Longer analysis times
Applications Applications Applications
Samples with few More complex samples Very complex samples
compounds

L AN AN S

Longer Columns Can Increase Resolution...
Doubling the column length only increases resolution by appraximately 41% because the column
length is under the square root function in the efficiency term of the resolution equation.

But, Longer Columns Increase Cost and Analysis Time
On longer columns, analysis time is increased by as much as a factor of two.
Longer columns are also more expensive.



Effects of Column Length

Column Length Inlet Peak 1 Retention | Efficiency: Total
(m) Pressure (psi) (min) Plates (N)

15 59 8.33 43,875
30 12.0 16.68 87,750
60 24.9 33.37 175,500




Thin Film Thick Fi
0.10 um=0.50 pm 1.0 um=10.0 pm

Characteristics Characteristics

+ Shorter retention times = Longer retention times

+ Lower bleed + Higher bleed

+ Higher maximum temperatures = Lower maximum temperatures

+ Lower sample loading capacity + Higher sample loading capacity

+ High resolution for high molecular weight compounds + High resolution for volatiles and low molecular
weight compounds

Applications

Medium and high molecular weight compounds Applications
« Volatile, low molecular weight compounds

« High concentration samples
(e.g., purity testing)

b 1oN) | aJeaadns Jad asuadsip o nunddy -

As film thickness increases, retention, sample loading capacity,
and column bleed increase; whereas, maximum temperature decreases.




Effect of Film Thickness

| |0.10t0.25 pm films 1to 5 pm films

Benefits

Drawbacks

Other

Uses

Sharper peaks Increased analyte capacity
Better resolution

Increased S/N

Increased tubing interaction Increased peak widths
Less resolution

Decreased retention Increased retention
Decreased elution May need higher temperatures
temperature

High boiling point analytes Low boiling point analytes
Trace analyses Volatiles, gases
High analyte concentrations




Small ID

0.15 mMmm-0.18 mm

Characteristics

« Highest eficiency

« Shorter analysis time

« Lower sample loading capacity

Applications
- Highly complex samples
« Fast GC
« GC-MS
- Split injection

-
A

DIAMETRO DELLA COLONNA

Larc

0.25 mm-0.32 mm

Characteristics

= High efficiency

- Good performance for analysis
time and sample loading capacity

Applications

« Complex samples

« Wide concentration range

= 5plit, splitless, direct, headspace,
and on-column injection

As inner diameter increases, efidency decreases, sample loading capacity
increases, optimal flow rate increases, and analysis ime increases.

Characteristics

« Good efficiency

= Longer analysis time

= Higher sample loading c:

= May require higher flow r
than M5 detectors can to

Applications

= Packed column replacem

« Purity analysis

- Split, splitless, direct, hea
and on-column injection




This is the stationary
phase thickness, d

This is the inner

diameter Diametro piu piccolo : migliore la risoluzione

Table V: General column characteristics based on ID.

Column Inner Diameter (mm)

Characteristic 0.10 0.15 0.18 0.25 0.32 0.53
Nitrogen flow (mL/min) 0.2 03 0.3 0.4 0.6 0.9
Helium flow (mL/min) 0.6 0.8 1.0 L& 18 3.0
Hydrogen flow (mL/min) 01 11 13 18 23 37
Sample loading capacity (ng) 2.5 10 20 50 125 500
Theoretical plates/meter 11,000 7,000 6,000 4,000 3,000 2,000

Note: Flows listed are for maximum efficiency. Sample loading capacities are estimates only. Actual sample loading capacity varies with film thickness and a




Table IV: Phase ratio (3)* values for common column dimensions. To maintain similar
separations, choose columns with similar phase ratios when changing to a column with
different inner diameter or film thickness.

Film Thickness (dr)
Column ID 0.10 pm 0.25pm 0.50 pm 1.0 pm 15pm 3.0 pm 5.0 pm
0.18 mm 450 180 90 45 30 15 9
0.25 mm 625 250 125 63 L2 21 13
0.32 mm 800 320 160 80 53 21 16
0.53 mm 1325 530 265 128 88 43 27

*Phase ratio () = radius/2dt (Note: Convert variables to the same units prior to calculation.)




Figure 6: Operating carrier gas at the optimum linear velocity will maximize
given temperature. Red circles indicate optimum linear velocities for each ca

FASE MOBILE et

N

"

I |

- o

' || | | |

Average Linear Vielocity

« Optimal flow rate increases N, < He < H2
+ Fastest separations with H,,

* H, can break down analytes and cannot be used with mass spec (reacts with
pump) and can be flammable

* H, and He are better because solutes diffuse more rapidly through mobile phase
so mass transfer minimized



C Column

5

Both diffusion in
mobile and stationary
phase can matter!

d: thickness of stationary phase
D Diffusion into stationary phase
Dy: Diffusion into mobile phase

r: column radius

k: capacity factor

u,: flow rate

Hinass transfer — Cuy = (Cs + Cp)Uy

For an open
tubular column

kldz TE
3(k+1)2-D,
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RIVELATORI

Non-selettivo = vede tutti i composti tranne gas della fase mobile
Selettivo = vede solo alcuni composti

Specifico = vede solo un tipo di composto




RIVELATORE A IONIZZAZIONE — , _
Lo strumento permette di rilevare solo i compostic
D| F |AM MA (Fl D) bruciare, altri componenti possono essere ionizzati :

passaggio lungo la fiamma, ma non possono p
segnale sufficientemente intenso, tale da essere ri
strumento. Non sempre questo fatto costit
e ¢ uno strumento di misurazione utilizzato per |l svantaggio, in certi casi, come per |'analisi dei gas d
strumento puo rilevare degli idrocarburi incombu:

I'azoto (cosi come altri gas permanenti, come
(come il butano o l'esano). Ha un range di I'anidride carbonica).

rilevamento gascromotagrafico degli idrocarburi

rilevamento lineare di 6 - 7 ordini di grandezza _ _
Per le molecole che contengono solo carbonio ed |

(106-107), con un limite inferiore di rilevamento strumento risponde in modo corretto, ma la prese
atomi nelle molecole, come I'ossigeno, riduce Iz
dello strumento.

strumento gascromatografico che ha avuto Ad esempio la sensibilita verso il metano (CH4) &
ma quella relativa alla formaldeide (CH20) € piu bas

pari @ meno di un picogrammo. Il FID e lo

maggior successo per il rilevamento dei composti

organici. Essendo il FID un rivelatore distruttivo, deve essere
fondo alla catena di rilevazione strumentale.




Come il nome lascia intuire, lo strumento sfrutta la presenza di ioni nella fiamma. La Rivelatore
a ionizzazione

sorgente degli ioni e data dall'idrogeno introdotto nella fiamma. Spesso viene di fiamma

introdotto anche dell'ossigeno al fine di aumentare la sensibilita dello strumento.

La fiamma risultante dalla combustione di idrogeno in aria (eventualmente I'aria

puo essere sostituita con ossigeno puro) pirolizza i composti organici producendo
atomi caricati positivamente (cationi) ed elettroni.

Al fine di determinare tali ioni due elettrodi sono disposti lungo il percorso della
Fiamma di H,-aria

fiamma, il primo, caricato positivamente, & posto all'uscita del bruciatore (il quale &

Ugello messo
una sorta di becco di bunsen), I'altro, caricato negativamente, € posizionato lungo a terra

la fiamma (questo elettrodo € normalmente un cilindro cavo od un pezzo angolare Parete interna del fomo

di platino). | cationi prodotti dall'elevato calore della fiamma vengono attratti

dall'elettrodo negativo ricco di elettroni. Nel momento dell'incontro del catione con

I'elettrodo negativo, questi gli cede gli elettroni mancanti generando una debole Estremitd _»
di uscita
corrente tra i due elettrodi. La corrente viene rilevata tramite un sensibile della colonna
amperometro e quindi visualizzata su di un display. FIGURA 27-8 Tipico rivelatore a ionizzazion

(Per cortesia di Agilent Technologies).




RILEVATORI A CONDUCIBILITA TERMICA

Un rivelatore a conducibilita termica (TCD, Thermal
Conductivity Detector) e costituito da due filamenti
riscaldati elettricamente e mantenuti a temperatura
costante. Su uno scorre il gas di trasporto puro, sull'altro
scorre il gas in uscita dalla colonna. Quando una
sostanza viene eluita, il secondo filamento subira un
raffreddamento o un riscaldamento rispetto al primo per
via del calore piu o meno facilmente asportato dal gas
contenente la sostanza eluita. Tale variazione di
temperatura si riflette in una variazione di resistenza,
che viene amplificata e rappresenta il segnale del

rilevatore.

Gas inlet

(a)

Wire or

thermistor \




ALTRI

In un rivelatore a cattura di elettroni (ECD, Electron
Capture Detector), un radioisotopo, in genere 63Ni
viene utilizzato come sorgente (raggi beta).
Composti  contenenti atomi elettronegativi,
fortemente assorbenti il flusso di elettroni tra la
sorgente ed un rivelatore di elettroni, possono
venire visualizzati via via che eluiscono dalla
colonna gascromatografica. In genere queste
molecole sarebbero scarsamente visibili con altri
rilevatori: ad esempio molti composti alogenati

oltre a non bruciare sono addirittura estinguenti la

fiamma, e porrebbero dei problemi ad un FID.

In un rivelatore a fotoionizzazione (PID
lonization Detector), fotoni ad alta
tipicamente ultravioletti provenienti da una
ad idrogeno di 10,2 eV o ad argon di
ionizzano positivamente le molecole dei-
eluiti. Tali sorgenti ionizzano le specie che h
potenziale di ionizzazione al di sotto dell'enel
lampada. | composti con un potenziale super
assorbono l'energia e percio non vengono
dopodiché la corrente elettrica prodott
raccolta da un paio di elettrodi polarizzati, an
e misurata: maggiore € la concentrazi
componente, piu ioni vengono prodotti, mag;
corrente rivelabile. Il rivelatore e piu sens
confronti degli idrocarburi e degli orga
aromatici o verso i composti organofosforici
facilmente fotoionizzati. L'intervallo lineare ¢
ordini di grandezza.




ALTRI

| rivelatori a fiamma fotometrica (FPD, Flame Photometric Detector) e i rivelatori termoionici (T
Thermionic Specific Detector) sono dei dispositivi dotati di elevata specificita per elementi quali I'azotc
fosforo e lo zolfo. Il rivelatore a fiamma fotometrica sfrutta |'emissione di una radiazione
chemiluminescenza prodotta dalla combustione in fiamma di idrogeno di composti contenenti zolfc
fosforo. Il rivelatore termoionico sfrutta una parziale pirolisi attuata sempre tramite bruciatore a fiam
idrogeno/aria ma in questo caso viene misurata la corrente prodotta dai radicali CN e PO, derivanti
composti contenenti azoto e fosforo, che formano ioni CN- e PO- acquisendo elettroni da una sferettz

metallo alcalino (come il rubidio) che costituisce un catodo posto superiormente alla fiamma stessa.




RIVELATORI

Detector Type Support gases Selectivity ::lli]tm: detection

Flame ionization Mass . .

(FID) How Hydrogen and air Most organic cpds. 2pgisec

Thermal Concent .

conductivity (TCD) | -sation Reference Universal 400 pgiml

Electron capture Concent . Halides, nitrates, nitriles, peroxides, anhydrides,

(ECD) ration Nitrogen or Semethifr | - anometaliics Sfglsec

Mirogen- Mass . .

phrﬁ:.gphmrp fow Hydrogen and air Mitrogen, phosphorus 100fgisec

Flame photometric Mass Hydrogen and air Sulphur, phosphorus, tin, boron, arsenic, gemanium, <1 pgis (P}

(FPD) flow possibly coygen selenium, chromium e
S Unsaturated aliphatics, aromatics, ketones, esters,

FFHEP?-|MH“” Eﬂm Make-up aldehydes, ammes, heterocyclics, organosulphurs, 25— 50 pg

some onganometallics

http://www.chemcas.com/tutorial/Gas_chromatography/gc_guide.html#Simulation



SPETTROMETRIA DI MASSA

ﬁ Porta di iniezione

-]

/" L Siﬁ“f\fusa Rﬁdf]f;] ) Regione
I ,A\ /\f u,/\ ,’/\\ sorgente dell’analizzatore Moltiplicatore
S Vo 1 k' di ioni di massa di elettroni
del gas di ‘ }
SRS VA A ;' a' E;J v Y St
U\)‘u\/\f II_:’ lsdeia
Colonna GC / || e— e
Forno gascromatografico \ 7
\
Linea di Lenti di

trasferimento  focalizzazione

FIGURA 27-14 Rappresentazione
schematica di un tipico sistema capillar
GC/MS. L'effluente da GC viene fatto
passare nell’entrata dello spettrometro
di massa, dove le molecole del gas
vengono frammentate, ionizzate,
analizzate e rivelate.




ON-COLUMN DEGRADATION A decomposition at injection

Phenolic degradation
products of carbamates

4._‘]-1——? ___..,J__L,-L A3 1'l é‘ s

A Hot Splitless Injection B Cold O

......................

-
-

Poly brominated diphenylethers Pesticides
1 p.p-00T. 2 methoxychior,




ANALISI QUALITATIVA

Alcoli

Alcaloidi

2

1l

Steroidi
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01
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FIGURA 27-17 Tipici cromatogrammi ricavati da colonne tubolari aperte rivest
(a) polidimetil silossano; (b) 5% (fenil metildimetil) silossano; (c) 50% (fenil meti
silossano; (d) 50% poli{trifluoropropil-dimetil)silossanc; () glicole polietilenico;
polilcianopropil-dimetil) silossano. (Per cortesia di J&W Scientific).




ANALISI QUANTITATIVA

e (Calibrazione con standard

e Metodo dello standard interno




TROUBLESHOOTING

Check the Obvious:

« Power supply + Gas purity « Syringe condition

« Electrical connections » Gas flows « Sample preparation
« Signal connections « Temperature settings « Analytical conditions
Identify the Cause:

 Define the problem clearly; for example, “Over the last 4 days, only the phenols in my sample have been tailing”

» Review sample and maintenance records to identify trends in the data or problem indicators, such as area counts
decreasing over time or injector maintenance not being performed as scheduled.

» Use a logical sequence of steps to isolate possible causes.

Document Work and Verify System Performance:
» Document all troubleshooting steps and results; this may help you identify and solve the next problem faster.

« Always inject a test mix and compare to previous data to ensure restored performance.



ESEMPIO DELLA SEQUENZA DI « TROBLESHOOTING»

There is flow Syringe works
and the column and contains
FlameEel is not broken. sample.

Is there adequate
column flow?

YES

Is the flame lit? Is the sample reaching

the column?

No peaks Test/Check:

| Are there
from FID - Water condensation? “—» | Test/Check: e
» Detector gases on? « Column flow? - Syringe plugged or broken?
» Column installed correctly? « Broken ok R . Sample in syringe?
« Plugged FID jet?
L 4 " ‘.,
A p .
NO Return detector to NO NO
operating condition i
and light flame. Veerify Adiust flowtE Repair or replace
condensation is gone, E rEpIJace column. D g
gases are on, and syringe is filling.
column is correctly
installed. }
\ ..J
k. _/J k., ",




Poor Resolution

Causes

Solutions

MNon-selective stationary phase

« Choose appropriate stationary phase and column dimensions.

. « Optimize carrier gas linear velocity and GC
ool temperature program. N
4,
Sample overload « Adjust sample concentration or amount on column. ’%{/

T
T

Incorrect analytical conditions used

Madins ugd ssuadsip 8 nunddy

%

« Verify temperature program, flow rates, and column parameters.

DNy 13U




Poor Retention Time Reproducibility

Causes

Solutions

Leaks

- Leak check injector and press-fit connections.

- Replace critical seals (i.e., septa, O-rings, inlet disc, etc.)

Analyte adsorption

« Maintain inlet liner and GC column.

- Use properly deactivated liners, seals, and columns.

Resolution/integration issues

- Avoid sample overload.

Incorrect column/oven temperature
program

- Verify column temperature and oven temperature program.

Incorrect or variable carrier gas flow
rate/linear velocity

- Verify the carrier gas flow and linear velocity.
Repair or replace parts if neccessary.

Poor control of oven
temperature programming

« Confirm GC oven program falls within instrument manufactur

recommendation.

Incorrect oven equilibration time

- Extend GC oven equilibration time.

If manual injection, delay between
pushing start and actual injection

« Use autosampler or standardize manual injection procedure.

AlUN 1Wless 1gny | %Euadns Jad asuadgip @ qunddy - | uscopiyn:mn
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Fronting Peaks

Causes

Solutions

Incompatible stationary phase

« Choose appropriate stationary phase.

Column overloading

+ Reduce amount injected, dilute sample.

+ Increase column inner diameter and/or
film thickness.

L
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Tailing Peaks

-
n

Causes Solutions |
=

- Use properly cleaned and deactivated liner, seal, and column. }é
Adsorption due to surface - Trim inlet end of column. =
activity or contamination o
« Replace column if damaged. o

(")

(=]

Adsorption due to chemical Derivatize compound %
composition of compound : p : g
Leak in system - Check for leaks at all connections, replace critical seals if needed

)
O
=

Installation issues

&)
<

« Minimize dead volume.
- Verify that the column is cut properly (square).
« Verify correct installation distances.

lwess l1ony | aJetafrt




Split Peaks

Causes Solutions

Mismatched solvent/stationary
phase polarity + Adjust solvent or stationary phase to allow wetting.

« Add surface area, such as wool, to the inlet liner to enhance
Incomplete vaporization vaporization.

« Use proper injector temperature.

. . = Inject less sample (dilute, use split injection,
Sample loading capacity exceeded oo e 3

8 .
IIIIIIIIIIIIII i

Fast autosampler injection into - Use wool or slow injection speed.
open liner

Iess 10n3 | aJgJadns Jpd asuadsip p nunddly -




Carryover/Ghost Peaks

Injection 1

Injection 2

Causes Solutions

Contaminated syringe or » Replacerinse solvent.

rinse solvent - Rinse or replace syringe. >
« Inject a smaller amount. §
+ Use a liner with a large internal diameter. .
- Increase head pressure (i.e., flowrate) to contain the vapor cluu%.

Backflash (sample volume « Use slower injection rate.
exceeds liner volume) - Lower inlet temperature.
« Increase split flow.
- Use liner with packing.

« Use pressure-pulse injection.

- Extend analysis time to allow all components and/or matrix

Last analysis ended too soon interferences to elute.
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High Bleed

Causes

Solutions

Improper column conditioning

« Increase conditioning time and/or temperature.

Contamination

= Trim column and/or heat to maximum
temperature to remove contaminants.

« Replace carrier gas and/or detector gas filters.
- Clean injector and detector.

Leak in system and oxidation of
stationary phase

« Check for oxygen leaks across the entire system and reﬁ?age
and/or filters.

« Replace column.
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Unstable Baseline (Spiking, Noise, Drift)

Causes Solutions

Spiking

- Leak check connections and replace seals if needed.

Carrier gas leak or contamination
9 « Replace carrier gas and/or detector gas filters.

Injector or detector contamination « Clean system and perform regular maintenance.

Column contamination + Condition, trim, and rinse column.
or stationary phase bleed

- Replace septum.

-

Septum coring/bleed 0
Noise « Inspect inlet liner for septa particles and replace liner if needeg.

mmm Loose cable or circuit board . Clean and repair electrical connections.
connections

- Verify flow rates are steady and reproducible; may need to

Variable carrier gas or replace or repair flow controller.

detector gas flows

Drift « Leak check system.
_/- « Allow enough time for detector temperatures and flows to

Detector not ready -
T ITTT[TTT[TTTI[1 equilibrate.
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Causes Solutions

- Check sample concentration.

Sample issues - Check sample preparation procedure.
ﬂ - Check sample decomposition/shelf life.
- Replace syringe.
Syringe problems
» Check autosampler operation.
- Verify signal settings and adjust if needed.
Electronics
- Repair or replace cables or boards.
Dirty or damaged detector » Perform detector maintenance or replace parts.
Flow/temperature settings wrong - Verify steady flow rates and temperatures, then adjust settings
or variable and/or replace parts if needed.
« Remove contamination and use properly deactivated liner,
Adsorption/reactivity seal, and column.
Loaks « Check for leaks at all connections and repair connections
as needed.
- Verify injection technique and change back to
Change in sample original technique.
introduction/injection
method - Check that split ratio is correct.
« Verify that the splitless hold time is correct.
L >




Causes Solutions
- Plugged syringe; clean or replace syringe.
- Verify there is sample in the syringe.
Injection prbress » Injecting into wrong inlet; reset autosampler.
LI LI LI LI 1
! I ! ! - Verify carrier gas is flowing.
Broken column - Replace column.
Column installed into wrong » Re-install column.
injector or detector G,
oro
S,
- Signal not recorded; check detector cables and verify that .
T detector is turned on.
- Detector gas turned off or wrong flow rates used; turn
detector on and/or Hd]lﬁl flow rates.
" v
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: Causes Solutions 3
» Minimize dead volume in the GC system; verify proper column
i A= T installation, proper connectors, proper liners, etc.
i « Verify injector and detector flow rates and adjust if needed.
: Low flow rates
! « Verify make-up gas flow and adjust if needed.
L L I L L L I I; | | I LI I ||
: Slow GC oven program - Increase GC oven programming rate.
i Poor analyte/solvent focusing « Lower GC oven start temperature.

%

Column film is too thick

+ Reduce retention of compounds by decreasing film thl:kﬁgﬁ
and length. e

Sample carryover

- See Carryover/Ghost Peaks solutions.
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http://www.chem.agilent.com/en-US/Solutions/Pages/default.aspx
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Agilent Solutions

Agilent Technologies offers you a comprehensive portfolio of innovative solutions — from improving lab productivity for chemical n u n n n
analysis, to vacuum systems, to workflow solutions developed to facilitate unlocking the complexities of living systems. Our Connect with Agilent
experts possess in-depth understanding of issues across a broad spectrum of applications. Agilent's latest technologies are

developed for your leading edge research programs. We help you stay current with emerging applications and approved methods,

while our integrated workflow solutions deliver accurate, comprehensive data helping you make informed decisions accelerating

your time to results. Learn more about the latest solutions and applications for your industry below.

Energy & Chemicals + Integrated Biology + Semiconductor Genomics +
Analysis +



